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Résumé 

Le paysage subsaharien tend à évoluer, avec la hausse des températures, de faibles 
précipitations et une avancée du désert rendant les terres cultivables infertiles. Cet environnement 
est moins propice à la vie et les plantes doivent s’adapter. Le système racinaire est l’une des 
premières priorités que la plante doit développer afin d’assurer sa survie. La racine au sein de la 
rhizosphère joue donc un rôle crucial dans la croissance de la plantule en quête d’eau et de 
nutriments. L’apex racinaire est recouvert d’une coiffe protectrice, qui permet de maintenir 
l’intégrité du méristème subapical de racine. Les cellules les plus matures de la coiffe se détachent 
et sont nommées cellules frontières. Elles sont associées à un mucilage plus ou moins dense, et 
l’ensemble constitué par les cellules frontières et le mucilage est nommé piège extracellulaire de 
racine ou root extracellular trap (RET). Alors que le RET et les exsudats racinaires sont décrits 
comme jouant un rôle majeur dans la protection de la racine contre certains pathogènes, leur 
fonction lors de stress abiotiques tel qu’un stress hydrique est moins documentée.  

L’objectif de ces travaux de thèse est de caractériser le RET et les exsudats racinaires de 
trois plantes subsahariennes issues de la Grande Muraille Verte (GMV) Balanites aegyptiaca (D.), 
Acacia tortilis subsp. Raddiana (S). et Tamarindus indica (L.).  Ces trois plantes ont des degrés 
de tolérance à la sécheresse différents allant respectivement de tolérant à sensible. Afin d’identifier 
d’éventuels marqueurs de tolérance à l’aridité au sein du RET et des exsudats racinaires, l’étude 
de glycomolécules a été entreprise par des approches d’imagerie et de biochimie à partir de 
plantules cultivées in vitro dans des conditions normales d’hydratation. 

Les études morphologiques et ultrastructurales des cellules frontières montrent que B. 
aegyptiaca produit des cellules uniquement de type border cells (BCs) et restreintes à la pointe 
racinaire. Par contre les cellules frontières associées aux apex racinaires de plantules d’A. raddiana 
et de T. indica, sont de type BCs au niveau de la pointe racinaire et de type border like cells (BLCs) 
en remontant jusqu’à respectivement 6 et 3mm de l’apex. Pour les trois plantules, les cellules 
frontières sont vivantes et entournées d’un riche mucilage, contenant de nombreux glycopolymères 
d’origine pariétale. L’analyse de la composition de fractions enrichies en RET et exsudats 
racinaires montre la présence de pectines, d’hémicelluloses, d’extensines et d’arabinogalactanes 
protéines (AGPs). Le RET et les exsudats racinaires de B. aegyptiaca, plante qui présente le 
meilleur taux de survie en conditions arides, renferment les plus importantes quantités d’AGPs en 
comparaison des quantités détectées pour l’A. raddiana et le T. indica. Par ailleurs, des analyses 
microbiologiques indiquent que les exsudats racinaires des trois plantes peuvent être métabolisés 
par Azospirillum brasilense, une bactérie tellurique bénéfique pour la croissance des végétaux lors 
de déficit hydrique. Là encore, B. aegyptiaca se distingue par ses exsudats racinaires qui sont 
métabolisés plus rapidement par cette bactérie.    

Ces données soulèvent des questionnements portant notamment sur l’implication 
potentielle des AGPs dans le développement de jeunes plantes en milieu semi-aride à aride.  

Mots clés : arabinogalactanes proteines (AGPs), Balanites aegyptiaca (D.), Acacia tortilis 
subsp. raddiana (S.), Tamarindus indica (L.), root extracellular trap (RET), exsudats racinaires, 
cellules frontières. 



 

 

Préambule 

Depuis plus de 30 ans, des scientifiques et gouvernements se réunissent lors de 

conventions pour discuter et prendre des mesures contre les changements climatiques. En 1992 

à Rio de Janeiro, 154 pays reconnaissent l’origine anthropique du changement climatique, et 

ont adopté la Convention-cadre des Nations Unies sur les changements climatiques 

(https://cop23.unfccc.int/). Cette convention-cadre leur demandait d’agir en fonction de leurs 

responsabilités et capacités pour stabiliser la concentration de gaz à effet de serre dans 

l’atmosphère (https://cop23.unfccc.int/). Cette hausse de concentration de gaz à effet de serre 

serait la cause du dérèglement climatique, en entrainant notamment : une acidification et une 

montée du niveau des océans, des catastrophes métrologiques accrues (tempêtes, sécheresses, 

etc.), une diminution de la biodiversité etc. Puis chaque année à partir de 1995 se tient la 

conférence des parties (COP, conference of the parties), regroupant plus de 150 pays, afin d’y 

faire un bilan et d’entreprendre des discussions et des actions contre le changement climatique. 

En 1997 à Kyoto, lors de la COP3, il a été décidé de réduire d’au moins 5% les émissions de 

gaz à effet de serre d’ici 2012, par rapport au niveau de 1990 (https://cop23.unfccc.int/). 

Or, les émissions de gaz à effet de serre n’ont cessé de croitre depuis la ratification du 

traité de Kyoto, obligeant les gouvernements à décaler la date de 2012 à 2020. En 2015, à la 

COP21, l’accord de Paris est officiellement ratifié par 169 pays parmi les 195 pays participants, 

afin de limiter la hausse de la température à 2°C d’ici 2100, en diminuant notamment la 

production des gaz à effet de serre et en aidant les pays en developpement à financer ces 

nouvelles normes environnementales afin de trouver des solutions pour pouvoir s’adapter aux 

effets du changement climatique. 

C’est aux vues de ces changements climatiques telles que : hausses des températures, 

inondations, sécheresses, tempêtes etc., que certains gouvernements financent et poussent la 

recherche à mieux comprendre comment les organismes vivants pourront s’adapter à ces futurs 

changements afin d’y trouver des solutions.  

Dans ce manuscrit, les organismes vivants étudiés sont 3 plantes issues de la zone 

subsaharienne, ayant des degrés de tolérance à la sécheresse différents, en se focalisant sur la 

racine. En effet, lors des premiers stades de développement d’une plante, il est vital qu’elle 

développe son système racinaire afin d’y puiser l’eau et les nutriments nécessaires à sa survie 

et sa croissance. L’objectif de ce manuscrit est de déterminer l’implication potentielle de 

glycomolécules présentes et libérées par l’apex racinaire dans la tolérance à la sécheresse. 



 

 

Le manuscrit est organisé en 4 chapitres :  

Le 1er chapitre est une introduction subdivisée en 6 parties.  La rhizosphère, 

l’environnement proche de la racine, est tout d’abord présentée. Puis, le système racinaire avec 

ses fonctions et plasticités est secondairement décrit. La structure et la morphologie de la coiffe 

racinaire, en particulier le contrôle moléculaire de l’identité et du fonctionnement du méristème 

de coiffe sont alors définis. Ainsi dans cette partie de l’introduction, les mécanismes 

moléculaires initiés dans les cellules du centre quiescent et aboutissant au détachement des 

cellules frontières, sont successivement détaillés. La présentation structurale et fonctionnelle 

du piège extracellulaire de racine est ensuite réalisée. Enfin le contexte particulier de cette thèse, 

via son origine dans le programme de la Grande muraille Verte, ainsi que ses objectifs clôturent 

ce chapitre d’introduction. 

Le 2ème chapitre est consacré aux matériels et méthodes, comprenant une description 

du matériel biologique et des conditions expérimentales utilisées via des approches 

biochimiques, microscopiques et microbiologiques réalisées dans ce travail. 

Le 3ème chapitre regroupe les résultats et la discussion du travail réalisé dans cette thèse 

en 2 parties. La 1ère partie présente les résultats in vitro majoritaires discutés sous forme d’un 

article scientifique avec comité de lecture international (en soumission). Cet article est suivi de 

résultats complémentaires. En annexe 2, quelques résultats préliminaires obtenus en cultivant 

les plantes étudiées sur leur sol natif sont également présentés.  

Enfin, le 4ème et dernier chapitre, conclusions et perspectives, réunit la conclusion 

générale de cette étude et les perspectives associées à ce projet de thèse. 
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Chapitre 1 : Introduction  

I-La rhizosphère  

I-1 Généralités 

La rhizosphère, du grec rhiza signifiant racine et du grec ancien sfaira signifiant sphère, 

est la région du sol directement formée et influencée par les racines et les microorganismes 

associés (Larousse 2016). En 1904, un agronome allemand et spécialiste en physiologie 

végétale, définit pour la première fois la notion de rhizosphère (Hartmann et al., 2008). La 

rhizosphère est décrite comme étant un milieu complexe et hétérogène qui présente des 

caractéristiques très particulières par rapport à un sol non rhizosphérique. Elle est constituée de 

3 zones distinctes : l’ectorhizosphère, le rhizoplane (surface racinaire) et l’endorhizosphère 

(Huang et al., 2014) [Fig 1]. L'endorhizosphère comprend des parties du cortex et de 

l’endoderme de la racine, dans laquelle les microorganismes peuvent occuper l'espace libre 

entre les cellules ou y pénétrer. Le rhizoplane (surface racinaire) est la zone médiane 

directement adjacente à la racine, incluant le rhizoderme et le mucilage. La zone la plus 

extérieure est l'ectorhizosphère qui s'étend du rhizoplane aux quelques premiers millimètres 

cubes du sol. 

 

Dans cet environnement, des interactions et des échanges entre les racines, les 

microorganismes et le sol s’opèrent (Hinsinger et al., 2009). Il en résulte une modification des 

Figure 1 : Les différentes zones de la rhizosphère. 
La rhizosphère comprend les quelques premiers milimètres de sol, ainsi que l’ectorhizosphère, le rhizoplane et 
l’endorhizosphère (Réf Web1). 



Chapitre 1 : Introduction   I-La rhizosphère 

2 
 
 

propriétés physicochimiques du sol, pouvant à son tour modifier les populations microbiennes 

de la rhizosphère (Huang et al., 2014). 

La rhizosphère a une microflore dense, dont l’activité biologique est supérieure par 

rapport à un sol non rhizosphérique (Lynch & Whipps, 1991). La plante, via les exsudats 

racinaires, met à disposition des nutriments, notamment des sucres et des acides aminés pour 

ces microorganismes (Rovira, 1969; Chaboud & Rougier, 1984; Huang et al., 2014; Tsunoda 

& van Dam, 2017). Ces nutriments favorisent le développement des microorganismes, qu’ils 

soient pathogènes ou bénéfiques. Des interactions complexes entre ces populations 

microbiennes et la plante se produisent, déterminant entre autres la santé du sol. Ces différentes 

interactions entre plantes, bactéries et champignons du sol ont été largement décrites (Grayston 

& Campbell, 1996; Hartmann et al., 2008; Hinsinger et al., 2009; Reece et al., 2014) et peuvent 

être bénéfiques ou délétères pour la plante. 

I-2 Les microorganismes du sol  

Au sein de la rhizosphère vivent des populations particulièrement importantes de 

microorganismes. Les types et nombre de microorganismes que le sol héberge sont très divers. 

L’activité des microorganismes dans la rhizosphère d’une plante peut être jusqu’à 100 fois plus 

élevée que dans un sol nu (Reece et al., 2014). Ces microorganismes utilisent les glucides, les 

acides aminés et diverses molécules organiques que la plante sécrète via ses racines. C’est dans 

cet environnement privilégié que des interactions peuvent naître entre la plante et les 

microorganismes telluriques. Ces multiples interactions entre les plantes et les microorganismes 

influent également la composition de la microflore rhizosphérique. En effet, chaque rhizosphère 

contient un cocktail unique et complexe de sécrétions issues de la racine, mais aussi de la 

microflore. À ce jour, 3 grands types d’interactions [Fig 2] entre les microorganismes et les 

plantes sont décrits : le parasitisme, le mutualisme et la coopération (Drogue et al., 2012).  
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Le parasitisme est une relation dans laquelle l’un des organismes, le parasite, se nourrit 

et vit aux dépens de son hôte et lui porte préjudice. Dans la rhizosphère, les microorganismes 

ont un choix d’hôtes qui est contrôlé par le concept du « gène pour gène ». Cela implique la 

reconnaissance du microorganisme par la plante, à travers des protéines de résistance (R 

protein), et des facteurs d'avirulence (Avr) émis par l’agent pathogène (Drogue et al., 2012; 

Skamnioti & Ridout, 2005). Si la plante n’a pas la protéine de résistance, le pathogène peut 

parasiter cette dernière. 

Parmi les agents microbiens bénéfiques, les champignons mycorhiziens [Fig 2] et les 

bactéries symbiotiques fixatrices d’azote [Fig 2] sont appelés agents mutualistes. Ces dernières 

sont parfois classées parmi les iPGPR (intracellular Plant Growth Promoting Rhizobacteria) 

(Gray & Smith, 2005; Vejan et al., 2016). Les interactions de type coopération [Fig 2] 

impliquent d’autres types de microorganismes bénéfiques pour la croissance des plantes (Plant 

Growth Promoting Microorganisms, PGPM) constitués essentiellement de bactéries (Plant 

Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR) aussi classées parmi les ePGPR (extracellular Plant 

Growth Promoting Rhizobacteria).  

Figure 2 : Mécanismes qui contrôlent la spécificité de l'hôte dans les interactions parasites, mutualistes et 
coopératives. 

 Dans le cas du parasitisme, la plante hôte reconnait les facteurs d’avirulence d’origine microbienne via des 
protéines de défense spécifiques, (Resistant protein, R protein). Concernant le mutualisme, ici est présenté un
exemple d’interaction entre une légumineuse et une bactérie fixatrice d’azote. La plante libère des flavonoïdes 
dans la rhizosphère, activant les facteurs Nod bactériens, ces derniers interagissent avec la plante où ils induisent 
la formation de nodosités (cercles verts). Pour la coopération, des interactions entre la plante et des bactéries 
bénéfiques de type Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) sont impliquées (d’après Drogue et al. , 2012).
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I-3 Les Plant Growth Promoting Rhizobacteria  

Comme évoqué précédemment, sont parfois distingués deux groupes de PGPR : les 

bactéries intracellulaires (iPGPR) et les bactéries libres extracellulaires (ePGPR) (Gray & 

Smith, 2005). Les iPGPR sont généralement des bactéries symbiotiques qui interagissent avec 

un nombre restreint de plantes hôtes, dont les mécanismes de signalisation ont été largement 

étudiés (Hopkins & Hüner, 2008; Reece et al., 2014). Ces bactéries sont définies comme 

intracellular Plant Growth Promoting Rhizobacteria (iPGPR), car elles s’introduisent dans la 

racine via les poils absorbants, puis pénètrent les cellules du cortex racinaire et forment des 

nodules. Elles favorisent la croissance de la plante, en fournissant à cette dernière une source 

d’azote biodisponible en échange de sources de carbone et autres substances organiques (Gray 

& Smith, 2005; Reece et al., 2014). Un des exemples de relation symbiotique bien décrit dans 

la littérature est celui entre les légumineuses (soja) et les bactéries du genre Rhizobium 

(Swinburne, 1986; Glick, 1995; Gray & Smith, 2005). Cette relation est définie au niveau 

moléculaire et repose essentiellement sur des événements de signalisation qui se déroulent entre 

les bactéries et la plante hôte. Dans un 1er temps, les microorganismes perçoivent des composés 

végétaux (flavonoïdes) qui déclenchent la synthèse des facteurs Nod bactériens. Dans un 2ème 

temps, la perception des facteurs Nod par des récepteurs spécifiques de la plante ayant des 

activités kinases, conduit à la dédifférenciation des cellules situées dans le cortex de la plante, 

et enfin à la formation de nodules (Grayston & Campbell, 1996; Gray & Smith, 2005; Masson-

Boivin et al., 2009; Drogue et al., 2012; Reece et al., 2014).    

La coopération, ou symbiose associative, peut également être établie entre les racines 

des plantes et des bactéries (Vessey, 2003). Dans ce cas, il n’y a pas de pénétration des bactéries 

dans les cellules du cortex racinaire, elles restent au niveau du rhizoplane. [Fig 3]. Ces bactéries 

sont donc définies comme extracellular Plant Growth Promoting Rhizobacteria (ePGPR) et ne 

produisent pas de nodules. Les ePGPR se répartissent en trois types, en fonction du degré 

d'association avec les racines: i) celles qui vivent à proximité, mais pas en contact direct avec 

les racines ; ii) celles qui colonisent la surface de la racine (rhizoplane) ; et enfin, iii) celles qui 

vivent dans l’espace intercellulaire des cellules du cortex racinaire [Fig 3] (Gray & Smith, 

2005). Parmi les ePGPR, on retrouve les genres Bacillus, Serratia, Pseudomonas et 

Azospirillum. 
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Figure 3 : Différents modes d’interactions entre bactéries telluriques et les racines des végétaux : les 
iPGPR et ePGPR. 

Les iPGPR rentrent dans la racine via les poils absorbants, puis elles fusionnent avec une cellule végétale pour 
former la symbiose et des nodules. Alors que les ePGPR peuvent interagir soit près de la racine mais pas  en 
contact avec le végétal, soit coloniser la surface racinaire, ou bien vivre dans les espaces entre les cellules du cortex 
racinaire (d'après Gray & Smith, 2005).  

Cell wall : paroi cellulaire ; ePGPR : extracellular Plant Growth Promoting Rhizobacteria ; infection thread : fil 
d’infection ; iPGPR : intracellular Plant Growth Promoting Rhizobacteria. 

Au vu de leurs nombreuses applications, notamment agronomiques, les bactéries 

extracellulaires de la rhizophère font l’objet de nombreuses études depuis une dizaine d’années 

(Glick, 1995; Gouda et al., 2018). Elles régulent la croissance et l’architecture racinaire, et 

participent à la protection des plantes contre des stress biotiques et abiotiques (Bloemberg & 

Lugtenberg, 2001; Gray & Smith, 2005; Drogue et al., 2012; Verbon & Liberman, 2016; Meena 

et al., 2017). Il n’est pas rare qu’une même PGPR exerce plusieurs effets bénéfiques pour les 

plantes. Les PGPR peuvent réguler la biodisponibilité des macro et micro éléments du sol 

(phosphore, azote, potassium, fer, zinc, etc) (Meena et al., 2017) via la biofertilisation. De plus, 

elles peuvent agir sur la balance hormonale végétale, notamment sur l’auxine, favorisant ainsi 

la ramification racinaire (Cohen et al., 2015; Verbon & Liberman, 2016; Meena et al., 2017) 

via la phytostimulation. Elles peuvent protéger les plantes face à des stress biotiques, avec 

notamment la production d’enzymes lytiques contre les pathogènes (chitinases etc..), augmenter 

la compétition pour les nutriments via des sidérophores, et produire des antibiotiques ou autres 

molécules toxiques comme du cyanure d’hydrogène (Meena et al., 2017). Enfin, les PGPR 

peuvent aider les plantes à faire face à des stress abiotiques, notamment en cas de sécheresse. 

Par exemple, il est décrit chez les plantes dont Arabidopsis thaliana (Cohen et al., 2015) et le 

maïs (Rodríguez-Salazar et al., 2009) une meilleure tolérance à un manque d’eau suite à 

l’inoculation avec une PGPR (genre Azospirillum). De plus, les PGPR via la rhizoremédiation 

aident les plantes face à des métaux lourds, notamment en diminuant leur biodisponibilité par 
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leur immobilisation dans le sol, notamment par leur précipitation (Ma et al., 2016; Meena et 

al., 2017). 

I-4 Azospirillum brasilense 

Parmi les ePGPR améliorant la tolérance à la sécheresse, Azospirillum brasilense est 

l’une des bactéries les plus documentées (Sarig et al., 1988; Alvarez et al., 1996; Creus et al., 

1998, 2004; Cohen et al., 2008; Fibach-Paldi et al., 2012). A. brasilens est un bacille gram 

négatif, d’1µm de largeur pour 2 à 3 µm de longueur. Cette bactérie est mobile en milieu liquide, 

mais aussi en milieu semi-liquide. Elle est capable d’utiliser une large gamme de sources de 

carbone, notamment des acides organiques tels que le malate, le succinate, le lactate, le pyruvate 

et divers sucres et acides aminés. En aérobie, elle utilise l’oxygène comme accepteur final 

d’électron, mais elle peut également, en absence d’oxygène, utiliser les nitrites, les nitrates 

comme accepteur final d’électron (Burdman et al., 2000). Cette ePGPR est capable de répondre 

positivement à des chimio-attractants (Van Bastelaere et al., 1999) tels que des sucres simples 

ou acides aminés libérés par la racine, pour ensuite s’adsorber et s’accrocher avec une ancre, 

afin de mieux coloniser la racine et former un biofilm (Bashan et al., 1991; Broek et al., 1993; 

Pagnussat et al., 2016; Wang et al., 2017b). A. brasilense est connue pour ses différentes actions 

PGPR, telles que l’amélioration de croissance chez le blé, l’augmentation de la vitesse de 

germination et de la longueur racinaire chez le maïs, ou l’augmentation de la matière sèche chez 

l’orge (Costa et al., 2015; García et al., 2017; Meena et al., 2017). De plus, A. brasilense peut 

protéger les plantes de la sécheresse, notamment via la libération dans le sol d’un disaccharide 

nommé tréhalose (Rodríguez-Salazar et al., 2009), qui est connu pour être un osmorégulateur, 

en jouant sur l’augmentation de l’acide abscissique qui pourrait préparer la plante à subir un 

stress (Cohen et al., 2015), et en inactivant la voie de l’éthylène avec l’action de son ACC 

désaminase (Glick, 2005; Glick et al., 2007). Grâce à ces différentes actions, A. brasilense 

protège les plantes d’un stress hydrique.  Mais pourquoi A. brasilense serait-elle intéressante 

dans ce contexte sahélien ? A. brasilense est une bactérie rhizosphérique remarquable capable 

de survivre dans zones tropicales à tempérées en passant par des zones arides (Bashan et al., 

1995). De plus cette bactérie a été trouvée au sein du sol (Grundmann et al., communication 

personnelle, UMR CNRS 5557) de la parcelle expérimentale de la Grande Muraille Verte au 

Sénégal (cf §V-1). C’est par sa présence in situ et par ses actions bénéfiques pour les plantes 

qu’A. brasilense a été choisie comme modèle microbien pour la suite de ce manuscrit. 
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II-Le système racinaire 

II-1 Principales fonctions 

Lors de la germination d’une graine, la première structure à émerger est la radicule 

(racine embryonnaire). Le système racinaire est une structure essentielle pour la plante, dont 

les principales fonctions sont l’absorption de l’eau et des sels minéraux, ainsi que l’ancrage au 

sol du végétal (Arnaud et al., 2010; Reece et al., 2014). La conduction de l’eau et des sels 

minéraux par le xylème vers les parties aériennes participera, avec l’activité photosynthétique, 

à la synthèse de substances nutritives (Leucci et al., 2008). Ces substances nutritives migrent 

par le phloème jusqu’aux tissus de stockage racinaires. Ainsi, les racines peuvent être un lieu 

de stockage de réserves, notamment en sucres (ex : la carotte et la betterave sucrière), mais 

aussi une réserve en eau comme chez certaines cucurbitacées (Raven et al., 2007; Nabors & 

Sallé, 2008). L’apex racinaire est aussi le site de synthèse de phytohormones telles que les 

auxines, les cytokinines, les gibbérellines, l’acide abscissique et l’éthylène, et d’autres types de 

métabolites secondaires. Les cytokinines et gibbérellines d’origine racinaire sont transportées 

jusqu’aux parties aériennes, où elles y jouent un rôle dans la croissance et le développement 

(Raven et al., 2007; Hopkins & Hüner, 2008; Zurcher et al., 2013; Birnbaum, 2016).  

II-2 Plasticité du système racinaire 

Lors de son développement dans le sol, la racine peut avoir plusieurs configurations 

spatiales. En effet, face à des environnements qui peuvent être très hétérogènes, la racine 

présente une forte plasticité pour continuer sa croissance, et par extension pour assurer la survie 

de la plante. Les ressources nutritives et le type de sol peuvent entre autre créer cette 

hétérogénéité pouvant moduler la croissance racinaire (Lynch, 1995; Satbhai et al., 2015).  

La sécheresse, les températures extrêmes, le manque de nutriments, l'exposition aux 

métaux lourds, les xénobiotiques et le compactage du sol sont des exemples de contraintes 

environnementales auxquelles le système racinaire peut être exposé au cours de son 

développement. Le système racinaire répond en adaptant son programme de développement par 

différentes stratégies (Jin et al., 2017). Des modifications structurales des racines sont mises en 

place : remaniement racinaire avec une stimulation ou une inhibition du développement de la 

racine principale au profit des racines latérales, des changements du diamètre racinaire, des 

modulations sur la densité et sur la longueur des poils absorbants, par une réorientation de la 

direction de croissance des racines, ou alors par sa lignification (Sofo et al., 2004; Xiong et al., 

2006; Neves et al., 2010). 
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Lorsque les plantes sont soumises à un stress hydrique, les tissus aériens (feuilles et 

tiges) sont fortement inhibés dans leur croissance, alors que les racines continuent de se 

développer afin d'explorer le sol et de trouver de l'eau. Cette réaction de croissance différentielle 

des racines et des parties aériennes est considérée comme une adaptation des plantes terrestres 

aux milieux secs (Schnall & Quatrano, 1992; Leucci et al., 2008). Au niveau de leur système 

racinaire, les plantes peuvent utiliser différents mécanismes pour faire face à la sécheresse (De 

Micco & Aronne, 2012). Elles peuvent notamment i) avoir une forte capacité de ramification, 

ii) avoir un double système racinaire : un proche de la surface pouvant capter rapidement l’eau 

après précipitation, et un autre avec des racines profondes et épaisses pour utiliser l’eau 

souterraine (Logbo et al., 2013). De plus l’augmentation du ratio racine/tige-feuille est une 

stratégie pour éviter la transpiration et l’évaporation de l’eau par les feuilles tout en optimisant 

le volume du sol exploré par les racines. Il existe également des adaptations au niveau du 

système aérien qui permettent à la plante de tolérer la sécheresse avec une modification de 

l’élasticité et de la morphologie des feuilles, une fermeture stomatique précoce, ainsi que la 

formation d’une épaisse couche cireuse de cuticule (Radwan, 2007; Gowda et al., 2011).  

Les processus liés à la croissance racinaire de jeunes plantules sont cependant 

essentiels pour la survie des plantes dans des environnements stressants et associés aux 

changements climatiques actuels. 
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III-Structure et morphologie d’une racine en croissance 

III-1 Les différents territoires fonctionnels d’une racine en croissance 

La racine en croissance est classiquement divisée en 3 zones (Overvoorde et al., 2010; 

Reece et al., 2014) qui se chevauchent : la zone méristématique, la zone d’élongation et la zone 

de différenciation [Fig 4]. A ces 3 territoires s’ajoute la coiffe racinaire en position apicale qui 

est une structure protectrice vis-à-vis du méristème subapical (cf §III-2).  

 

Figure 4 : Les différents territoires cellulaires d’une racine en croissance d'Arabidopsis thaliana. 

(A) L'organisation proximo-distale de la racine provient du processus itératif de division et d'expansion cellulaire 
de quatre types d'initiales, qui sont immédiatement adjacentes aux cellules centrales quiescentes, mitotiquement 
inactives. Les initiales latérales donnent naissance au rhizoderme et cellules latérales de coiffe, les initiales 
centrales donnent naissance à la columelle, les initiales cortex/endodermique soutiennent la formation du tissu 
mou, et les initiales vasculaires donnent naissance aux tissus vasculaires et péricycle. (B) Section transversale 
d'une racine immature montrant l'organisation radiale des dérivées d’initiales. (C) La section transversale de la 
racine dans la zone de différenciation met en évidence l'organisation circonférentielle et radiale de la racine. La 
position de cellules trichoblastes et atrichoblastes est indiquée. On y trouve également l'emplacement du 
protoxylème et du protophloème qui donnent lieu à la symétrie diarchique de la racine mature d'Arabidopsis 
thaliana (Overvoorde et al., 2010). 

(AM) apical meristem ; (EZ) elongation zone ; (DZ) differentiation zone. 
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Au niveau de la zone méristématique, des cellules initiales sont à l’origine des cellules 

présentes dans les zones d’élongation et de différenciation, et sont également impliquées dans 

la formation de la coiffe. La division cellulaire est initiée au niveau de différentes cellules 

initiales qui entourent le centre quiescent (Raven et al., 2007; Reece et al., 2014; Somssich et 

al., 2016; Nakamura & Grebe, 2018). Pour protéger cette zone, notamment contre des 

frottements mécaniques et des pathogènes, le méristème est recouvert d’une coiffe protectrice, 

composée de cellules et d’un épais mucilage (cf. §III-3) qui assure la pérennité du 

développement racinaire (Chaboud & Rougier, 1984; Brigham et al., 1995a; Hopkins & Hüner, 

2008).  

Au dessus de la zone méristématique se trouve la zone d’élongation. Les cellules vont 

se développer et s’allonger rapidement le long de l'axe longitudinal. Cette croissance cellulaire 

[Fig 4] est entraînée par la pression de turgescence, créée par l'absorption de l'eau au niveau de 

la vacuole (Cosgrove, 2016). Cependant, la croissance est limitée par la tension de la paroi 

cellulaire. Afin de diminuer la pression, les cellules de cette zone modifient leur paroi en la 

rendant plus souple (Cosgrove, 2005; Somssich et al., 2016). Il est admis que plusieurs acteurs 

moléculaires permettent le relâchement pariétal : des protéines non enzymatiques telles que les 

expansines (EXP) et les inhibiteurs de pectines méthylestérases (PMEi). Il existe également des 

enzymes impliquées dans le remodelage de la paroi telles que les xyloglucane 

endotransglucosylases/hydrolases (XTHs), les cellulases, les pectines methylestérases (PME), 

les pectine/pectates lyases, les polygalacturonases (PGs) et les radicaux hydroxyles (Xiao et al., 

2014, 2017; Xu et al., 2014; Somssich et al., 2016; Barnes & Anderson, 2017).  

Un fois les cellules allongées, elles entrent dans une zone de transition qui se situe à la 

frontière entre la zone d’élongation et de différenciation. Cette zone de transition correspond à 

la formation de poils absorbants à la surface du rhizoderme (Nakamura & Grebe, 2018). En 

direction de la base de la racine, une rigidification des parois cellulaires de la stèle s’effectue 

par l’action d’extensines polymérisées par des peroxydases, aboutissant notamment à la 

lignification des éléments conducteurs xylémiens (Del Carmen Cordoba-Pedregosa, 2003; Dos 

Santos et al., 2008; Somssich et al., 2016). Plus haut, dans la zone de différenciation, à lieu 

l’émergence de racines latérales, initiées dans les cellules parenchymateuses du péricycle de la 

zone d’élongation (Dubrovsky et al., 2008; Péret et al., 2009).  
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III-2 Le méristème subapical de racine ou Root Apical Meristem (RAM) 

III-2-1 Les différents types de RAM 

Le méristème subapical de racine ou Root Apical Meristem (RAM) est à l’origine des 

cellules qui composent les tissus racinaires ainsi que la coiffe. Au sein du RAM, la position des 

cellules initiales reste identique et définit la spécificité tissulaire des cellules filles. Ainsi, ces 

lignées cellulaires organisées de façon concentrique sont générées de manière continue autour 

du centre quiescent, et forment un gradient de développement spatio-temporel (Drisch & Stahl, 

2015). De l'extérieur vers l'intérieur de la racine, on retrouve ces couches cellulaires successives 

qui forment le rhizoderme, le cortex, l'endoderme, le péricycle et le système vasculaire. 

Chez les angiospermes, 3 types majeurs d’organisation du RAM (Groot et al., 2004; 

Rost, 2011) sont décrits: le RAM fermé, le RAM semi-ouvert et le RAM ouvert [Fig 5].  

 

 

Figure 5 : Coupes longitudinales d’organisation de méristèmes apicaux de racines. 

(A) RAM fermé de la racine de lin : l’organisation des cellules initiales est bien déterminée. (B) RAM ouvert de 
racine de pois : les cellules initiales ainsi que leurs dérivées sont difficiles à déterminer et ne sont pas nettement 
organisées. (C) RAM semi-ouvert de racine de carotte : l’organisation semble fermée, cependant les cellules 
initiales ne sont pas totalement déterminées (d’après Grood et al., 2004). 

C : cortex ; eD : epidermis ; RAM : root apical meristem ; RC : root cap ; VC : vascular cylinder.  
Echelles : 50µm.  

 

  



Chapitre 1 : Introduction                                          III-Structure et morphologie d’une racine en croissance 

12 
 
 

Le RAM fermé comprend 3 groupes d’initiales bien distincts qui forment un alignement 

de cellules. Ainsi, les cellules initiales du cylindre central, celles du cortex, celles de la 

columelle et celles qui seront conjointement à l’origine du rhizoderme et des cellules latérales 

de la coiffe sont parfaitement définies. Ce type d’organisation est retrouvé chez les plantes de 

la famille des Brassicaceae dont la plante modèle est Arabidospsis thaliana (cf, figure 6, 

§III.2.2). Concernant le RAM semi-ouvert, il présente un niveau d’organisation des cellules 

initiales moins clairement défini que le RAM fermé, mais on y distingue encore un alignement 

cellulaire entre les cellules initiales et certaines dérivées. Quant au RAM ouvert, il présente une 

zone d’initiales totalement « désorganisées ». Il est alors plus difficile de déterminer l’origine 

des cellules dérivées des initiales. 

La détermination du RAM demeure complexe, elle ne se limite pas aux 3 types de RAM 

préalablement cités, puisque le type de RAM peut changer au cours du stade de développement 

de la racine. Effet, en 2002, une étude a montré que les méristèmes apicaux de racine de 5 

espèces de dicotylédone ayant initialement un RAM fermé, subissent des modifications de leur 

organisation au cours du développement des racines. Ces modifications se traduisent in fine par 

des difficultés à distinguer les cellules dérivées, ainsi que le type de cellules initiales, montrant 

une évolution vers un RAM semi-ouvert. Il convient donc de préciser le stade de développement 

lors de identification du type de RAM (Chapman et al., 2002). 

Par ailleurs le type de RAM n’est pas strictement défini au sein d’une famille botanique. 

Effectivement, une étude en 2008 a pu mettre en lumière 15 types différents d’organisation du 

RAM chez plusieurs espèces d’angiospermes. Alors que certaines familles comme les 

Fabaceae et les Zygophyllaceae possèdent respectivement 2 et 4 types de RAM différents, un 

seul type de RAM a, à ce jour, été décrit chez les Brassicaceae (Heimsch & Seago, 2008).  

Les RAM sont donc complexes, divers, et possèdent une variabilité temporelle. Or il a 

été important de trouver une plante avec un RAM assez simple (type fermé) pour faciliter la 

compréhension de sa structure et de son fonctionnement. Arabidopsis thaliana fut choisie pour 

étudier le fonctionnement du RAM (Benfey & Scheres, 2000). De nombreux outils 

moléculaires sont disponibles chez cette plante modèle. L’ensemble de ces éléments a 

largement contribué à proposer un modèle d’organisation cellulaire de l’apex racinaire d’A. 

thaliana (Dolan et al., 1993; Scheres et al., 2002).   
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III-2-2 Présentation du RAM fermé d’A. thaliana 

III-2-2-1 Les types cellulaires composant le RAM 

L’organisation cellulaire du RAM fermé d’A. thaliana [Fig 6] est largement décrite dans 

la littérature (Dolan et al., 1993; Van Den Berg et al., 1997; Benfey & Scheres, 2000; Scheres 

et al., 2002; Rahni et al., 2016). Le RAM est composé en son centre de cellules qui forment le 

centre quiescent (CQ), qui est lui-même entouré de cellules non différenciées nommées cellules 

initiales (Sarkar et al., 2007). Comme décrit plus haut, chez A. thaliana, il y a 4 types de cellules 

initiales : les initiales de la stèle formant le cylindre vasculaire comprenant le péricyle, les 

initiales formant l’endoderme et le cortex, les initiales centrales formant la columelle et les 

initiales latérales formant les cellules latérales de la coiffe et le rhizoderme [Fig 6]. Chaque type 

d'initiale va, à travers une division, générer sa descendance cellulaire nommée cellules dérivées, 

formant ainsi des colonnes bien distinctes dans un RAM fermé. De plus, la relation spatiale des 

cellules d’une colonne tissulaire reflète leur âge. Les cellules plus jeunes sont proches de l’apex 

racinaire, alors que les plus anciennes sont plus proches de la base. Par conséquent, tous les 

stades de développement sont présents dans chaque racine reflétant l’ontogénèse végétale. 

 

Figure 6 : Schéma des différents types cellulaires du méristème sub-apical de la racine d’A. thaliana. 

Les cellules du centre quiescent sont entourées de cellules initiales. Les initiales vont se diviser pour donner 
différents types cellulaires. Les initiales de stèle donneront la stèle, les initiales centrales donneront la columelle, 
les initiales latérales donneront le rhizoderme et les cellules latérales de la coiffe. Les initiales centrales et latérales 
forment le méristème de la coiffe racinaire (d’après Rahni et al., 2016). 
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III-2-2-2 Le centre quiescent : structure centrale du RAM 

Le fonctionnement du RAM est sous le contrôle des cellules du centre quiescent (CQ) 

(Gaillochet & Lohmann, 2015). Ces cellules présentent des caractéristiques ultrastructurales 

spécifiques [Fig 7] par rapport aux autres cellules du RAM (Clowes & Juniper, 1964; Juniper 

& Barlow, 1969; Phillips & Torrey, 1974). De petite taille et de forme ovoïde, les cellules du 

CQ possèdent un gros noyau qui occupe une large partie de la cellule. Elles sont faiblement 

vacuolisées et présentent une paroi plus épaisse que celle des initiales [Fig 7].  

 

Figure 7 : Ultrastructure des cellules du centre quiecent et des cellules périphériques. 

(A) Cellules du centre quiescent, ayant une épaisse paroi, et un système vacuolaire peu développé. (B) Zoom sur 
le cytoplasme du centre quiescent montrant des ribosomes ou polysomes. (C) Cellules fortement vacuolisée et 
allongée dans la périphérie du centre quiescent non loin des cellules initiales (d’après Phillips & Torrey, 1974).  

cw : cell wall ; ce : cytoplasmic extension ; G : Golgi ; ics : intercellular space  ; lw : longitudinal cell wall ; m : 
mitochondrion ; ml : medullar lamella ; mt : microtubule ; N : nucleus ; nu : nucleolus ; p : plaste ; rc : ribosome 
clusters ; sa : stain artifact ;  tw : transverse wall ; v : vacuole.   
Grossissement : A :  9 700 fois ; B : 33 100 fois ; C : 14 600 fois 

L’activité mitotique au sein des cellules du CQ est peu fréquente (Van Den Berg et al., 

1997), 3 à 10 fois moindre que celle des cellules initiales qui l’entourent (Clowes, 1961; 

Heyman et al., 2013; Fujinami et al., 2017). Ceci semble être finement régulé par des gènes 

spécifiquement exprimés dans les cellules du CQ (De Tullio et al., 2010; Drisch & Stahl, 2015), 

notamment le facteur de transcription WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5), qui 
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n’est exprimé qu’au niveau du CQ [Fig 8] (Sarkar et al., 2007; Sebastian et al., 2015; Zhang et 

al., 2015; Pi et al., 2015; Kong et al., 2015).  

 

Figure 8 : Localisation de l’expression du gène WOX5 dans l’apex racinaire d’A. thaliana. 

Le promoteur du gène WOX5 couplé à la GFP (WOX5 ::GFP) est exprimé qu’au niveau des cellules du centre 
quiescent dans l’apex racinaire d’A. thaliana. A partir du centre quiescent est généré un gradient du facteur de 
transcription WOX5 au sein de la coiffe (teneur maximale au niveau du centre quiescent et minimale au niveau 
des cellules de la columelle) (D’après Zhang et al., 2015).  

GFP : green fluorescent protein ; QC : quiescent center ; WOX5 : WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5.   
Echelle : 20 µm. 

A partir des cellules du CQ, WOX5 va ensuite migrer vers les cellules initiales qui 

l’entourent. Ceci génère un gradient de WOX 5 caractérisé par des teneurs maximales au niveau 

du CQ et minimales au sein des cellules les plus apicales de la coiffe [Fig 8]. Cette migration 

s’effectue grâce à la présence de nombreux plasmodesmes au sein des parois des différents 

types cellulaires (Clowes & Juniper, 1964; Juniper & Barlow, 1969; Reece et al., 2014).  

Les concentrations élevées de WOX 5 au niveau du CQ conduisent à limiter la division 

et la différenciation de ses cellules. Pour prévenir la division des cellules du CQ, WOX5 

réprime l’expression d’un gène codant pour une cycline, nommée CYCD3, qui participe à la 

division cellulaire (Forzani et al., 2014; Collins et al., 2015). La mutation du gène WOX5 

provoque une augmentation de la taille des cellules du CQ et des cellules initiales centrales par 

rapport au sauvage, suggérant une action de WOX5 sur la différenciation de ces cellules (Sarkar 

et al., 2007). Par ailleurs, une ablation au laser des cellules du CQ induit la différenciation des 

cellules initiales contiguës, suggérant que le CQ agit pour maintenir les cellules initiales dans 
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un état indifférencié (Van Den Berg et al., 1997). Ainsi, après chaque division d’une cellule 

initiale, une cellule fille n’étant plus connectée au CQ, peut se différencier et former les 

différents tissus racinaires.  

Au niveau des cellules du CQ l’expression de WOX5 est elle-même finement régulée et 

dépend notamment de l’action séquentielle de deux facteurs de transcription SHORTROOT 

(SHR) et SCARECROW (SCR). La protéine SHR est très présente au niveau des cellules du 

CQ, et va activer l’expression de la protéine SCR, ce qui permet l’expression de WOX5 

(Nakajima et al., 2001; Sabatini et al., 2003). En 2007, Sarkar et al. ont montré que l’expression 

de WOX5 est réduite ou indétectable chez des mutants shr et scr, montrant l’implication en 

amont de SHR et SCR sur l’expression de WOX5 (Sarkar et al., 2007). 

De plus, l’expression de WOX 5 est dépendante des phytohormones présentes au niveau 

du CQ. Ainsi, au sein des cellules du CQ, il y a une accumulation d’auxine (Moubayidin et al., 

2013). Cela va induire l’activation de facteurs de transcription des gènes de réponse à l’auxine, 

nommés AUXIN REPONSE FACTOR (ARF) 10 et 16, qui vont réprimer la transcription de 

WOX5 (Ding & Friml, 2010). Si ce dernier n’est plus produit, il y a différenciation cellulaire. 

Pour éviter ce phénomène, un microARN, microRNA MIR160 (mRNA MIR160) permet une 

régulation post-transcriptionelle d’ARF10 et d’ARF16 (Wang, 2005). De plus un répresseur de 

réponse à l’auxine l’indole-3-acetic acid 17 (IAA17) permet au centre quiescent de garder son 

identité (Tian et al., 2014).  

L’ensemble de ces données montre le rôle central du CQ dans le fonctionnement du 

RAM et par conséquent dans l’organisation des territoires cellulaires de la racine. 

Ainsi, des échanges moléculaires entre les cellules du CQ et les différentes cellules 

composant le RAM sont réalisés. Ces echanges permettent la régulation spatiale fine de la 

division et de la différenciation cellulaire au sein de l’apex racinaire. Dans ce manuscrit, le 

maintien de l’activité mitotique des cellules initiales centrales et latérales de coiffe, ainsi que 

les processus de différenciation au sein de leurs dérivés via de nombreux facteurs de 

transcription (cf §III-3-3) seront détaillés, même si comme décrit précédemment WOX5 joue 

le rôle principal. 
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III-3 La coiffe racinaire 

La coiffe racinaire est un ensemble de cellules régulièrement renouvelé. Elle est 

composée de 2 types cellulaires : les cellules latérales de coiffe et les cellules de la columelle. 

Comme décrit précédemment, ces 2 types cellulaires sont issus respectivement des cellules 

initiales latérales et des initiales centrales formant le méristème de coiffe (Arnaud et al., 2010; 

Rahni et al., 2016). La coiffe racinaire a pour fonction première de protéger le RAM lors de sa 

croissance. Contrairement au reste de la racine, la taille de la coiffe racinaire est peu modifiée 

par les processus de prolifération et d’élongation cellulaires qui ont lieu dans le RAM et ces 

cellules dérivées. La coiffe maintient un volume stable suite à la libération dans la rhizosphère 

de ses cellules les plus périphériques que nous appellerons cellules frontières. Les cellules de 

la coiffe (cellules de la columelle et cellules latérales) et les cellules frontières issues de la coiffe 

sont décrites ci-après. 

III-3-1 Les cellules de la columelle et cellules latérales de coiffe 

Après la division des initiales centrales, les cellules de la columelle produites 

accumulent de l’amidon [Fig 9]. 

 

Figure 9 : Les différents types cellulaires de la coiffe racinaire d’une plantule d’A. thaliana. 

WOX5 couplé à un GUS indique le centre quiescent. En dessous du CQ, 4 cellules initiales centrales (IC). Les 
cellules de la columelle (Col) présentent des amyloplastes colorés au lugol. Les cellules latérales de coiffe sont 
dépourvues d’amyloplastes (D’après Sarkar et al.,2007).  

CQ : centre quiescent ; Col : cellules de la columelle ; GUS : β-glucuronidase ; IC : initiales centrales ; WOX5 : 
WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5.   
Echelle 50 µm. 

Ces cellules augmentent en poids et en taille, tout en diminuant la proportion de leur 

cytoplasme. Des amyloplastes spécialisés (statolithes) se forment pour donner naissance à des 

cellules spécialisées, les statocytes (Barlow et al., 1984; Iijima et al., 2008; Arnaud et al., 2010; 
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Zhang et al., 2015). Ces cellules permettent à la racine de percevoir la gravité. Sous l’effet de 

cette dernière, les statolithes sédimentent. Leur chute aboutit à une répartition asymétrique de 

l’auxine dans la coiffe racinaire, conduisant à une croissance racinaire asymétrique (Iino, 1995). 

À distance des initiales centrales, les couches cellulaires de la columelle plus âgées poursuivent 

leur différenciation. Une dégradation des molécules d’amidon et une agrégation des 

nombreuses petites vacuoles en un seul compartiment vacuolaire caractérisent ce processus de 

maturation. Lorsque les cellules de la columelle ont atteint la zone la plus superficielle de 

l’apex, elles sont appelées cellules périphériques de la columelle. Elles sont alors généralement 

des cellules sécrétrices (Juniper & Clowes, 1965; Arnaud et al., 2010). Dans ces cellules, le 

nombre d'organites augmente. Les empilements golgiens et les vésicules de sécrétion, sont 

abondamment présents, témoignant des fonctions de sécrétion (Juniper & Clowes, 1965).  

Concernant les cellules dérivées des initiales latérales de coiffe, elles se différencient 

uniquement en cellules sécrétrices. Quand elles sont complètement différenciées, les cellules 

périphériques sécrétrices de la racine peuvent augmenter leur volume initial d'un facteur 10 

(Juniper & Clowes, 1965; Iijima et al., 2008). Elles synthétisent et exportent un mucilage riche 

en polysaccharides à haut poids moléculaire, formant des capsules hydrosolubles (Rougier, 

1981; Arnaud et al., 2010). 

D’un point de vue fonctionnel, outre la protection du RAM, ces deux types cellulaires 

de la coiffe racinaire sont impliqués dans de nombreuses fonctions. L’ablation de la coiffe 

racinaire stimule l’émergence de racines secondaires et inhibe la croissance de la racine 

principale (Van Den Berg et al., 1997; Tsugeki & Fedoroff, 1999), traduisant la participation 

de la coiffe racinaire au contrôle de l’architecture racinaire. La coiffe est la structure racinaire 

impliquée non seulement dans le gravitropisme (Blancaflor et al., 1999), mais également dans 

l’hydrotropisme et le thigmotropisme (réponse à une stimulation tactile) (Ishikawa & Evans, 

1992; Iijima et al., 2008; Arnaud et al., 2010). 

III-3-2 Les cellules frontières 

Les cellules frontières sont issues des cellules de la columelle et des cellules latérales 

de coiffe, et représentent leur niveau de maturation ultime.  

III-3-2-1 Les deux types de cellules frontières 

À l’origine, les cellules frontières étaient nommées « sloughed root cap », qui signifie 

« mue de coiffe racinaire » (Hawes & Pueppke, 1986). Cependant ce nom changea rapidement, 

car d’après Hawes et al, (1998) l’expression « sloughed root cap » était trop proche du champ 
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lexical de « moribund », de « gangrenous » et de « putrid » qui ne reflétait pas la réalité. En 

effet, il a été mis en évidence que ces cellules frontières étaient métaboliquement actives, 

vivantes, et qu’elles jouaient un rôle au sein de la rhizosphère. Ainsi, en 1998, Hawes et al., 

décidèrent d’appeler ces cellules « Border Cells (BCs) », ou « Cellules Bordantes » (Hawes et 

al., 1998). 

Les cellules bordantes sont des cellules végétales disposant d’une paroi primaire riche 

en polysaccharides et enrobées de mucilage. Elles furent mises en évidence pour la première 

fois chez le maïs (Rougier et al., 1979) [Fig 10 A et B]. 

 

Figure 10 : Cellules bordantes ou Border Cells (BC) de racine de maïs. 

(A) Groupe de cellules bordantes de coiffe racinaire, situées à la pointe de la racine, entourées d’un mucilage 
marqué avec un anticorps anti-fucose. Grossissement X2000 ; (B) Cellule isolée de la coiffe racinaire, avec un 
mucilage non uniforme marqué à l’aide d’un anticorps anti-fucose (d’après (Rougier et al., 1979)). 

BC : border cells ; m : mucilage.  Grossissement : 1 800 fois. 

En 1986, Hawes et Puppke entreprirent de compter le nombre de cellules bordantes 

libérées par racine en fonction de leur famille. Il s’avère que pour les 27 espèces différentes 

testées regroupées dans 10 familles, le nombre de cellules libérées une fois mises dans l’eau 

peut varier de moins de 10 cellules, à plus de 5000 (Hawes & Pueppke, 1986), voire même à 

plus de 10000 cellules libérées par racine (Hawes et al., 1998). Cependant, même si une grande 

hétérogénéité est observée sur le nombre de cellules libérées en fonction de la plante, ces 

cellules libérées sont, pour toutes les espèces testées, vivantes à plus de 85% au minimum pour 

la majorité des espèces. Le fait que les cellules bordantes puissent se diviser sous l’action de 

phytohormones, ainsi que se dédifférencier pour former des cals est très controversé. Seulement 

6 à 8% des cellules bordantes récoltées à partir de racine de pois auraient été capables de se 

dédifférencier (Hawes & Pueppke, 1986). Par ailleurs, les cellules bordantes de maïs peuvent 
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survivre lorsqu'elles sont cultivées dans des conditions appropriées, et jusqu'à un mois après 

leur détachement (Gochnauer et al., 1990; Iijima et al., 2008).  

En 1995, Brigham et al., indiquent qu’ils n’ont pas détecté de cellules frontières chez 

des plantules d'A. thaliana, dans les conditions développées dans leur laboratoire. Ils 

suggérèrent la possibilité que la séparation des cellules frontières d' A. thaliana pouvait survenir 

plus tard dans le développement, ou dans des conditions environnementales différentes 

(Brigham et al., 1995a). Puis en 2002, Hawes et al. réaffirmèrent qu’ils n’avaient pas détecté 

de cellules bordantes chez A. thaliana et chez d’autres Brassicacae après 24 h d’incubation 

(Hawes et al., 2002). 

Cependant, en 2005, Vicré et al., ont décrit pour la première fois la présence de cellules 

frontières chez A. thaliana. En effet, l’apex racinaire d' A. thaliana libère des couches cellulaires 

selon un modèle organisé qui diffère de la libération plutôt dispersée, observée chez d'autres 

espèces comme le pois ou le maïs (Vicré et al., 2005). Vicré et al., baptisèrent ces cellules 

frontières, Border Like Cells (BLC). Une analyse ultrastructurale de ces cellules a indiqué que 

ces BLCs sont riches en mitochondries, appareils de Golgi et vésicules golgiennes, ce qui 

suggère qu’elles sont aussi activement engagées dans la sécrétion entre autres de 

glycomolécules vers notamment leurs parois cellulaires (Vicré et al., 2005; Wang et al., 2017a). 

À ce jour, il a donc été décrit deux types de cellules frontières (Driouich et al., 2010). 

Elles peuvent être bordantes (peu cohésives) aussi appelées BCs : Border Cells [Fig 11 A] ou 

apparentées aux cellules bordantes (cohésives) aussi appelées BLCs : Border Like Cells [Fig 

11 B]. 

Figure 11 : Deux types de cellules frontières. 

(A) Les cellules bordantes (Border Cells, BCs) non cohésives libérées par la racine de Pisum sativum ; (B) les 
cellules apparentées aux cellules bordantes (Border like cells, BLCs) cohésives d’A. thaliana. (d’après Driouich 
et al., 2010).  

BC : border cells ; BLC : border-like cells. Échelle A : 50 µm ; B :20 µm. 
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Il est généralement admis que les plantes ayant un RAM ouvert produisent plus de 

cellules frontières que les plantes ayant un RAM fermé (Hamamoto et al., 2006), et ces cellules 

sont souvent de type BC.  

En 2011, Endo et al., décrivent la particularité des cellules frontières d’Acacia mangium, 

un arbre de la famille des Fabaceae. À l’extrémité de la pointe racinaire (entre 0 et 1 mm), A. 

mangium possède des BCs mais aussi des BLCs, alors que son RAM est de type ouvert (Endo 

et al., 2011). De plus, le nombre de BCs à l’extrémité racinaire est semblable à celui d’une autre 

Fabaceae, le soja, qui a aussi un RAM ouvert, mais ne libère pas de BLCs. Cependant, les 

BLCs d’A. mangium diffèrent sensiblement de celles d’A. thaliana, car elles ressemblent plus 

à de longs cheveux. Les auteurs suggèrent que l'absence de BC, entre 1 à 3 mm de la pointe, 

serait due à une modification pariétale des cellules de la columelle permettant de les rendre 

individuelles (type BC). Concernant la formation des BLCs à l’extrémité racinaire d'A. 

mangium, les auteurs suggèrent que des facteurs génétiques répriment l'hydrolyse de la paroi 

cellulaire des cellules latérales de coiffe lors du développement racinaire (Endo et al., 2011). 

De plus, les auteurs proposent que la forte cohésion cellulaire des BLCs chez A. mangium 

pourrait résulter des composants pariétaux, tels que les subérines et les lignines, qui peuvent 

renforcer l'attachement intercellulaire. 

III-3-2-2 Les fonctions des cellules frontières 

Les cellules frontières jouent un rôle essentiel dans la protection de l’apex racinaire. En 

effet, elles peuvent être impliquées soit lors de stress biotiques (Vicré et al., 2005; Wen et al., 

2009; Hawes et al., 2016) ou soit lors de stress abiotiques tels que la présence de métaux lourds 

comme l’aluminium (Cai et al., 2011; Yang et al., 2016), le fer (Xing et al., 2008) et le cuivre 

(Liu et al., 2012; Sun et al., 2015). Leur activité sécrétrice intense conduit à la production d’un 

mucilage dont les fonctions au sein de la rhizosphère sont nombreuses. L’ensemble cellules 

frontières-mucilage a récemment été baptisé « piège extracellulaire de racine » ou RET (Root 

Extracellular Trap) par Driouich et al., (2013). La structure du RET et ses principales fonctions 

seront présentées dans le §IV-3.  
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III-3-3 Des initiales de coiffe aux cellules frontières : contrôle génétique et hormonal chez 

A. thaliana 

La plante modèle A. thaliana a fait l’objet de nombreuses études visant à appréhender 

les processus moléculaires contrôlant le fonctionnement des initiales de la coiffe ainsi que la 

différenciation de leurs dérivées.  

Dans le RAM, les cellules du centre quiescent (CQ) jouent un rôle majeur dans le 

développement de la racine et de la coiffe racinaire par le maintien du méristème de coiffe. Le 

déplacement de facteurs de transcription issus du CQ vers les différentes couches cellulaires de 

la coiffe participe à la régulation de la différenciation. De plus, les processus de maturation 

cellulaire au sein de la coiffe sont modulés par les phytohormones comprenant les auxines et 

les cytokinines.  

Lors de la croissance racinaire, il est connu que la prolifération cellulaire via l’activité 

des cellules initiales, est fortement impliquée. Comme rappelé précédemment, malgré l’activité 

des initiales de coiffe, la taille de la coiffe racinaire demeure quasi constante au cours du 

développement de la racine (Fendrych et al., 2014). 

III-3-3-1 La régulation des divisions cellulaires au sein des initiales de coiffe  

Le méristème de coiffe est composé de cellules initiales centrales et de cellules initiales 

latérales. Les cellules dérivées de ces initiales se différencient respectivement en cellules de la 

columelle et en cellules latérales de coiffe [Fig 6]. Le maintien de l’activité mitotique au sein 

des initiales de coiffe est primordial. Il est assuré notamment par le facteur de transcription 

SCARECROW (Moubayidin et al., 2013), qui régule en amont une protéine nommée 

RETINOBLASTOMA-RELATED (RBR). Cette dernière interagit avec des facteurs de 

transcription des gènes codant pour des protéines de la famille des cyclines indispensables dans 

la régulation du cycle cellulaire (Desvoyes et al., 2014). RBR est exprimée dans toutes les 

cellules mitotiquement actives et régule la taille de la population de cellules initiales. Par 

ailleurs, une réduction du transcrit de RBR induit une augmentation des couches ressemblant à 

des cellules initiales centrales, sans affecter leur future différenciation en cellules de la 

columelle (Bennett et al., 2014). De plus, RBR agit sur le cycle cellulaire chez les dérivées des 

cellules initiales centrales, en régulant et en favorisant leur différenciation (Wildwater et al., 

2005). 

Le gradient de concentration de WOX5 au sein de la coiffe racinaire joue également un 

rôle capital sur les processus de division et de différenciation. Comme évoqué précédemment, 
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dans le CQ, une très forte concentration de WOX5 réprime la division cellulaire. Or, au niveau 

des cellules initiales de coiffe centrales et latérales, WOX5 y est en concentration plus faible, 

ce qui va maintenir un état de division cellulaire constant. La division perpétuelle de ces cellules 

initiales permet la formation des différentes couches cellulaires de la coiffe (Somssich et al., 

2016; Couzigou & Combier, 2016). Les cellules initiales adjacentes aux cellules du CQ doivent 

donc rester en constante division mais sous forme indifférenciées. 

Une des raisons pouvant expliquer la faible quantité de WOX5 dans les cellules initiales 

de coiffe, est que son expression est réprimée par la protéine REPRESSOR OF WUS1 (ROW1). 

Cette protéine répresseur se lie spécifiquement au motif lysine 4 triméthylée de l'histone H3 

(H3K4me3) au niveau de la région proximale du promoteur de WOX5. Le facteur de 

transcription WOX5 n’est d’ailleurs pas exprimé au sein de ces cellules (Zhang et al., 2015; 

Kong et al., 2015).  

En plus de permettre de maintenir un état de division cellulaire constant au niveau des 

cellules initiales de coiffe centrales et latérales, le gradient de WOX5 au sein de la coiffe 

racinaire [Fig 8 ; Fig 12] assure l’inhibition de la différenciation des cellules initiales, grâce à 

une concentration relativement importante, et ceci, malgré le fait qu’il soit réprimé dans ces 

cellules. En effet, WOX5 inhibe l’expression d’un autre facteur de transcription, la CYCLING 

DOF (DNA-bindingOne zinc Finger) FACTOR 4 (CDF4), en se liant à son promoteur (Pi et al., 

2015; Rahni et al., 2016). Une fois WOX5 fixé en amont du gène CDF4, il recrute 

séquentiellement des protéines appartenant à une famille de co-répresseurs transcriptionnels 

(Causier et al., 2012), les protéines TOPLESS/TOPLESS-RELATED (TPL/TPR), ainsi qu’une 

histone désacétylase (HDA19). Ce complexe protéique va induire la désacétylation de la région 

régulant l’expression du gène CDF4 (Pi et al., 2015; Fisher & Sozzani, 2016), afin d’empêcher 

la différenciation des cellules initiales centrales. Cependant le mode de fonctionnement de 

CDF4 n’a pas encore été caractérisé (Pi et al., 2015). 

Les cellules initiales de coiffe sont donc au carrefour de deux gradients protéiques 

majeurs au sein de la coiffe racinaire qui sont : WOX5 provenant du CQ et CDF4 provenant 

des cellules matures de la columelle [Fig 12].  
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Figure 12 : Description des gradients WOX5 et CDF4 dans la coiffe racinaire d’A. thaliana.  

(A) Localisation de l’expression du promoteur du gène CDF4 couplé à la GFP (en vert), au niveau des cellules de 
la columelle et des cellules latérales de coiffe, et localisation de l’expression du promoteur du gène WOX5 couplé 
à la CFP (en bleu) au niveau des cellules du centre quiescent. (B) schéma montrant les gradients de WOX5 et 
CDF4 au sein de la coiffe racinaire en lien avec les processus de prolifération et de différenciation cellulaires 
(d’après Pi et al., 2015). 

Ac: acetyl ; WT : wild type ; QC : quiescent center ; CSC : columella stem cell ; CC : columella cell ; CDF4 : 
CYCLING DOF FACTOR 4 ; TPL/TPR : TOPLESS/TOPLESS-RELATED ; HDA19 : Histone desacetylase ; WOX5 : 
WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5. Échelle 50 µm. 

En effet, Pi et al., 2015 ont localisé une forte expression du gène CDF4 au niveau des 

cellules différenciées de la columelle, une faible expression au niveau des cellules initiales de 

coiffe, alors qu’aucune expression n’est détectable dans le CQ [Fig 12 A]. Le gradient protéique 

de CDF4 est donc inverse au gradient de WOX5 [Fig 12 B]. De plus, ces auteurs confirment 

que WOX5 est exprimé uniquement au niveau des cellules du CQ comme décrit chez Zhang et 

al., 2015 [Fig 12 A].  

Outre WOX5 et CDF4, d’autres facteurs de transcription permettent eux aussi de garder 

l’état indifférencié des cellules initiales. C’est notamment le cas du facteur de transcription 

PLETHORA (PLT), qui serait lui régulé par l’auxine. (Stahl & Simon, 2010; De Tullio et al., 

2010; Gaillochet & Lohmann, 2015; Drisch & Stahl, 2015). En effet, une activité élevée de 

PLT maintient les cellules initiales centrales indifférenciées, alors qu’une faible activité de PLT 

favorise leur différenciation (Ding & Friml, 2010). L’auxine joue un rôle dans l’état 

indifférencié des cellules initiales centrales via l’action de WOX5 qui la régule en amont (Ding 

& Friml, 2010). On pourrait donc dire que WOX5 régule indirectement PLT via l’auxine. 
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Certains facteurs de transcription sont donc capables de réguler le cycle cellulaire des 

cellules initiales, même s’ils ne sont pas exprimés dans ces cellules. Cependant, FEZ, un facteur 

de transcription ayant un domaine NAC (N : No apical meristem, A : Arabidopsis transcription 

activation factor et C : Cup-shaped cotyledon) est quant à lui exprimé au niveau des cellules 

initiales centrales et latérales (Willemsen et al., 2008) [Fig 13]. 

 

Figure 13 : Localisation de l'expression du gène FEZ dans la coiffe racinaire d’A. thaliana.  

Expression de FEZ au niveau des cellules initiales centrales et latérales de coiffe d'un apex racinaire d’A. thaliana. 
Astérisque représente le centre quiescent (d’après Willemsen et al., 2008).  

WT : wild type. Echelle non donnée 

Au sein des cellules initiales, l’activité de FEZ contribue à promouvoir la division 

cellulaire. De plus, il réduit l’activité de RBR qui est impliqué dans la différenciation cellulaire. 

Cependant, les mécanismes exacts de cette régulation ne sont pas connus à ce jour (Bennett et 

al., 2014). 

En résumé, l’effet dose de WOX5, via son gradient au sein de la coiffe racinaire, est très 

important dans le maintien des cellules initiales de coiffe à l’état proliférant et non différencié. 

Lorsque les cellules dérivées des initiales s’éloignent du CQ, la concentration en WOX5 ne 

permet plus de réprimer l’expression de CDF4, la différenciation cellulaire peut alors 

commencer. De plus, FEZ exprimé au sein des cellules initiales de coiffe, participe également 

au maintien de leur activité mitotique.  

III-3-3-2 Le contrôle de la différenciation des cellules dérivées des initiales centrales 

en cellules de la columelle  

Comme évoqué dans la partie précédente, les cellules initiales de coiffe sont composées 

de cellules initiales centrales et latérales. Ces cellules sont à l’origine respectivement des 

cellules de la columelle, des cellules latérales de coiffe et du rhizoderme. La différenciation des 

cellules initiales centrales en cellules de la columelle est assez bien décrite dans la littérature, 

due à l’une de leur fonction primordiale qu’est la perception de la gravité. 
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La maturation et la différenciation des cellules de la columelle sont régulées par 

différents acteurs. On y trouve encore des facteurs de transcription déjà cités précédemment 

comme WOX5 et CDF4, ainsi qu’un nouvel acteur, le peptide CLAVATA3/EMBRYO 

SURROUNDING REGION40 (CLE40) [Fig 14], également présent sous forme de gradient au 

sein de la coiffe racinaire.  

 

Figure 14 : Principaux acteurs moléculaires régulant la différenciation des dérivées des initiales 
centrales de coiffe en cellules de la columelle. 

Depuis le centre quiescent (QC), WOX5 exerce une influence en se dirigeant vers la pointe et en inhibant la 
différenciation dans les CSC (initiale centrales). Au niveau des initiales, WOX5 recrute des répresseurs TOPLESS 
/ TOPLESS-RELATED (TPL / TPR) et HISTONE DEACETYLASE 19 (HDA19) pour réprimer le facteur de la 
différenciation, CYCLING DOF FACTOR 4 (CDF4). À l’opposé, dans les cellules de la columelle, via 
CLAVATA3/EMBRYO SURROUNDING REGION40 (CLE40), l'expression de WOX5 est inhibée et la 
différenciation par le complexe récepteur kinases ARABIDOPSIS CRINKLY4 (ACR4) et CLAVATA1 (CLV1) est 
favorisée (D’après Rahni et al., 2016). 

Col : columella. 

Au niveau des cellules latérales de coiffe et de la columelle, le facteur de transcription 

CDF4 est exprimé, permettant la différenciation cellulaire (Pi et al., 2015). En effet, au niveau 

de ces cellules, la concentration en WOX5 n’est plus suffisante pour inhiber l’expression de 

CDF4. Par ailleurs, la faible concentration en WOX5 est maintenue grâce à ROW1 qui vient 

réprimer sa transcription.  

Tout comme ROW1, CLE40 permet de réguler la quantité de WOX5 dans les cellules 

latérales de coiffe et de la columelle, en réprimant indirectement son expression. CLE40 est 

fortement exprimé au niveau des cellules différenciées de la coiffe où il est sécrété et forme un 
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gradient caractérisé par des teneurs maximales au niveau des cellules différenciées de la coiffe 

et minimales au sein des cellules initiales [Fig 15]. 

 

Figure 15 : Localisation et diffusion des molécules CLE40 et WOX5 dans la coiffe racinaire d’A. 
thaliana. 

WOX5 est exprimé dans le CQ d’où il migre jusqu’aux cellules initiales adjacentes, où il maintient leur état 
indifférencié et en division constante. L’expression de CLE40 est localisée au niveau des cellules de la columelle 
(D2-D3). Une diffusion du peptide CLE40 se fait depuis les cellules de columelle jusqu’aux cellules initiales 
centrales, où il inhibe le signal de WOX5. Les cellules de la columelle sont reconnaissables par leurs grains 
d’amidon (d’après Richards et al., 2015).  

mRNA : ARN messager ; QC Cell : cellule du centre quiescent ; CSC : cellules initiales centrales ; CC : cellule de 
la columelle ; Starch Granules : grains d’amidon. 

Le peptide CLE40 est reconnu par des récepteurs membranaires de type récepteurs 

kinase : ARABIDOPSIS CRINKLY4 (ACR4) (Stahl & Simon, 2010; Stahl et al., 2013; 

Richards et al., 2015; Berckmans & Rüdiger, 2016). Les récepteurs ACR4 peuvent être sous 

forme d’homodimère ou d’hétérodimère avec CLAVATA1 (CLV1). Ces complexes se lient 

avec CLE40, induisant la différenciation des cellules par des mécanismes partiellement 

caractérisés [Fig 16] (Berckmans & Rüdiger, 2016).   
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Figure 16 : Perception du peptide CLE40 par les complexes membranaires CLV1-ACR4. 

Dans les cellules initiales centrales, au niveau de la membrane plasmique et des plasmodesmes, se trouvent des 
récepteurs de type kinase : les ACR4, pouvant se dimériser soit en homo ou hétérodimère avec CLV1. Quand 
CLE40 se lie à ACR4 la différenciation cellulaire est activée (d’après Stahl et al., 2013).  

ACR4 : ARABIDOPSIS CRINKLY4 ; CLV1 : CLAVATA1 ; CLE40 : CLAVATA3/EMBRYO 
SURROUNDING REGION40 ; Starch : amidon ; PD : plasmodesma ; PM : plasma membrane ; distal root 
meristem : méristème racinaire distale ; columella stem cell : cellules initiales centrale ; columella cell : cellule de 
la columelle.  

Chez les mutants cle40-2, le domaine d'expression de WOX5 est étendu, tandis que la 

différenciation des cellules initiales centrales en leur dérivée est retardée, ce qui entraîne 

souvent le maintien de deux couches de cellules initiales centrales au lieu d’une seule. 

L'addition du peptide CLE40 synthétique (CLE40p) diminue le nombre de cellules initiales 

d'une manière dépendante de la dose ajoutée. Stahl et al., (2009) suggèrent donc que CLE40 

favorise la différenciation via deux voies, l'une dépendante de WOX5, et l'autre indépendante.  

Par ailleurs, un autre facteur de transcription nommé SOMBRERO (SMB), ayant un 

domaine NAC, régule la différenciation des cellules de la coiffe. Il est exprimé dans les cellules 

de la columelle et dans les cellules latérales de coiffe (Bennett et al., 2010, 2014; Kamiya et al., 

2016). SMB n’est pas régulé par RBR, mais il agirait en parallèle pour différencier les cellules 

dérivées des initiales centrales. De plus, SMB agirait également en parallèle de ARF10 et 
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ARF16 qui sont eux aussi impliqués dans la différenciation cellulaire (Bennett et al., 2014).  

Dans la coiffe racinaire des mutants smb, alors que le nombre de couches de cellules formant 

la coiffe augmente (Willemsen et al., 2008), la différenciation des cellules latérales de coiffe 

est retardée (Fendrych et al., 2014). 

Là encore, différents acteurs moléculaires régulent finement la différenciation des 

cellules initiales via leur concentration. CDF4, CLE40 via ACR4 et CLT1, mais aussi SMB 

permettent la différenciation des cellules de la columelle et latérales de coiffe, pour qu’elles 

puissent accéder enfin à leur prochaine étape : devenir des cellules frontières.   

III-3-3-3 Le contrôle du détachement des cellules frontières 

a- Les modifications pariétales  

La dernière étape de différenciation des cellules de la coiffe racinaire nécessite des 

modifications structurales de la paroi. Ces dernières sont mises en jeu lors du détachement des 

cellules de l’apex racinaire. Ces modifications pariétales concernent essentiellement des 

composés de nature pectiques et cellulosiques.  

Les modifications pariétales peuvent se faire via l’action d’enzymes. En effet, des études 

réalisées chez le pois, qui produit des cellules frontières de type BC, indiquent qu’une activité 

enzymatique de type polygalacturonase (PG) est impliquée dans le détachement de ces cellules. 

En effet, l’activité PG est effective au sein de la coiffe racinaire, alors qu’elle n’est pas détectée 

au sein des cellules détachées (Hawes & Lin, 1990). Cependant pour que les PGs puissent 

dégrader les pectines, il faut qu’elles soient déméthylées par des pectine-méthylestérases 

(PMEs). En effet, il a aussi été démontré par une approche d’ARNs anti-sens qu’une activité 

PME était nécessaire pour le détachement de ces cellules de la racine (Wen et al., 1999). La 

déméthylation dynamique des homogalacturonanes lors du procesus de maturation de la coiffe 

racinaire est confirmée à l’aide de sondes non-immunologiques (dérivé d’oligosaccharides de 

chitosanes), par des interactions de charges négatives et positives (Mravec et al., 2014, 2017b).

  

Par ailleurs, chez des mutants de la GALACTURONOSYLTRANSFERASE 8 d’ A. thaliana 

(QUASIMODO 1-1), il a été montré que la synthèse déficiente d’homogalacturonanes provoque 

une libération individualisée des cellules bordantes (Durand et al., 2009). Or, chez le sauvage, 

ces cellules sont cohésives et se détachent de manière groupée (Vicré et al., 2005). Ces études 

semblent indiquer qu’une modification pariétale est nécessaire pour la maturation et la 

libération des cellules frontières de type BC au sein de la rhizosphère. 
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Chez A. thaliana, le contrôle génétique du détachement des cellules frontières est 

partiellement connu. Deux facteurs de transcription, BEARSKIN1 (BRN1) et BEARSKIN 2 

(BRN2), régulent l’expression de gènes impliqués dans la production d’enzymes lytiques de la 

paroi cellulaire. Ils sont impliqués dans la différenciation cellulaire en favorisant la maturation 

des cellules de la coiffe, ainsi qu’en permettant la séparation pariétale de ces cellules, afin 

d’obtenir une coiffe racinaire fonctionnelle (Bennett et al., 2010). SMB ne semble pas 

s’exprimer dans les cellules les plus périphériques de la coiffe racinaire alors que BNR1 et 

BNR2 y sont majoritairement exprimés. BRN1, semble s’exprimer plus fortement dans les 

cellules les plus périphériques de la columelle et les cellules latérales de coiffe adjacentes et 

supérieures, alors que l’expression de SMB est plus homogène dans la coiffe racinaire. BRN2 

s’exprime de manière plus restreinte que SMB, en s’exprimant seulement dans les cellules les 

plus périphériques de la columelle et les cellules latérales de coiffe adjacentes (Bennett et al., 

2010).  

Bennett et al., (2014) ont proposé un modèle schématisant les interactions entre FEZ, 

RBR, SMB, BRN1 et BRN2 chez A. thaliana, en partant du centre quiescent pour aller jusqu’à 

la 6ème couche cellulaire (c6) de la columelle [Fig 17]. 
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Figure 17 : Modèle schématisant le contrôle génétique de la maturation des initiales centrales de 
la coiffe en cellules frontières chez A. thaliana. 

Les combinaisons de facteurs parallèles conduisent à différents comportements et à différentes positions dans la 
columelle (indiquée en italique sur le côté gauche). Dans le type sauvage, ces facteurs parallèles génèrent des 
combinaisons stéréotypées de comportement cellulaire, qui donnent l'apparence de types cellulaires distincts (QC : 
centre quiescent ; SC : cellules initiales centrales ; DC : cellules de la columelle ; BC : cellules frontières). Les 
interactions génétiques directes sont indiquées en rouge. Le mouvement de WOX5 hypothétique est montré en 
violet. Les effets sur les processus en aval sont indiqués par des flèches fines. Le texte gris et les flèches  grises 
indiquent des niveaux faibles de facteurs ou de processus à ces positions, tandis que le texte noir et les flèches 
noires indiquent des niveaux élevés (Bennett et al., 2014). 

Plus récemment, BRN1 et BRN2 ont été localisés uniquement au niveau de la couche 

externe de la coiffe racinaire, grâce à l’utilisation de plantes transformées avec les promoteurs 

BRN1 et BRN2, couplés avec un tag nuclear-localized signal (NLS) YFP-GUS (Kamiya et al., 

2016). De plus, cette étude confirme l’expression de SMB dans les cellules différenciées de la 

coiffe racinaire. L’étude suggère que le rôle de BRN1 et BRN2 serait plus tardif dans la 

différenciation des cellules de la coiffe. Par ailleurs, BRN1 et BRN2 seraient impliqués dans 

l’activation d’un gène codant pour une polygalacturonase nommée ROOT CAP 

POLYGALACTURONASE (RCPG). En effet, chez les mutants brn1 et brn2, une forte baisse 

de l’expression de RCPG est observée par rapport au sauvage, contrairement au mutant smb, 

où l’expression de RCPG est relativement identique au sauvage (Kamiya et al., 2016). Il est 
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suggéré que BRN1 et BRN2 se lient spécifiquement sur le promoteur du gène RCPG pour 

activer sa transcription. 

RCPG est localisée dans l’apoplasme et favoriserait la séparation de la dernière couche 

cellulaire, des cellules latérales de coiffe et de la columelle. En effet, en surexprimant le gène 

RCPG, il a été observé un changement dans les propriétés d'adhésion cellulaire au niveau de la 

coiffe racinaire, avec un détachement individuel des cellules les plus externes de la coiffe 

(Kamiya et al., 2016). De plus, une analyse in silico indique que SMB, BRN1 et BRN2 peuvent 

cibler des gènes codant pour des enzymes de synthèse lipidique. Il a été proposé que dans les 

cellules des couches les plus externes de la coiffe racinaire, l’amidon stocké dans les 

amyloplastes soit rapidement transformé en lipides pour être utilisés comme source d’énergie 

par ces cellules (Kamiya et al., 2016). 

Récemment, un nouveau facteur de transcription NIN-LIKE PROTEIN7 (NLP7) a été 

découvert par Karve et al., (2016). NLP7 est requis pour réguler la libération des cellules 

frontière chez A. thaliana. En effet, la composition pariétale de ces cellules joue un rôle 

important dans leur détachement via des enzymes modifiant leur paroi. Chez les mutants nlp7 

d’A. thaliana, une libération individuelle des cellules frontières est observée. Par ailleurs, les 

mutants nlp7 conduisent à une diminution du niveau de la cellulose et des pectines neutres et 

acides (Karve et al., 2016). De plus, chez, les mutants nlp7, une augmentation de l’expression 

des gènes codant pour des facteurs de transcription tels que BRN1, BRN2 et SMB ; mais aussi 

pour des enzymes modifiant la paroi telles que la XYLOGLUCAN 

ENDOTRANSGLUCOSYLASE 5 (XTH5), la CELLULASE 5 (CEL5), et une PECTIN 

LYASE-like (PL) est observée. Comme évoqué précédemment, une insuffisance en 

homogalacturonane pariétal provoque une libération individuelle des cellules frontières chez A. 

thaliana (Durand et al., 2009). Alors que chez un mutant cellulase5 (cle5), où la dégradation 

de la cellulose est diminuée, une réduction du détachement des cellules frontières est observée 

(Del Campillo et al., 2004). 

L’expression chez A. thaliana de NLP7 permet donc le maintien du niveau de la 

cellulose et des pectines de la paroi, en réprimant la transcription de gènes codant pour des 

enzymes impliquées dans leur modification, ainsi qu’en régulant des facteurs de transcriptions 

impliqués dans la maturation des cellules de coiffe. 
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b- La mort cellulaire programmée des cellules latérales de la coiffe d’A. thaliana 

Une fois les cellules de coiffe différenciées, les cellules latérales entrent dans un 

processus de mort cellulaire programmé (PCD) hautement organisé (Fendrych et al., 2014) [Fig 

18].  

Figure 18 : Le processus de mort cellulaire programmée au sein des cellules latérales de coiffe 
d’A. thaliana. 

(A) Diagramme schématique montrant le profil d'expression / la distribution des protéines de SMB (vert), PASPA3 
(jaune) et BFN1 (pourpre) lors du développement des cellules latérales de coiffe. Les cellules se préparent à la 
mort dans la « zone d'accumulation de PCD » et finissent par mourir dans la « zone de mort de la cellule ». 
L'expression PASPA3 augmente dans les cellules allongées qui meurent par la suite. La protéine BFN1 est 
localisée dans le reticulum endoplasmique avant la mort cellulaire (boîtes violettes), mais lors de la mort cellulaire, 
la protéine est libérée dans la cellule, y compris dans le noyau (couleur fusionnée verte / violette dans le noyau). 
(B) progression de PCD dans les couches de cellules LRC de la racine. Les différentes couches du LRC sont mises 
en surbrillance avec différentes couleurs. Dans le panneau de gauche, cinq couches LRC (de I à V) sont affichées. 
Dans le panneau de droite, la couche la plus ancienne (I) a été détachée du capteur racine et la couche la plus jeune 
(VI) est formée. La PCD est établi sur le site PCD I de la couche (III) de l'image de gauche, progresse cellule par 
cellule jusqu’à PCD site II vers l’apex de la racine. Pendant ce temps, la couche de cellule sous-jacente (couche 
IV) atteint la zone de transition dans l’image de droite et réinitialise un nouveau cycle de PCD dans la zone de 
mort de la cellule. Le dégagement de la cellule suit le front progressif de PCD (Yadav & Helariutta, 2014) 

BFN1 : BIFUNCTIONAL NUCLEASE 1 ; LRC : Lateral Root Cap ; PASPA3: ASPARTIC PROTEINASE A3 ; PCD: 
Programmed Cell Death ; SMB : SOMBRERO. 
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Le processus de mort cellulaire programmé est un processus utilisé par la plante pendant 

son développement, mais aussi comme réponse face à des stress biotiques et abiotiques (Gadjev 

et al., 2008). Ce processus fait partie du programme de différenciation génétiquement contrôlé 

dans un certain nombre de tissus. Il est notamment essentiel dans les tissus du xylème, pour 

assurer la fonction de ce tissu en ayant des cellules mortes et lignifiées (Zhao et al., 2007). 

Lors du processus de mort cellulaire programmée, deux enzymes ont été décrites comme 

étant impliquées : la BIFUNCTIONAL NUCLEASE 1 (BFN1) (Farage-Barhom et al., 2008, 

2011), qui par son action nucléase bifonctionnelle, dégrade rapidement et irréversiblement des 

espèces nucléaires et cytoplasmiques d'ARN et d'ADN (Fendrych et al., 2014) ; et 

l’ASPARTIC PROTEINASE A3 (PASPA3) qui sont le plus souvent actives à pH acide (Chen 

et al., 2002). Ces enzymes sont hautement régulées, et produites lors de la mort cellulaire 

programmée. Les gènes codant pour ces enzymes sont exprimés spécifiquement dans les 

cellules latérales de coiffe, au niveau d’une zone appelée « PCD buildup zone », où les cellules 

se préparent à rentrer en mort cellulaire (Fendrych et al., 2014).  

PASPA3 est plus spécifiquement exprimée dans les cellules latérales de coiffe les plus 

distales, qui sont situées dans une zone de transition entre la zone méristématique et la zone 

d’élongation racinaire appelé « PCD site I ». L’expression de PASPA3 implique une rupture 

des tonoplastes et un effondrement vacuolaire lors de la mort des cellules latérales de coiffe 

(Fendrych et al., 2014). L'effondrement vacuolaire provoque l'acidification du cytoplasme et la 

libération d'hydrolases. Cette acidification cytoplasmique est suffisante et nécessaire pour 

déclencher la mort cellulaire spécifiquement de ces cellules. Cette chute du pH intracellulaire 

rend la membrane plasmique perméable à l’iodure de propidium, ce qui permet de désigner le 

point de repère de la mort cellulaire au sein des cellules latérales de coiffe (Fendrych et al., 

2014). Ces cellules augmentent l'expression de PASPA3 lorsqu'elles approchent la fin de la 

zone de transition, puis meurent au PCD site I. Fendrych et al., (2014) suggèrent qu'une fois la 

PCD établie, la mort cellulaire progresse vers l’apex racinaire, formant le PCD site II. Au niveau 

de cette zone, les cellules perdent leur contact avec la racine à l'extrémité proximale de la 

columelle.  

Chez des mutants smb, l'expression de PASPA3 et de BFN1 est complètement absente 

de la zone cellulaire distale et la mort cellulaire est retardée. Cela indique que l’expression de 

SMB est nécessaire pour la mort cellulaire au cours des étapes finales de différenciation des 

cellules initiales latérales (Fendrych et al., 2014).  
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L’étude de Fendrych et al. (2014) fournit des informations intéressantes sur le rôle du 

processus de mort cellulaire programmée dans le contrôle de la taille de la coiffe racinaire. De 

plus, ce processus est coordonné de manière temporelle à la partie distale de la coiffe racinaire, 

et permet l’évacuation des cellules latérales de la coiffe et participe au maintien de la taille de 

la coiffe racinaire chez A. thaliana. Il est important de noter que ce processus de mort cellulaire 

est proposé uniquement pour expliquer le détachement des cellules latérales de coiffe. Les 

cellules frontières issues de la columelle ne présentent pas ce processus et sont bien vivantes au 

moment de leur détachement (Vicré et al., 2005; Plancot et al., 2013).
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IV-Le piège extracellulaire de racine ou root extracellular trap (RET) 

La notion de piège extracellulaire de racine ou Root Extracellular Trap (RET) a été 

proposée par (Driouich et al., 2013). Cette rhizodéposition, élément clé de la rhizosphère, 

comprend les cellules frontières (cf. § III-3-2-1) issues de la coiffe racinaire, associées à un 

mucilage plus ou moins dense, riche en exsudats racinaires. Le RET peut être visualisé grâce à 

l’encre de chine, car le colorant ne peut pas pénétrer cette matrice complexe. Comme il est 

montré [Fig 19] pour le pois, les cellules frontières se trouvent libérées autour de la pointe 

racinaire, et elles sont enrobées d’un mucilage de plusieurs millimètres de diamètre [Fig 19 b]. 

Ce dernier est riche en polysaccharides, glycoprotéines, protéoglycanes, jouant un rôle 

protecteur sur l’apex racinaire (Driouich et al., 2013). 

 

 
Figure 19 : Visualisation du piège extracellulaire de racine ou Root Extracellular Trap (RET). 

Mise en évidence du root extracellular trap (RET) grâce à l’encre de chine (délimité par les tirets blancs) entourant 
la coiffe racinaire (RC) chez le pois ; (b) Induction du RET sur une cellule bordante (BC) isolée en réponse à 
Pseudomonas aeruginosa (a) et aux zoospores de Fusarium solani (c) (d’après Driouich et al., 2013). 
 
BC : border cells ; RC : root cap ; RET : root extracellular trap. Echelle 20 µm.   

IV-1 Les exsudats racinaires et le mucilage 

Alors que les exsudats racinaires correspondent à l’ensemble des composés produits par 

la racine, le mucilage est une matrice plus ou moins dense, selon les espèces végétales, associée 

aux cellules frontières et donc localisée à l’apex racinaire. Dans le mucilage, il est possible que 

des exsudats, sécrétés par d’autres zones de la racine, s’y trouvent inclus (Driouich et al., 2013; 

Koroney et al., 2016). 

Pour plusieurs auteurs, la majorité des exsudats racinaires serait issue des cellules 

frontières (Wen et al., 2007; Huang et al., 2014). La racine utilise ses exsudats entre autres pour 
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solubiliser les minéraux et les nutriments organiques et faciliter l'assimilation des nutriments 

inorganiques, via notamment une modification du pH du sol. Les nutriments et les sels minéraux 

seront ainsi plus biodisponibles pour la plante (Badri & Vivanco, 2009).  

Au sein de racines de plantes saines et intactes, les exsudats racinaires sont définis 

comme des substances libérées par transporteurs passifs, et sécrétées par transporteurs actifs de 

type ABC (ATP Binding Cassette), dans le milieu environnant (Badri & Vivanco, 2009). En 

terme d’origine moléculaire, il y a une grande diversité dans les exsudats racinaires (Rovira, 

1969). De plus, des composés issus de la lyse cellulaire sont mélangés avec ces sécrétions.  

En 1984, une des premières études caractérisant les exsudats racinaires et le mucilage 

chez le riz indiqua que la majeure partie des glucides libérée dans les exsudats sous forme 

soluble est principalement du glucose. Les polymères associés au mucilage ne représentent 

qu'une fraction mineure de l'exsudat entier contenant du glucose, du galactose, du xylose, de 

l'arabinose et des quantités mineures de fucose et de mannose (Chaboud & Rougier, 1984).  

La quantité et la qualité des exsudats racinaires sont déterminées par les espèces 

végétales, l'âge d'une plante et les facteurs externes tels que les stress biotiques et abiotiques 

(Badri & Vivanco, 2009). On peut classer les exsudats racinaires en 2 types de composés : les 

exsudats de faibles poids moléculaires et ceux de hauts poids moléculaires.  

Parmi les composés de bas poids moléculaires, on retrouve les mono et 

oligosaccharides, les acides organiques, les acides aminés, les composés phénoliques et autres 

métabolites secondaires. La nature et les effets de ces composés ont été largement documentés 

(Bais et al., 2006). 

Au niveau des composés de haut poids moléculaires, on retrouve des polysaccharides et 

des protéines (Bais et al., 2006; Badri & Vivanco, 2009). À l’apex racinaire, l’ensemble des 

composés de haut poids moléculaire sécrété par les cellules frontières s’organise en un mucilage 

plus ou moins dense. Différentes lectines ont permis de mettre en évidence la nature glucidique 

du mucilage enrobant les BC de maïs (Rougier et al., 1979). Cinq ans plus tard, il a également 

été montré chez le riz la présence de cellules frontières enrobées d’un mucilage glucidique 

(Chaboud & Rougier, 1984).  

Les cellules frontières sécrètent également des protéines au sein du mucilage. En effet, 

en 1995 Brigham et al., ont démontré que chez le pois 13% des protéines sécrétées par les 

cellules bordantes étaient absentes des protéines sécrétées par le reste de la racine. Par ailleurs, 
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25% des protéines produites par les cellules bordantes étaient libérées dans le milieu seulement 

après 1 h de culture (Brigham et al., 1995b). En 2007, Wen et al., ont réalisé une étude du 

« sécrétome » (l’ensemble des protéines sécrétés) de la coiffe racinaire. Ils ont décrit plus de 

100 protéines libérées par la racine avec les cellules frontières immergées dans l’eau (Wen et 

al., 2007). Certaines protéines étaient impliquées dans le métabolisme des glucides et des 

protéines qui composent la paroi cellulaire. Ils ont notamment identifié des extensines, des 

glycoprotéines riches en hydroxyproline, des endoxyloglucanes transférases, des invertases, des 

β-galactosidases, des cellulases, des α-mannosidases et des oligosaccharyltransférases (Wen et 

al., 2007). Ces protéines libérées par la racine doivent être impliquées dans la modification 

pariétale, mais aussi dans les interactions potentielles avec le sol.  

Le mucilage associé aux cellules frontières est essentiellement constitué de composés 

pariétaux de natures polysaccharidique et protéique (Baetz & Martinoia, 2014; Wang et al., 

2017b). Le mucilage peut ainsi contenir des xyloglucanes (Durand et al., 2009; Mravec et al., 

2017a; Wang et al., 2017a), des homogalacturanes (Durand et al., 2009; Mravec et al., 2017a), 

des xylogalacturonanes (Wang et al., 2017a), des acides polygalacturoniques / 

Rhamnogalacturonane de type 1 (Wang et al., 2017a), des arabinogalactanes protéines (AGPs) 

(Durand et al., 2009; Koroney et al., 2016), des extensines (Koroney et al., 2016) et des peptides 

(defensin peptides) (Weiller et al., 2016). De plus, il a été mis en évidence la présence d’ADN 

extracellulaire (ADNex) au sein du mucilage (Wen et al., 2009). La diversité et la complexité 

moléculaire du mucilage doivent être lée aux potentielles interactions avec le sol (cf §IV-3) .   
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IV-2 Les structures des principaux polymères pariétaux 

IV-2-1 Les principaux polymères des parois primaires des plantes Angiospermes 

Eudicotylédones 

La cellule végétale est caractérisée par la présence d’une paroi cellulaire, encore appelée 

matrice extracellulaire végétale [Fig 20]. La paroi cellulaire est un compartiment extrêmement 

dynamique dont la composition évolue au cours de la croissance, de la différenciation cellulaire 

et en réponse à des facteurs environnementaux tels que des stress abiotiques et biotiques. Toutes 

les cellules végétales ont une paroi primaire qui entoure leur membrane plasmique, hors 

protoplaste. 

    

Figure 20 : Structure de la paroi cellulaire primaire. 

Les microfibrilles de cellulose sont synthétisées par de grands complexes hexamériques dans la membrane 
plasmique, tandis que les hémicelluloses et pectines qui composent les polysaccharides matriciels sont synthétisées 
dans l'appareil de Golgi, et déposées à la surface des parois par des vésicules. Pour plus de clarté, le réseau 
hémicellulose-cellulose est représenté sur la partie gauche de la paroi cellulaire sans pectines, qui sont soulignés 
sur la partie droite de la figure. Dans la plupart des espèces végétales, l'hémicellulose principale est le xyloglucane 
(bleu), tandis que les hémicelluloses comme les arabinoxylanes (gris) et les mannanes (non montrés) se retrouvent 
en quantités moindres. Les pectines comprennent le rhamnogalacturonane I et des homogalacturonanes, avec de 
plus petites quantités de xylogalacturonane, d'arabinane, d'arabinogalactane I (non représenté) et de 
rhamnogalacturonane II. Les domaines pectiques seraient liés entre eux par covalence et également liés au 
xyloglucane par des liaisons covalentes et non covalentes. Les pectines neutres (verts) peuvent aussi se lier à la 
surface de la cellulose (Cosgrove, 2005). 
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La paroi primaire est majoritairement constituée de polysaccharides [Fig 21], sa 

composition est complexe et peut varier selon l’espèce, l’organe et l’état de différenciation de 

la cellule. Typiquement, elle est composée de 20 à 25% de cellulose, de 30% de pectines, de 20 

à 30% d'hémicelluloses et 1 à 10% de protéines (Olmos et al., 2017). 

Figure 21 : Les polysaccharides majeurs de la paroi végétale. 

(A) La cellulose est une longue chaine constituée β-(1-4) Glucose (Glc). (B) le xyloglucane (hémicellulose) est 
constitué d’un corps de glucoses liés β-(1-4) avec des ramifications de type Glc (6-1)-xylose(Xyl), Glc (6-1)-Xyl-
(2-1)-galactose (Gal), ou Glc (6-1)-Xyl-(2-1)-Gal-(2-1)-fucose(Fuc). (C) Les xylanes (hémicellulose) sont 
constitués d’un corps de β(1-4) xylose pouvant être lié soit avec son carbone 2 ou 3 avec de l’arabinose (Ara), de 
l’acide galacturonique (GalA) ou avec Ara-(2-1)-Xyl-(2-1)-Gal. Les xyloses peuvent être o-acétylés (OAc). (D) 
Les homogalacturonanes (HG) (pectine) sont constitués d’un corps d’ α-(1-4) GalA. (E) le rhamnogalacturonane 
I (RGI) (Pectine) est constitué d’un corps GalA-(4-1)-Rhamnose(Rha)-(2-1)-GalA qui se répète. Le Rha du corps 
peut avoir des ramifications plus ou moins longues de type Rha-(4-1)-Gal ou Rha-(4-1)-Ara. (F) le 
rhamnogalacturonane II (RGII) est composé d’un corps d’HG lié avec diverses ramifications : Rha, Gal, Fuc, Ara, 
apiose (Api), Glc, acide 3-désoxy-D-manno-oct-2-ulosonique (Kdo), acide L-acérique-O-acétylé (Ace), Xyl et 
acide 3-désoxy-D-lyxo-heptulosarique (Dha) (Somssich et al., 2016). 

La paroi primaire de type I est retrouvée chez les Eudicotylédones, les Monocotylédones 

non-communes, et les Gymnospermes (Minic & Jouanin, 2006). Les espèces végétales qui 

appartiennent à la famille des Poaceae possèdent un type de paroi particulier appelé paroi de 

type II (Carpita & Gibeaut, 1993; Carpita, 1996; Carpita et al., 1996). La paroi primaire de type 

I est composée de microfibrilles de cellulose, incluses dans une matrice constituée 

d’hémicelluloses, de pectines et de glycoprotéines [Fig 21]. La cellulose est un polymère 

comportant 500 à 14 000 résidus de β‐1,4‐D-glucopyranose, et synthétisée au niveau de la 

membrane plasmique via des complexes de cellulose synthase (McFarlane et al., 2014). Les 
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hémicelluloses sont des polysaccharides de la paroi primaire composées d’une chaîne principale 

de sucres, liés en β-(1,4) (Yang et al., 2007; Scheller & Ulvskov, 2010). Chez les plantes 

Eudicotylédones, l’hémicellulose la plus abondante dans la paroi primaire est le xyloglucane. 

Il est constitué d’une chaîne principale de β-(1,4)-D glucose, avec des chaînes latérales 

composées de résidus D-xylose, D-xylose-D-galactose ou D-xylose-D-galactose-L-fucose. Les 

pectines sont des polysaccharides constitués principalement d’homogalacturonane (HG), de 

rhamnogalacturonane I (RGI) et de rhamnogalacturonane II (RGII). Elles se composent soit 

d’une chaîne principale d’acide galacturonique (RGII et HG), soit d’une chaîne principale 

d’acide galacturonique et de rhamnose alternés (RGI) (Willats et al., 2001; Ridley et al., 2001). 

La paroi primaire contient également des glycoprotéines et protéoglycanes formant des 

réseaux dans les parois des cellules végétales. Elles sont réparties en trois classes : Les Glycin 

Rich Proteins (GRP), les Prolin Rich Proteins (PRP) et les Hydroxyprolin Rich Glyco-Proteins 

(HRGP). Parmi les HRGP sont distinguées les extensines (glycoprotéines), les 

arabinogalactanes protéines (AGPs) et les lectines. Les extensines ont fait l’object d’une revue 

bibliographique placée en annexe 1. 

Différents outils sont utilisés pour étudier la paroi végétale. De nombreux anticorps 

reconnaissant des motifs oligosaccharidiques associés aux glycopolymères pariétaux sont 

utilisés en analyses biochimiques ou histochimiques. De plus, la composition 

monosaccharidique des glycopolymères peut être étudiée par des approches de 

chromatographie couplées ou non à la spectrométrie de masse. 
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IV-2-2 Les structures des arabinogalactanes protéines (AGPs) 

 

Les AGPs furent découvertes en 1969, dans une suspension cellulaire d’érable sycomore 

(Acer pseudoplatanus L.) (Aspinall et al., 1969; Lamport & Várnai, 2013). Les AGPs sont des 

protéoglycanes que l'on retrouve chez les Bryophytes et les plantes supérieures (Ellis et al., 

2010). Elles forment une famille complexe de protéoglycanes de haut poids moléculaire [Fig 

22] assez ubiquitaire chez les plantes. En effet, on les trouve dans les parois cellulaires, les 

membranes plasmiques, le tonoplaste et les espaces intercellulaires.  

 

 
Figure 22 : Structure des arabinogalactanes protéines (AGPs). 

Les principaux sucres constitutifs des AGPs sont le galactose et l’arabinose, avec la présence de sucres mineurs 
tels que le rhamnose et l’acide glucuronique. Les AGPs peuvent être ancrées à la membrane plasmique par 
l'intermédiaire d'une ancre GPI (glycosylphosphatidylinositol) (Nguema-Ona et al., 2013). 

 PM : membrane plasmique ; CW : paroi cellulaire.  

Les AGPs sont composées d’un corps protéique représentant 1 à 10% de la molécule. 

Ce corps est riche en hydroxyproline, proline, alanine, sérine et thréonine, avec des motifs 

dipeptides tels que l’alanine-hydroxyproline, la serine-hydroxyproline, la valine-proline, la 

glycine-proline et la thréonine-proline. Ce corps protéique est O-glycosylé au niveau des 

résidus hydroxyproline par des arabino-3,6-galactanes. La partie glycanique des AGPs 

représente 90 à 98% de la molécule (Ellis et al., 2010; Lamport & Várnai, 2013). Les 

monosaccharides constituant la partie glycanique des AGPs sont majoritairement du galactose 

et de l’arabinose formant des chaines arabinogalactanes de type II, où le galactose peut être lié 



Chapitre 1 : Introduction                          IV-Le piège extracellulaire de racine 

43 
 
 

en 1,3 et 6. D’autres sucres composent les AGPs, tels que le rhamnose, le fucose, le xylose et 

l'acide glucuronique. La plupart des résidus d'hydroxyproline sont O-glycosylés, mais de courts 

arabinosides sont également présents (Ellis et al., 2010). De plus, les AGPs peuvent disposer 

d’une ancre GPI (glycosylphosphatidylinositol) en C-terminal, leur permettant de s’accrocher 

au niveau des membranes plasmiques, des vésicules et du tonoplaste (Olmos et al., 2017). 

La famille des AGPs est subdivisée en six sous-familles: les AGPs classiques, les 

peptides AGPs, les AGPs riches en lysine, les AGPs de type fascicline (Fasciclin-like AGP), 

les AGPs non classiques et les AGPs chimériques (Showalter et al., 2010). 

Pour étudier les AGPs, différents outils ont été développés. Le réactif de β-glucosyl-

Yariv, composé de couleur rouge-brun, est le plus fréquemment utilisé. Les AGPs ont la 

capacité de se lier spécifiquement au réactif β-glucosyl-Yariv. Même si le mécanisme de 

complexation est mal compris, il a été montré qu’il faut au minimum une chaîne de 7 résidus 

β-1,3-galactose pour que les chaînes arabinogalactanes de type II soient précipitées par le β-

glucosyl-Yariv (Kitazawa et al., 2013). Ce réactif est très utile pour la détection, la 

quantification et la purification de nombreuses AGPs (Yariv et al., 1967; Lamport et al., 2006; 

Kitazawa et al., 2013). D'autre part, le développement d'un grand nombre d'anticorps 

monoclonaux spécifiquement dirigés contre des épitopes d'AGPs constitue le principal outil de 

localisation subcellulaire de ces protéoglycanes (Yates et al., 1996; Moller et al., 2008).  
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IV-3 Les fonctions majeures du RET 

Outre la présence de glycomolécules et de métabolites secondaires au sein du mucilage, 

la présence d’ADN extracellulaire a également été décrite chez plusieurs espèces végétales 

(Wen et al., 2009; Koroney et al., 2016). Cet ADN semble être impliqué dans des mécanismes 

de défense vis-à-vis d’agents pathogènes (Wen et al., 2009, 2017). En effet, le traitement de 

l’apex racinaire de pois par des ADNases augmente la colonisation de la coiffe par le 

champignon Nectria haematococca. L'ADN extracellulaire est un élément important et bien 

étudié du système immunitaire animal. Lors d'une infection, les polynucléaires neutrophiles 

sécrètent de l'ADN extracellulaire capable d'inhiber la croissance ou de détruire de nombreuses 

bactéries ou champignons pathogènes (Brinkmann, 2004; Brinkmann & Zychlinsky, 2007; 

Wartha et al., 2007). C’est par analogie avec la structure décrite chez les polynucléaires 

neutrophiles, appelé Neutrophil Extracellular Trap (NET), que Driouich et al., en 2013, ont 

proposé le Root Extracellular Trap (RET) pour nommer l’ensemble constitué des cellules 

frontières et du mucilage associé [Fig 23]. 

 
Figure 23 : Modèle de fonctionnement du Piège Extracellulaire de Racine (PER) ou Root 

Extracellular Trap (RET). 

Le RET est formé par les cellules frontières et le mucilage associé. Le RET contient diverses molécules (protéines 
anti-microbiennes, AGPs, ADN extracellulaire, etc…) synthétisées et sécrétées par les cellules frontières. Plusieurs 
travaux montrent la capacité du RET à modifier les interactions plante(s)-microorganisme(s) et à participer ainsi 
à la protection de la plante. Lorsque la formation du RET est expérimentalement inhibée, de sévères symptômes 
infectieux sont observés (d’après Driouich et al., 2013).  

BCs : Border Cells ; ExDNA : Extracellular DNA ; PRs : Pathogenesis Related Proteins ; PGPR : Plant Growth 
Promoting Rhizobacteria ; RC : Root Cap.. 
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Au sein du RET, les glycopolymères, et plus particulièrement les AGPs, semblent jouer 

un rôle dans les interactions plantes-microorganismes. Les AGPs peuvent inhiber la croissance 

des pathogènes, par attraction-immobilisation ou par répulsion [Fig 24] (Cannesan et al., 2011). 

Il a également été montré un effet d’attraction et d’adhésion vis-à-vis de PGPRs sur les cellules 

frontières, via des AGPs, chez A. thaliana (Vicré et al., 2005).  

 

Figure 24 : Diversité des rôles possibles des AGPs dans les interactions entre les microorganismes 
telluriques et la racine. 

(A) Les AGPs ont la capacité d’attirer les microorganismes qui vont adhérer sur la racine, puis développer des 
structures d’infection. Cependant les AGPs sont aussi capables de repousser les microorganismes et / ou d’inhiber 
leur développement. (B) Les microorganismes du sol sont capables de dégrader les AGPs de la racine, libérant 
potentiellement des oligosaccharides et / ou des glycopeptides sous forme de motifs DAMPs (Damage-Associated 
Molecular Pattern) qui activeraient des mécanismes de défense chez la plante (flèches rouges). (C) Les AGPs 
sécrétées peuvent également favoriser la colonisation de la rhizosphère par des microorganismes bénéfiques tels 
que des PGPRs ou agents de biocontrôle, qui vont permettre d’activer l’ISR (résistance systémique induite) 
(flèches bleues) ou d’inhiber les pathogènes et réprimer la maladie. Les flèches violettes indiquent une possible 
induction et ou modulation des mécanismes de défense dans les parties aériennes, suite à l'activation de 
mécanismes de défense par des produits de dégradation d'AGPs (B) ou par des microorganismes bénéfiques (C). 
(-) : répression du système immunitaire des plantes (A); (+) : activation du système immunitaire des plantes (B, 
C)(Nguema-Ona et al., 2013). 
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Le RET est une notion récente (Driouich et al., 2013), qui implique qu’il y a encore peu 

de données disponibles dans la littérature sur son rôle et son fonctionnement. La majorité des 

données disponibles sur l’implication du RET et de l’ensemble des exsudats racinaires est liée 

à des stress biotiques. Toutefois quelques études concernant les stress abiotiques ont été 

entreprises, notamment sur les métaux lourds. Néanmoins, à ce jour il n’y a pas de donnée sur 

de possibles implications du RET dans un autre type de stress abiotique. En effet, l’implication 

potentielle du RET dans la défense racinaire face aux stress liés à notamment : à une 

modification de la température, à une ou des carence(s) en nutriments ou encore à un stress 

hydrique reste encore à explorer.
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V-Le contexte de la thèse  

V-1 La grande muraille verte 

Cette thèse est codirigée par le Dr M-L. Follet-Gueye, maître de conférences HDR à 

l’Université de Rouen (Laboratoire GlycoMEV), et le Dr D. Goffner, directrice de recherche 

CNRS, UMI 3189, Marseille (laboratoire Environnement, Santé, Sociétés). Le Dr. Goffner 

travaille au sein de l’Observatoire Hommes-Milieux Téssékéré, au Sénégal. Les Observatoires 

Hommes-Milieux (OHM) se consacrent à l’étude de socio-écosystèmes fortement impactés par 

l’homme sur les plans écologique, économique et social. L’OHM Téssékéré se situe dans le 

Ferlo, région du Nord du Sénégal, et étudie le système socio-écologique qui entoure la mise en 

place du projet panafricain de la grande muraille verte (GMV).  

Ces dernières décennies, la hausse des températures, de faibles précipitations, l’aridité 

omniprésente et l’avancée du désert sur les terres cultivables sont de plus en plus présentes dans 

la zone subsaharienne. Ces modifications environnementales perturbent les écosystèmes à 

toutes les échelles, du microorganisme aux pachydermes, en passant par la flore et l’homme. 

C’est dans ce contexte, et pour combattre la désertification, que 11 pays situés en zone 

sahélienne ont adopté l’initiative du projet panafricain, appelé la Grande Muraille Verte 

(GMV). L’objectif global de la GMV est de contribuer i) à la lutte contre l’avancée du désert, 

ii) à la mise en valeur des zones saharo-sahéliennes pour une gestion durable des ressources 

naturelles et iii) à la lutte contre la pauvreté. Il s’agit de l’édification d’un ensemble de zones 

de reboisement d’environ 15 km de large traversant à terme tout le continent africain (7000 km 

d’est en ouest), entre le Sénégal et Djibouti [Fig 25]. 

 

Figure 25 : Carte représentant le tracé du projet de reforestation de la grande muraille verte. 
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V-2 Les modèles végétaux 

En 2009, lors d’un colloque scientifique international au Sénégal, des espèces végétales 

ont été choisies pour le reboisement de la GMV (Réf Web2). Puis lors d’études préliminaires 

in situ sur la survie après plantation en terre dans une parcelle expérimentale au Sénégal, 3 

plantes ont été sélectionnées pour ce projet de thèse pour leur degré de tolérance différente à 

l’aridité. Ces plantes sont Balanites aegyptiaca (Delile), Acacia tortilis subsp raddiana (Savi) 

et Tamarindus indica (Linné). B. aegyptiaca et A. raddiana présentent une capacité de survie 

remarquable aux milieux arides et semi-arides, contrairement à T. indica qui se développait 

pourtant dans cette zone il y a 30 ans.  

V-2-1 Balanites aegyptiaca  

B. aegyptiaca, couramment appelé le dattier du désert, est un arbre de la famille des 

Zygophyllaceae, une famille composée d'arbres, d'arbustes ou de plantes herbacées des régions 

tempérées à tropicales, souvent dans les zones arides [Fig 26]. 

 

Figure 26 : Balanites aegyptiaca (www.teline.fr). 

B. aegyptiaca est un petit arbre épineux atteignant 10 m de hauteur et 50 cm de diamètre. 

Ses épines peuvent atteindre 12 cm de longueur. Il produit des drupes jaunes ou rougeâtres, 

dont la pulpe renferme une graine d'environ 15 mm, protégée par un noyau très dur. Cette espèce 
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tolère des pluviométries variant de 250 mm à 1000 mm par an, et supporte une gamme variée 

de températures allant de 20°C à 45°C. Elle pousse sur des sols sableux à sablo-limoneux (Eyog 

Matig et al., 2006). B. aegyptiaca a su adapter son système aérien pour mieux tolérer les 

conditions semi-arides ou arides de la zone sub-saharienne. En effet, ses feuilles sont petites, 

rugueuses, riche en stomates, recouvertes de cuticules cireuses et de trichomes (Radwan, 2007). 

Les auteurs suggèrent que ces adaptations foliaires permettent à Balanites une meilleure 

assimilation du CO2, de diminuer les radiations solaires pouvant inhiber la photosynthèse, 

d’améliorer les flux d’air chaud et de vapeur, de diminuer la transpiration lors de sa respiration 

et de protéger ses feuilles du dessèchement. 

Cette espèce est cultivée depuis la haute antiquité, en Egypte, au Sud du Sahara en 

général, et dans la région soudano-sahélienne en particulier, où elle occupe une place 

importante dans la vie quotidienne des populations. En effet, grâce à ses fruits, ses feuilles, son 

huile et ses divers autres produits, cette essence constitue une importante source alimentaire 

complémentaire. Les parties de B. aegyptiaca utilisées sont le fruit, la pulpe, l’amande, et la 

coque. Le fruit est légèrement laxatif et contient une gomme, douce et amère, mangée comme 

un bonbon, et vendu sous le nom de dattier sauvage. La pulpe sucrée du fruit est comestible 

crue ou cuite, fraîche ou séchée. Cette pulpe sert parfois à préparer un jus de fruit ou une boisson 

alcoolisée. Les noyaux représentant 50 % du poids du fruit et les amandes contenant 40 % 

d’huile sont également comestibles pour l’homme. Les rameaux et les fruits, une fois tombés 

au sol, peuvent être utilisés pour nourrir le bétail (Eyog Matig et al., 2006). 

En médecine et en pharmacopée traditionnelle, B. aegyptiaca est très utilisé pour lutter 

contre une large gamme de maladies. L’espèce semble possèder des propriétés antioxydantes, 

antimicrobiennes, anticancéreuses, diurétiques, hypocholestérolémiantes, antivirales, 

antidiabétiques, hépatoprotectrices, larvicides, anti-inflammatoires et analgésiques, antivenin, 

anthelmintiques et cardioprotectrices. L'écorce, les fruits, les graines, l'huile issue des graines 

et les feuilles de cette plante sont largement utilisées en médecine traditionnelle. Ces dernières 

années, la recherche a priviligié l’étude de l'utilisation de médicaments traditionnellement 

utilisés dans le traitement de diverses maladies (Morsy et al., 2010; Chothani & Vaghasiya, 

2011).  

Les amandes de B. aegyptiaca sont transformables en savon. Les noyaux moulus 

donnent une sorte de tourteau huileux. On les emploie aussi comme bibelots ou comme jetons 

de jeu. L’amande contient environ 50 % de lipides et donne une huile alimentaire après broyage 
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et trempage dans l’eau bouillante. B. aegyptiaca peut aussi être utilisé pour décontaminer les 

points d’eau, car l’arbre n’est pas toxique pour l’homme et les animaux domestiques. Les 

racines et les écorces, riches en saponine, sont utilisées comme narcotique pour le poisson. Le 

bois, réputé résistant aux termites et autres insectes xylophages, est utilisé en artisanat (manche 

de houe, lit...) (Eyog Matig et al., 2006). 

V-2-2 Acacia raddiana  

L’A. raddiana est généralement un arbre, mais il peut être parfois arbuste ou buisson 

faisant partie de la famille des Fabaceae. Il mesure entre 1,5 et 18 m de hauteur, et peut aller 

occasionnellement jusqu'à 21 m. L’écorce de son tronc est généralement rugueuse et fissurée, 

grise à noire ou brun foncé (Floc’h & Grouzis, 2013) [Fig 27].  

 

Figure 27 : Acacia raddiana (www.ecologie.ma). 
A. raddiana est répandu dans toute l'Afrique, (de l'Afrique du Sud à l'Algérie en passant 

par l'Egypte) et au moyen-Orient (présent en Israël et au sud de l’Arabie), et en Asie. Cette 

plante est décrite comme pouvant relativement bien s’adapter à la sécheresse. En effet, les 

échanges gazeux foliaires (transpiration et photosynthèse) sont élevés en saison des pluies et 

correspondent à un relatif équilibre thermodynamique sol-plante. Au cours de la saison sèche, 

il y a une diminution de l'intensité transpiratoire, attribuable à la fois à la perte du feuillage et à 

la réduction de la conductance stomatique. Ces propriétés traduisent une bonne adaptation aux 

conditions d'aridité (Floc’h & Grouzis, 2013).  
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Il a aussi été démontré que les racines s'allongent d'autant plus en profondeur que 

l'humidité du sol de culture décroît. Cela traduit une grande aptitude des jeunes plants à 

rechercher l'humidité. C'est aussi un caractère d'accommodation aux variations saisonnières de 

disponibilité en eau de son milieu naturel, car il permet à la plante d'exploiter dès le stade jeune 

les horizons inférieurs du sol plus humides, et d'atteindre plus rapidement ces zones profondes 

pour survivre à la longue saison sèche (Floc’h & Grouzis, 2013). 

Les diverses utilisations des différentes parties de l’acacia sont assez reconnues. Un 

grand intérêt fourrager pour nourrir entre autres les chèvres et les dromadaires, avec les feuilles, 

les gousses, les jeunes rameaux et même les épines (Floc’h & Grouzis, 2013).  

En cas de disette, il est possible d’utiliser l’acacia pour l’alimentation humaine, mais il 

semblerait que ce recours soit anecdotique en dehors des périodes d'insuffisance de 

disponibilités alimentaires. Les graines des gousses sèchées, collectées puis pilées au mortier 

de bois, sont transformées en une farine qui est consommée telle quelle, sèche ou humectée 

d'un peu d'eau. Cette farine est aussi parfois mélangée à de la farine de blé, de mil ou encore 

d'orge pour faire des bouillies. Par ailleurs, en période de grave disette, il arrive que les hommes 

consomment également les feuilles crues. La gomme qui s'écoule des blessures des parties 

basses des troncs est très amère quand elle est molle et fraîche. Cette amertume est moindre à 

l'état solide, mais cette gomme n'est cependant que peu consommée comme aliment, alors que 

la gomme qui exsude des branches hautes des jeunes arbres est parfois mâchée par les enfants 

(Floc’h & Grouzis, 2013). 

L’acacia est lui aussi utilisé pour divers usages en médecine populaire. Sa gomme peut 

être utilisée pour panser les blessures et les brûlures. La consommation de la gomme d’acacia 

est utilisée pour soulager les maux de ventre. Elle peut être dissoute dans l'eau est utilisée pour 

traiter les affections oculaires, la jaunisse et les maladies pulmonaires. L’'écorce est réduite en 

poudre est active la cicatrisation et la désinfection des plaies (Floc’h & Grouzis, 2013; Kumar 

Bhateja & Singh, 2014; Alli et al., 2016; Maroyi, 2017).  

Le bois d’acacia est utilisé comme combustible avec un pouvoir calorifique relativement 

élevé. Le charbon de bois qu'il procure est également apprécié. De plus, le bois est utilisé pour 

la fabrication des poulies et des supports de poutre pour le puisage de l'eau. Il peut aussi être 

utilisé pour la fabrication d'objets (mortiers, plats, piquets centraux de tente, clôtures, etc.) en 

cas de non-disponibilité de bois de B. aegyptiaca. Il n’est cependant pas utilisé pour la 

construction car considéré comme trop cassant (Floc’h & Grouzis, 2013).  
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V-2-3 Tamarindus indica 

T. indica est originaire de Madagascar et d’Afrique orientale. C’est un arbre de la famille 

des Fabaceae, qui est actuellement répandu dans toute l’Afrique tropicale semi-aride et au sud 

de l’Asie. L’arbre résiste aux grands vents et aux fortes pluies grâce à son système racinaire 

très profond. Il exige une pluviométrie minimale de 500 mm par an et une température minimale 

de 20°C (Réf Web3 ; Réf Web4). Les branches de T. indica peuvent atteindre 20 m de haut et 

80 cm de diamètre. Il dispose d’une cime dense et sphérique et une écorce grise crevassée et 

écailleuse (Eyog Matig et al., 2006) [Fig 28]. 

 

Figure 28 : Tamarindus indica (www.seedsforafrica.co.za). 

T. indica est généralement planté dans les zones sèches d’Afrique Centrale et de l’Ouest 

pour ses fruits, l’ombrage et la protection du sol. Les parties utilisées de la plante sont : les 

fruits, les feuilles, les fleurs, les rameaux, les racines, l’écorce et le bois. Le fruit est un 

condiment alimentaire. La pulpe de T. indica est très riche en vitamine C. Elle donne par 

macération dans de l’eau froide (ou tiède) additionnée au sucre ou au miel, une boisson acidulée 

très rafraîchissante. La pulpe est également consommée sous forme de bouillie. Au Burkina 

Faso et en Côte d’Ivoire, elle fait l’objet de produits industriels : jus de tamarin, bonbon de 

tamarin, etc. Les fleurs et les feuilles sont d’excellents fourrages. Les feuilles sont douées de 

propriétés vermifuges. Elles soignent la fièvre et la diarrhée. Elles sont très appréciées du bétail. 
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Les fleurs sont préconisées contre certaines infections du foie. Le fruit a des propriétés laxatives 

et est couramment utilisé en Afrique de l’Ouest pour soigner le rhume, l’ictère, les vers 

intestinaux, l’amibiase, les affections intestinales infantiles, la folie, l’impuissance et la stérilité. 

Ces fruits macérés dans de l’eau et légèrement salés sont absorbés contre les troubles de la vue. 

La poudre de la graine sert à coaguler le caoutchouc ; il en est de même de la pulpe du fruit en 

décoction. De plus, la poudre des graines et la gousse additionnée de cuivre servent à teindre 

les tissus. Les graines sont employées dans la fabrication de la poudre à fusil. Les racines 

utilisées en décoction auraient des propriétés aphrodisiaques. Les racines, les rameaux et les 

écorces de T. indica ont des propriétés médicinales. Ils sont purgatifs et diurétiques. Les racines 

sont généralement utilisées pour traiter la conjonctivite, l’ophtalmie et la paralysie. Les écorces 

servent dans le traitement des coliques, la constipation, l’ictère, l’hépatite, la gonococcie, la 

toux, les plaies, l’asthme etc. Les rameaux sont des fortifiants qui entrent dans le traitement de 

l’hépatite, des coliques, de la fièvre et de la bronchite. Le bois est utilisé en construction et en 

charronnage. Il sert à la fabrication des mortiers, des pilons, des manches d’outils etc. C’est un 

excellent bois de feu (Eyog Matig et al., 2006). 

 
V-2-4 Le système racinaire de B. aegyptiaca et A. raddiana 

Peu de données sont disponibles sur le système racinaire de ces 3 plantes. Cependant en 

2013, Logbo et al., ont étudié le système racinaire de B. aegyptiaca et A. raddiana face à un 

stress hydrique en milieu naturel et en station (Sénégal). Les auteurs ont remarqué que depuis 

quelques décennies, il y avait une diminution du couvert ligneux au sein de la zone 

subsaharienne. Ils notent également que le système racinaire de B. aegyptiaca est plus profond 

par rapport à l’A. raddiana, respectivement 187 cm et 100 cm. Cependant l’A. raddiana a un 

système racinaire plus ramifié sur sa longueur [Fig 29] (Logbo et al., 2013). 
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Figure 29 : Représentation du système racinaire de B. aegyptiaca et d’A. raddiana.  

En milieu naturel, l’architecture racinaire d’A. raddiana (A) et de B. aegyptiaca (B) est différente. Plus profonde 
pour B. aegyptiaca et plus ramifiée pour l’A. raddiana. Figure modifiée (d’après Logbo et al., 2013). 

De plus, A. raddiana présente une longueur racinaire maximale plus grande que B. 

aegyptiaca en milieu naturel, respectivement 16,4 m et 6,5 m. Or c’est l’inverse en station : B. 

aegyptiaca présente alors une longueur racinaire maximale plus grande que l’A. raddiana, 

respectivement 74,3 m et 25 m (Logbo et al., 2013).   

Par ailleurs, en station, le système racinaire de B. aegyptiaca est plus ramifié en surface 

qu’en profondeur par rapport à A. raddiana [Fig 30].   
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Figure 30 : Architecture racinaire en station de B. aegyptiaca et d’A. raddiana. 

En station, l’architecture racinaire d’A. raddiana (A) et de B. aegyptiaca (B) est différente. Une ramification du 
système racinaire plus importante pour B. aegyptiaca et par rapport à A. raddiana (d’après Logbo et al., 2013). 

De plus, Logbo et al. (2013) indiquent que les espèces dont le système racinaire est plus 

profond tolèrent mieux la sécheresse, d’où l’importance de l’architecture du système racinaire 

face à un stress hydrique pour la recherche d’eau et de nutriments. De plus, nous avons vu 

l’importance du RAM dans la croissance racinaire ainsi que sa coiffe qui le protège des 

agressions physico-chimiques. Cependant quels sont les acteurs moléculaires qui peuvent 

participer à la tolérance à la sécheresse ? Quel peut être le rôle du RET dans cette tolérance ?
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VI-Les objectifs de thèse  

Au sein de la Grande Muraille Verte, les conditions de vie sont très rudes pour la survie 

de jeunes plantes. En effet, la saison des pluies ne durant que 2 mois par an, des stratégies 

doivent être mises en place par les plantes afin d’assurer leur pérennité. Comme évoqué 

précédemment, il est crucial lors des premiers stades de développement d’une plante, qu’elle 

accroisse rapidement son système racinaire, afin qu’il soit le plus efficace possible pour 

explorer le sol et y récupérer de l’eau et des nutriments. 

Or pour maintenir une croissance racinaire, il faut que le méristème subapical de racine 

reste viable, malgré les agressions physicochimiques (abrasion lors de l’enracinement) ou 

encore biologiques (attaque de pathogènes). Pour maintenir l’intégrité du méristème subapical 

de racine, la coiffe racinaire est composée de cellules frontières associés à un mucilage et des 

exsudats racinaires. Cet ensemble joue un rôle protecteur du RAM. En effet, comme évoqué 

dans ce manuscrit le RET et l’ensemble des exsudats racinaires sont fortement impliqués 

notamment dans les interactions plantes–microorganismes telluriques. Cependant, la 

caractérisation du RET est un sujet de recherche récent. Cela implique qu’il y a peu de données 

disponibles sur ses rôles et son fonctionnement. Bien que des axes de recherche sur les rôles du 

RET et des exsudats racinaires face à des stress biotiques aient été entrepris et le soient encore 

aujourd’hui, les mécanismes exacts ne sont pas encore totalement compris. Concernant les 

stress abiotiques il y a en encore moins de données. En effet, seuls les stress dus à quelques 

métaux lourds ont été décrits dans la littérature. Toutefois, avec les changements climatiques 

qui s’opèrent, notamment avec la sécheresse grandissante sur les surfaces agricoles, quelle 

serait l’implication du RET et des exsudats racinaires face à ce type de stress abiotique qu’est 

le stress hydrique ?    

Ici, trois plantes ayant des degrés différents de tolérance à la sècheresse lors de leurs 

premiers mois de vie seront étudiées : B. aegyptiaca, A. raddiana et T. indica. En effet, pour 

pouvoir reboiser la grande muraille verte, une étude préliminaire in situ de diverses essences 

ligneuses, a été réalisée suivant le mode opération décrit dans la figure ci-après [Fig 31]. 
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Figure 31 : Schéma de mise en culture in situ de B. aegyptiaca. 

Après germination, les graines sont mises en culture dans des pépinières pendant 2 à 3 mois, puis les plantules 
sont repiquées au sein de la parcelle expérimentale à Tessékéré au Sénégal (D’après HDR de Marie-Laure Follet-
Gueye 2014). 

Après le repiquage des plantules, une étude sur la capacité de ces jeunes plantes à 

survivre a été menée (Wade et al., 2017). Cette étude a montré différents taux de reprise 2 mois 

après leur plantation in situ [Tableau 1]. 

Tableau 1 : Taux de reprise d’essences ligneuses 2 mois après plantation in situ au sein de la 
parcelle expérimentale de la grande muraille verte (d’après Wade et al., 2017). 

 

Le choix des plantes étudiées durant cette thèse est basé sur ces données préliminaires. 
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Ces plantes vivent dans un contexte particulier, un climat de semi-aride à aride. Les 

adaptations morphologiques des parties aériennes expliquent leur adaptation dans cet 

environnement assez hostile. Cependant, lors des premières semaines de réimplantation en 

milieu arides et semi-arides, le développement de la racine est crucial pour la survie de la plante. 

Le système racinaire de ces plantes est relativement peu connu, surtout lors des stades précoces 

du développement, et sont si différents des modèles étudiés en laboratoire. De plus, la littérature 

sur leurs apex racinaires et leur RET est inexistante.  

Dans ce contexte, la caractérisation de l’apex racinaire, du piège extracellulaire de 

racine ou Root extracellular trap (cellules frontières et mucilage associé) et de l’ensemble 

des exsudats racinaires de ces trois ligneux a été réalisée dans cette thèse. Ce travail a été 

conduit à partir de plantules cultivées in vitro par des approches d’imagerie et de biochimie. La 

capacité d’Azospirilum brasilense, une bactérie bénéfique pour la croissance racinaire 

notamment en cas de stress hydrique et présente dans le sol de la grande muraille verte, à 

métaboliser les exsudats racinaires de ces trois ligneux, a également été évaluée. 

 

Après cette introduction bibliographique, ce manuscrit comporte successivement un 

chapitre matériel et méthodes (chapitre 2), une partie consacrée aux résultats majeurs obtenus 

et discussions associés (chapitre 3) et un dernier chapitre (chapitre 4), où une conclusion 

générale et les perspectives de ce travail sont présentées. Des résultats préliminaires associés à 

ce travail portant sur l’étude de mésocosmes sont présentés en annexe 2.
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Chapitre 2 : Matériels et méthodes  

I-Le matériel végétal 

Il est décrit dans cette partie comment obtenir les différentes fractions enrichies en apex 

racinaire, en cellules frontières et en exsudats racinaires à partir de graines. Ces 3 fractions 

constituent les échantillons qui seront par la suite analysés par différentes méthodes.   

I-1 Stérilisation des graines 

I-1-1 Balanites aegyptiaca 

Les graines sont extraites du noyau de leur fruit à l’aide d’un étau. Une précaution 

particulière doit être faite durant l’étape d’extraction pour casser l’endocarpe, afin de récupérer 

la graine sans endommager l’embryon [Fig 32]. 

 

Figure 32 : Graine de B. aegyptiaca dans son noyau ouvert.  

Échelle : 5mm 

Une fois les graines extraites, une stérilisation de surface est effectuée. Sous hotte à flux 

laminaire stérile, les graines sont mises dans des pots stériles (6 graines par pot de 40 mL). Les 

graines subissent un 1er bain de 20 mL d’éthanol à 70% (v/v eau distillée stérile) pendant 10 

min. Une fois le 1er bain terminé, l’éthanol est retiré du pot. Les graines subissent un 2ème bain 

de 20 mL pendant 15 min d’eau de Javel 0,9% (v/v eau distillée stérile). Une fois terminé, l’eau 

de Javel est retirée, puis les graines sont rincées 5 fois avec 30 mL d’eau distillée stérile pendant 

2 min. Une fois la stérilisation de surface terminée, les graines sont mises dans 30 mL d’eau 

distillée à l’obscurité pendant 48 h à 25°C afin de les imbiber.  
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I-1-2 Acacia raddiana et Tamarindus indica 

Contrairement à B. aegyptiaca, les graines d’A. raddiana et de T. indica sont disponibles 

en sachets, déjà sorties de leurs gousses. Cependant, elles doivent être traitées avec de l’acide 

sulfurique pour perméabiliser leur tégument et permettre leur imbibition. Les graines sont mises 

par pesée dans des bouteilles de 100 mL en verre supportant la chaleur et avec des bouchons 

supportant les acides forts. Cent graines d’A. raddiana pèsent environ 7 g alors que 100 graines 

de T. indica pèsent environ 60 g. Une scarification chimique par 25 mL d’acide sulfurique à 

95% est effectuée pendant 1 h sous sorbonne (à manipuler avec des gants en caoutchouc épais). 

Puis, l’acide sulfurique est retiré à l’aide d’une pipette en verre. Une première étape de rinçage 

à l’eau distillée stérile est effectuée avec la plus grande précaution, pour éviter une réaction 

exothermique. Une fois ce 1er rinçage effectué, il faut le répéter 5 fois pour retirer toute trace 

d’acide sulfurique. En effet, s’il reste de l’acide sulfurique, l’ajout d’eau de Javel lors de la 

stérilisation, peut produire un dégagement toxique de dichlore. Par ailleurs une fois les étapes 

de rinçage de l’acide effectuées, l’ajout de 50 mL d’eau de Javel à 0,9% (v/v eau distillée stérile) 

est réalisée sous hotte à flux laminaire stérile pendant 10 min. Puis, l’eau de Javel est retirée et 

rincée 5 fois avec 50 mL d’eau distillée stérile. Une fois la stérilisation de surface terminée, les 

graines sont mises dans 50 mL d’eau distillée à l’obscurité pendant 48 h à 25°C afin de les 

imbiber. 

I-2 Mise en culture in vitro  

La culture stérile in vitro a été choisie afin de faciliter la récupération la fraction RET et 

la fraction exsudats racinaires. De plus, il est important d’éviter la contamination par des 

microorganismes qui pourrait dégrader les glycomolécules étudiées, mais aussi ajouter des 

enzymes. En effet, les microorganismes peuvent libérer des polygalacturonases, peroxydases 

etc. modifiant la composition notamment en glycomolécules mais aussi en activités 

enzymatiques.  

I-2-1 Balanites aegyptiaca 

La mise en culture in vitro des graines de B. aegyptiaca est effectuée sous hotte à flux 

laminaire stérile. Une fois l’imbibition de 48h des graines effectuées, les téguments sont retirés 

délicatement à l’aide de pinces stériles pour éviter les contaminations tégumentaires [Fig 33]. 
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Figure 33 : Graine imbibée de B. aegyptiaca.  

Le tégument d’une graine imbibée de B. aegyptiaca est retiré à l’aide de pinces stériles  

Puis, elles sont placées au sein d’une boite de Pétri carrée (120 mm) contenant 50 mL 

d’agar stérile à 1% (m/v) dissout dans de l’eau distillée. Pour faciliter la mise en germination 

de ces grosses graines, elles sont placées dans des « logettes » préalablement taillées dans la 

gélose, puis elles sont recouvertes d’un papier Whatman stérile imbibé de 1,5 mL d’eau distillée 

stérile, afin de conserver une forte teneur en humidité dans la boite, pour faciliter la germination 

et le développement des plantules [Fig 34].  

 

Figure 34 : Système de mise en culture in vitro (germination) des graines de Balanites et de Tamarin.  

ሬሬሬ⃗ ܩ : gravité terrestre 

La taille des graines ne permet que de mettre 6 graines par boite de Pétri carrée. Une 

fois le système mis en place, il est fermé avec un ruban adhésif micropore qui permet les 
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échanges gazeux tout en gardant la stérilité au sein de la boite. Les boites sont mises 

verticalement à 25°C et à l’obscurité.  

Grâce à ce système vertical, peu de racines sont en contact avec la gélose, ce qui 

minimise la perte des cellules frontières et des sécrétions de la racine dans la gélose.  

I-2-2 Acacia raddiana 

La mise en culture in vitro des graines est effectuée sous hotte à flux laminaire stérile. 

Une fois l’imbibition de 48 h des graines effectuées, les graines sont mises à germer 

horizontalement dans une boite de Pétri carrée (120 mm) contenant 25 mL d’agar à 1% (m/v) 

dissout dans de l’eau distillée stérile. Les graines sont déposées sur du papier Whatman stérile 

imbibé de 2 mL d’eau distillée stérile, à 25°C à l’obscurité [Fig 35]. Le système est fermé avec 

un ruban adhésif micropore. 

Malheureusement, la taille des graines étant nettement plus petite que celles de balanites 

ou que celles du tamarin, le système évoqué précédemment n’était pas le plus adapté pour A. 

raddiana.   

 

 

Figure 35 : Système de germination in vitro des graines d'A. raddiana. 
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I-2-3 Tamarindus indica 

Après une imbibition de 48 h à 25°C, un épais mucilage visqueux enrobe les graines, 

rendant la manipulation des graines relativement délicate [Fig 36].  

 

Figure 36 : Mucilage de graine de T. indica. 

Plusieurs rinçages à l’eau distillée stérile sont effectués pour retirer ce mucilage 

tégumentaire avant la mise en germination qui est strictement identique à celle effectuée pour 

les graines de B. aegyptiaca.  

I-3 Récupération des différentes fractions enrichies brutes 

Lors de la récupération des différentes fractions avec 3 plantes différentes ayant des 

vitesses de croissance distinctes, une normalisation non pas sur l’âge des plantules a été 

effectuée, mais plutôt sur une taille de racine primaire similaire. La taille choisie est comprise 

entre 2 et 4 cm à partir de la pointe racinaire. En effet, dans les mêmes conditions de culture, il 

faut entre 7 à 14 jours pour que les racines de balanites et de tamarin fassent entre 2 et 4 cm, 

alors qu’il n’en faut que 3 pour l’acacia. 

Lorsque les racines ont une longueur comprise entre 2 et 4 cm, les plantules sont 

transférées en conditions stériles, dans un corning 50 mL (1 plantule par tube) contenant 

suffisamment de milieu liquide de Murashige et Skoog (MS), complémenté avec 3 g.L-1 de 

saccharose (filtré 0,2 µm) pour que la pointe racinaire soit submergée d’1 cm. La 

complémentation au saccharose permet d’accélérer la croissance racinaire, mais aussi de 

détecter rapidement une contamination microbienne potentielle.  
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Les tubes sont placés en chambre de culture pendant 3 jours avec une phase de lumière 

via des néons (100 µE.m-2.s-1) de 16 h à 25°C et une phase d’obscurité de 8 h à 22°C. Puis, le 

milieu est jeté et les plantules sont rincées avec de l’eau distillée stérile 5 fois. Les racines sont 

à nouveau submergées sur une hauteur de 1 cm dans de l’eau distillée stérile pendant de nouveau 

3 jours.  

À la fin des 3 jours, les plantules sont retirées du milieu de culture, les apex racinaires 

dépourvus de cellules frontières et d’une longueur de 5 mm sont coupés à l’aide d’un scalpel 

stérile. Ces morceaux d’apex racinaire forment un « pool » nommé : fraction enrichie en apex 

racinaire. 

Le milieu de culture est centrifugé à 1400 g pendant 15 min. Des tests microscopiques 

ont été réalisés afin de vérifier que la centrifugation était suffisante pour culoter les cellules 

frontières. Deux fractions sont ainsi obtenues, le surnageant est la fraction enrichie en exsudats 

racinaires, alors que le culot est la fraction enrichie en root extracellular trap (RET) 

correspondant aux cellules frontières et au mucilage associé. Les 3 fractions sont congelées, 

puis lyophilisées et pesées.  

Chaque pool biologique est constitué d’au moins 100 plantules. Cette valeur a été 

choisie afin de récupérer suffisamment de matériel biologique (RET et exsudats racinaires) pour 

réaliser les différentes analyses demandant plusieurs mg de matières sèches d’échantillons. Ce 

nombre de 100 plantules permet également de lisser l’hétérogénéité des plantules, sachant que 

les graines ne proviennent pas d’un semencier.  

I-4 Préparation des résidus insolubles à l’alcool 

Pour l’étude des polymères saccharidiques, il est courant de réaliser un résidu insoluble 

à l’alcool ou Alcohol Insoluble Residue (AIR). En effet, une grande partie des polysaccharides 

et autres glycomolécules ne sont pas solubles dans une solution éthanolique à plus de 80% 

éthanol (v/v eau distillée), ces polymères précipitent à -20°C. On obtient un précipité enrichi 

en polysaccharides. Il est important lors du processus d’obtention des AIR de faire attention à 

toute contamination par des polymères plastiques. Il faut donc utiliser le plus possible du 

matériel en verre, et dans la moindre mesure du matériel en plastique certifié ne relarguant pas 

de polymères. En effet, les polymères plastiques peuvent être très gênants lors des analyses des 

sucres, notamment en spectrométrie de masse.  
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I-4-1 AIR apex racinaires et cellules frontières 

Pour préparer les AIR d’apex ou de cellules frontières, 50 mg de matières sèches 

lyophilisées sont mises dans un microtube Lysing Matrix D de 2 mL [Fig 37].  

 

Figure 37 : Microtube Lysing Matrix D de 2 mL (mpbio.com). 

Ces microtubes contiennent des billes en céramique (1,4mm) permettant le broyage des 

tissus et la lyse des cellules sous agitation. Puis, 1mL d’éthanol à 70% (v/v eau distillée) est 

ajouté pour broyer et retirer les pigments potentiels (avantage de travailler sur la racine c’est 

qu’il y a moins de pigment à éliminer comparer à la feuille). Le microtube est mis dans le 

FastPrep®-24 Instrument avec comme consigne une agitation à 6 m.s-1 pendant 30 secondes, et 

répété 3 fois.  

Le surnageant est récupéré puis mis dans un tube de 5 0mL. Le microtube du Lysing 

matrix D et ses billes sont rincés 5 fois avec 1 mL d’éthanol 70% (v/v eau distillée), puis le 

liquide de rinçage est récupéré et regroupé dans le tube de 50 mL. Le tube de 50 mL est mis 

dans une étuve à 70°C pendant 20 min pour permettre un éclatement cellulaire. Puis, une 

centrifugation de 15 min à 4000 g à 4°C est réalisée pour précipiter entre autres les 

polysaccharides, et le surnageant est jeté. 

Le culot est lavé avec un mélange méthanol-chloroforme (v/v) avec un volume final de 

20 mL sous agitation, sur la nuit à température ambiante. Le lendemain, une centrifugation est 

réalisée à 4000 g, pendant 15 min et à 4°C, puis le surnageant est retiré. Le culot est lavé avec 

de l’acétone, sous agitation à température ambiante pendant 24 h, puis une nouvelle 

centrifugation est effectuée à 4000 g, pendant 15 min et à 4°C. Le surnageant est jeté et le culot 

contenant l’AIR est séché sous rampe à air. 

Une fois l’AIR sec, il est pesé pour préparer une suspension d’AIR de la fraction enrichie 

en apex racinaire ou en RET à 2 mg.mL-1 dans de l’eau distillée stérile.     
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I-4-2 AIR d’exsudats racinaires 

Une fois la récolte en exsudats racinaires effectuée et lyophilisée, une précipitation à 

froid et à l’éthanol des exsudats racinaires est réalisée. Pour ce faire, dans le tube de 50 mL 

contenant les exsudats lyophilisés, on y ajoute 1 volume d’eau pour 5 volumes d’éthanol. Le 

mélange est homogénéisé, puis placé à -20°C sur la nuit. Les polysaccharides et autres 

molécules vont précipiter. Une centrifugation est effectuée à 4000 g, pendant 15 min et à 4°C. 

On obtient 2 fractions, un surnageant et un culot. Le culot est séché puis pesé, afin de préparer 

une suspension à 2 mg.mL-1 d’AIR de la fraction enrichie en exsudats racinaires.
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II-Les méthodes  

II-1 Imagerie  

II-1-1 Imagerie photonique  

II-1-1-1 Caractérisation du RET 

Afin de caractériser le RET de ces plantules, diverses approches histochimiques ont été 

utilisées. Pour les différentes méthodes, les plantules utilisées ont toujours une longueur 

racinaire comprise entre 2 et 4 cm. Par ailleurs, il est important de bien filtrer (0,2 µm) les 

solutions tampon avant de préparer les échantillons en imagerie, afin d’éviter les bruits de fond. 

a-analyses morphologiques du RET  

L’apex racinaire est déposé sur une lame de verre, et il est submergé avec une goutte de 

Phosphate Buffered Saline (PBS) à 1X (NaCl 137 mmol.L-1 ; KCl 2,7 mmol.L-1 ; Na2HPO4 , 

12 H2O 7 mmol.L-1 ; KH2PO4 1,5 mmol.L-1), à pH 7. Le tampon est utilisé pour éviter une 

déformation des cellules qu’un stress osmotique pourrait provoquer. Puis, l’apex est observé 

par un stéréo-microscope. Par cette technique, il est possible de déterminer jusqu’où les cellules 

frontières remontent dans la racine, mais aussi leur mode de détachement. 

Par ailleurs, pour déterminer la différence de morphotypes au sein des cellules frontières 

produites par ces plantules, les apex racinaires sont mis à tremper 10 min à température 

ambiante dans des microtubes de 1,5 mL contenant 500 µL de PBS 1X à pH 7 filtré. Une fois 

l’incubation terminée, un cône de P1000 est découpé à son extrémité afin de ne pas détériorer 

l’organisation cellulaire du RET lors du pipetage. Puis, 300 µL de cette suspension sont déposés 

dans des lames spécifiques disposant de chambres pouvant recevoir 400 µL de liquide et ayant 

une lamelle en dessous [Fig 38].  

 

Figure 38 : Lame spécifique pour microscopie inversée (thermo scientific). 

Une lamelle est placée dessous les chambres afin de permettre l’observation des cellules sédimentées ou 
tapis cellulaires avec un microscope inversé. 
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Ainsi, grâce à ce type de lame, il est possible de visualiser un grand volume sous 

microscope inversé, facilitant l’observation des cellules frontières contenues dans les 300 µL 

de suspension cellulaire. Un rapport est calculé entre la longueur sur la largeur de chaque cellule 

frontière. Si le rapport est compris entre [1 ;1,5[ les cellules sont considérées comme 

sphériques, si le rapport est entre [1,5 ; 5,5[ les cellules sont des intermédiaires, et enfin si le 

rapport est supérieur à 5,5 les cellules sont considérées comment allongées. 

b-analyses histochimiques du RET  

Coloration par le rouge de Ruthénium. La coloration au rouge du Ruthénium permet de 

mettre en évidence les charges négatives et est utilisé ici pour colorer les pectines de la paroi 

végétale. Une suspension de cellules frontières est mise en contact avec 0,05% (m/v eau 

distillée) de rouge de ruthénium pendant 10 à 15 min à température ambiante. Puis, une 

centrifugation à 700 g de 5min est effectuée pour rincer les cellules frontières avec du PBS 1X 

à pH 7 filtré. Enfin, la suspension est mise entre lame et lamelle pour être observée au 

microscope en lumière transmise. 

Coloration à l’encre de Chine. La coloration à l’encre de Chine ou encre d’Inde, est une 

coloration négative qui met en évidence le mucilage produit par les cellules frontières (Hawes 

et al., 1998, 2000). Pour ce faire, des « touch » d’apex racinaires sont effectués sur une lame en 

verre dans une goutte de PBS 1X à pH 7 filtré. Après 5 min d’incubation dans le PBS, une 

solution diluée d’encre de Chine (1 :2000) filtrée, est mise en contact des cellules frontières. 

Enfin, une lamelle est déposée pour une observation immédiate en microscopie en lumière 

transmise.  

Viabilité des cellules frontières. Pour déterminer la viabilité cellulaire, la calcéine 

acétoxyméthyle (AM) est utilisée. La calcéine AM est un ester acétique non-fluorescent de la 

fluorescéine. Par sa nature hydrophobique, elle est capable de traverser passivement les 

membranes biologiques des cellules. Après les avoir traversées, des estérases cytosoliques 

clivent le groupe ester (AM) acétoxyméthyle. La calcéine-AM est alors transformée en calcéine 

fluorescente, elle devient hydrophile et ne peut plus traverser les membranes intactes 

passivement. La calcéine est excitée de manière optimale à λ=495 nm, et son pic d’émission est 

à λ=515 nm.  
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Dans un microtube d’1,5 mL, 1 mL de la solution de calcéine AM à 5 µmol.L-1 (diluée 

dans du PBS 1X à pH 7) est délivré. Puis, 1 à 3 apex racinaires sont submergés dans le microtube 

pendant 60 min à température ambiante et à l’obscurité. L’obscurité est importante, car la 

calcéine AM est sensible à la lumière. Un témoin négatif est parallèlement réalisé, en subissant 

une mort cellulaire avec une température d’incubation à 100°C pendant 60 min.    

c-Immunocytochimie du RET (immunomarquage de surface) 

Afin d’identifier les glycopolymères du RET, l’outil anticorps est utilisé via les 

immunomarquages de surface. Les apex racinaires sont fixés dans un 1er temps avec du 

paraformaldéhyde 4% (v/v) dilué dans du PBS 1X à pH 7 filtré, pendant 60 min. (L’usage d’une 

sorbonne et de gants sont indispensables, car le paraformaldéhyde est toxique). Puis, les 

échantillons sont rincés 5 fois pendant 10 min à l’aide de PBS 1X à pH 7 filtré puis, leurs sites 

non spécifiques sont saturés pendant 30 min à l’aide d’une solution filtrée de bovine serum 

albumin (BSA) à 1% (m/v) dissout dans du PBS 1X à pH 7. Une incubation des échantillons 

pendant la nuit à 4°C en chambre humide est réalisée en présence d’un anticorps primaire 

monoclonal (Plantprobes) dilué au 1/5ème dans du PBS 1X à pH 7, complémenté avec 0,1% 

(v/v) de Tween 20 (PBST). Après l’incubation en présence d’anticorps primaire, les 

échantillons sont rincés 5 fois pendant 10 min, très délicatement avec du PBST filtré (0,2 µm) 

pour éviter de perdre la structure du RET et des cellules frontières. Puis, les échantillons sont 

incubés 1 h à 37°C et à l’obscurité avec l’anticorps secondaire couplé au fluorescein 

isothiocyanate (FITC) dilué au 1/50ème avec du PBST filtré. Une fois l’incubation terminée, les 

échantillons sont rincés à l’aide de PBST filtré et montés entre lame et lamelle dans un anti-

blanchiment (Citifluor : antifading) et observé au microscope confocal. Pour le FITC, la 

longueur d'onde d'excitation λ = 488 nm et sa fenêtre d'émission s'étend de 510 à 530 nm.  

Les anticorps monoclonaux (Plant probes) utilisés dans cette étude reconnaissent une 

gamme variée d’épitopes associés aux polymères de la paroi végétale incluant : les extensines 

(LM1), les AGPs (LM2, JIM4, JIM8, JIM13, JIM14 and JIM16), le xyloglucane (LM15,), le 

rhamnogalacturonane-I (LM5, LM6, LM13 and LM16), les homogalacturonanes (LM19 and 

LM20) et les xylogalacturonanes (LM8).    
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d-Immunocytochimie (Immunomarquage sur coupe semi-fine)   

Afin de déterminer la morphologie du RAM des différentes plantes et de détecter les 

polysaccharides dans les pointes racinaires entourées des cellules bordantes et du mucilage, des 

coupes longitudinales ont été effectuées sur des échantillons enrésinés préparés comme suit.  

Les pointes racinaires sont fixées dans un mélange 1% paraformaldéhyde (v/v) et 1% 

glutaraldéhyde (v/v) dans un tampon cacodylate 0,1 mol.L-1, pH 7,2 durant 2 h à température 

ambiante, puis lavées 4 fois dans de l’eau distillée. Les échantillons sont ensuite déshydratés 

progressivement dans des bains d’éthanol : 10min dans 30% éthanol, 10 min dans 50% éthanol, 

2x10 min dans 70% éthanol, 2x20 min dans éthanol absolu. Deux derniers bains de 10 min sont 

de nouveaux effectués dans de l’éthanol absolu pour retirer toute trace d’eau de l’échantillon. 

Les pointes racinaires sont ensuite enrésinées progressivement à 4°C dans un mélange éthanol : 

LRW (v/v, London Resin White medium grade) comme suit : 2v/1v durant 6 h, 1v/1v durant 

48 h, 1v/2v durant 24 h, puis 48 h en LRW 100%. Les échantillons sont mis en moule puis 

polymérisés pendant 24 h à 50°C. Des sections longitudinales de 2 µm d’épaisseur sont 

effectuées avec un ultramicrotome (UC6, Leica Microsystems) et récupérées sur des lames à 

puits coatées à la polylysine 0,01% filtrée (filtre PVDF 0,2 µm). 

Pour déterminer le type de RAM, une coupe longitudinale de la zone centrale de la 

pointe racinaire est effectuée et colorée au bleu de toluidine 0,5% (toluidine blue O 5 g.L-1 ; 

borax 10 g.L-1 ; diluer dans eau ultrapure) durant 1 min sur plaque chauffante, puis rincée à 

l’eau ultrapure et séchée sur la plaque avant d’être observée. 

Pour l’immunomarquage des polysaccharides, les coupes sont incubées dans l’anticorps 

primaire (Plant probes) dilué au 1/10 dans un tampon PBS 1X + 1% BSA sur la nuit à 4°C, en 

chambre humide. Les coupes sont ensuite lavées 6 fois dans la solution PBS 1X + 1% BSA, 

puis incubées dans l’anticorps secondaire (goat anti rat couplé au fluorochrome Alexa 488) 

dilué au 1/100 dans solution PBS 1X + 1% BSA durant 1 h à 25°C, en chambre humide. Enfin, 

les coupes sont rincées 3 fois dans la solution PBS 1X + 1% BSA, puis observées avec un 

microscope à épifluorescence (DMI600B, Leica Microsystems). Un témoin sans anticorps 

primaire est systématiquement effectué et utilisé comme référence pour déterminer le temps 

d’exposition. 
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II-1-2 Imagerie électronique 

Cryofixation 

La congélation sous haute pression a été réalisée avec l’appareil HPM100 (Leica 

Microsystems). Le cryogène utilisé est l’azote liquide. La pression (2000 bars), appliquée à 

l’intérieur de l’échantillon est synchronisée avec le refroidissement (jet d’azote liquide) 

appliqué à l’extérieur de l’échantillon entraînant une congélation ultrarapide de l’échantillon, 

avec un taux de refroidissements d’environ 18 000°C/sec. Lorsque l’échantillon est congelé, il 

tombe automatiquement dans un réservoir d’azote où il est conservé en attendant son transfert 

dans l’automate de substitution.  

Les pointes de racine ont été congelées dans du tampon MES (20 mmol.L-1 MES;  

2 mmol.L-1 CaCl2 2h2O; 2 mmol.L-1 KCl; pH 5,5) additionné de 0,2 mol.L-1  sucrose, dans des 

cupules d’aluminium (diamètre 6 mm et profondeur 300 µm, Leica microsystems), 

préalablement coatées à la lécithine de soja.   

 

Cryosubstitution et enrésinnement 

Après congélation sous haute pression, les échantillons sont transférés dans l’automate 

de substitution à froid AFS2 (Leica Microsystems) pré-refroidi à -110°C. Les échantillons sont 

substitués dans l’acétone anhydre contenant 0,5% d’acétate d’uranyle à -90°C pendant 72 h. La 

température est graduellement augmentée de 2°C/h jusqu’à -60°C et maintenue pendant 12 h. 

La température est de nouveau remontée à -30°C (2°C/h). Après un pallier de 12h à -30°C, les 

échantillons sont maintenus à -15°C.  

Les échantillons sont rincés deux fois 15 min dans l’éthanol sec. L’infiltration est 

réalisée à -15°C dans un mélange London Resin White (LRW) : éthanol (ratio 1:2; 1:1; 2:1, 8h 

chaque étape) puis en résine pure 2x24 h. Les échantillons sont retirés de leur cupule et mis en 

moule, avant d’être polymérisés sous ultra-violet à -15°C pendant 48 h. La résine LRW est une 

résine acrylique polyhydroxyaromatique. Pour polymériser cette résine sous UV, il est 

nécessaire de lui ajouter un catalyseur d’éther de benzoïne dans une proportion de 0,5% m/v. 

 

Coupes ultrafines 

Des sections de 100 nm d’épaisseur ont été obtenues sur un ultramicrotome UC6 (Leica 

Microsystems), puis recueillies sur des grilles nickel 100 mesh à trames hexagonales 

recouvertes d’une membrane formvar-carbone.  
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Immunomarquage des polysaccharides 

Les anticorps primaires testés sont JIM13, JIM14 et LM1 (Plant probes). L’anticorps 

secondaire utilisé est un anticorps anti rat conjugué à une particule d’or de 25 nm, produit chez 

la chèvre (Aurion). 

Afin de saturer les sites non spécifiques, les sections sont incubées durant 30 min dans 

un tampon TBS (Tris 20 mmol.L-1 ; NaCl 150 mmol.L-1) + BSA 0,2%. Puis, les coupes sont 

incubées dans l’anticorps primaire pur durant 3 h, à 25°C, avant d’être rincées 6x5 min dans le 

tampon (TBS + BSA 0,2% + normal goat serum 1/30). L’incubation dans l’anticorps secondaire 

dilué au 1/20 dans une solution de (TBS + BSA 0,2%) s’effectue 1 h à 25°C. Les rinçages sont 

effectués 6x5 min avec du tampon (TBS + BSA 0,2%), puis 5 min dans du TBS seul. Afin de 

fixer les complexes immuns, on incube 10 min dans une solution de (TBS + glutaraldéhyde 2 

%). Les coupes sont ensuite rincées 2x5 min dans l’eau ultrapure, avant d’être séchées à l’air.  

Observation des coupes au microscope électronique à transmission 

Après l’immunomarquage, les sections sont contrastées 2 min avec une solution 

d’UranyLess (Delta microscopie, ref : 11.000), et 2 min dans une solution 3% de citrate de 

plomb de Reynolds (Delta microscopie, ref : 11.300). Les coupes sont rapidement rincées  

dans 12 gouttes d’eau ultrapure après chaque étape de contrite, puis séchées à l’air. Les 

observations ont été effectuées sur un microscope électronique à transmission TECNAI 2 

Biotwin (FEI) operant à 80kV avec une camera CCD ES500W Erlangshen (Gatan). 
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II-2 Biochimie  

II-2-1 Composition monosaccharidique par GC-FID 

L’analyse de la composition monosaccharidique permet de donner des pistes sur les 

polymères glucidiques potentiels présents au sein des différentes fractions en fonction des 

profils obtenus. Cette analyse est réalisée à l’aide d’une chromatographie en phase gazeuse 

couplée à un détecteur à ionisation de flamme (GC-FID), équipée d’une colonne CP-Sil5-CB 

d’Agilent Technologies. Avant l’injection, les échantillons doivent être hydrolysés en 

monosaccharides (coupure les liaisons osidiques des polysaccharides), puis ils doivent être 

dérivés, c’est à dire rendus volatils par l’ajout de triméthylsilyles (-Si(CH3)3) sur leurs 

groupement hydroxyles. Durant toutes les étapes de dérivation, l’utilisation de gants ainsi 

qu’une sorbonne sont obligatoires étant donnée la toxicité des réactifs utilisés. 

La dérivation se fait dans une microfiole en verre, 2 mg de matière sèche d’AIR 

d’échantillon, est mélangé avec 50 µL d’inositol à 2 mmol.L-1. L’inositol est un étalon interne 

qui permet entre autres d’attester que la dérivation s’est bien déroulée. Puis, l’échantillon est 

mis en contact avec 500 µL de trifluoroacetic acid (TFA) à 2 mol.L-1 avant de fermer la 

microfiole. L’échantillon est homogénéisé à l’aide d’un vortex, puis chauffé à 110°C  

pendant 2 h, c’est l’étape d’hydrolyse acide. Les liaisons osidiques des polysaccharides vont 

être découpées en monosaccharides. Après l’hydrolyse au TFA, l’échantillon est remis à 

température ambiante, puis le TFA est évaporé sous rampe à air et sous sorbonne. Puis, 

l’échantillon est lyophilisé pour éliminer l’eau résiduelle. En effet, la seconde étape est la lyse 

des liaisons osidiques résiduelles, mais plus important encore, c’est l’ajout d’un méthyl sur la 

fonction hémiacétalique du sucre. Or, s’il reste des molécules d’eau dans l’échantillon, le 

rendement de la méthylation de cette fonction hémiacétalique est diminué. Cette étape est 

réalisée à l’aide d’acide chlorhydrique dissout dans du méthanol anhydre à 1 mol.L-1, c’est la 

méthanolyse acide. L’échantillon est mis en contact avec 200 µL de methanolic HCl 1 mol.L-1 

(HCl dans du méthanol pur) pendant une nuit à 80°C.Enuite, l’échantillon est remis à 

température ambiante, et le méthanol HCl est évaporé sous rampe à air. L’échantillon est ensuite 

lavé 2 fois avec 200µL de méthanol. Chaque lavage est suivi d’une évaporation sous rampe à 

air. 

La dernière étape de la dérivation des monosaccharides est l’ajout de triméthylsilyles 

sur leurs groupements hydroxyles. L’échantillon est mis en contact avec 100 µL du kit Sylon 
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HTP pendant 20 min à 100°C. Ce kit contient de l’hexamethyldisilazane (HMDS), du 

trimethylchlorosilane (TMCS) et de la pyridine, suivant ces proportions (3:1:9). Une fois la 

Silylation terminée, l’échantillon est remis à température ambiante (l’échantillon est maintenant 

très volatile), puis séché sous rampe à air pour éliminer les réactifs, pour ensuite être rincé et 

séché avec 500 µL de cyclohexane. Enfin, l’échantillon est repris dans 1 mL de  

cyclohexane et 1 µL est injecté en GC-FID. En parallèle des échantillons, un mélange de 

différents monosaccharides standards sont dérivés, ils permettent l’identification et la 

quantification des sucres dans l’échantillon.   

Les paramètres d’élution de la GC-FID sont les suivants : un gradient de température  

de 120°C à 160°C avec un pas de 10°C.min-1, puis de 160°C à 220°C avec un pas de 1,5°C.min-

1, et enfin de 220°C à 280°C avec un pas de 20°C.min-1.  

II-2-2 Analyse de la nature des liaisons des polysaccharides par GC-MS 

Après avoir déterminé les sucres présents dans les différentes fractions, le type de 

liaisons engagées par les différents sucres au sein des polymères permet d’affiner 

l’identification des polysaccharides. Les échantillons sont dérivés en PMAA (Partially 

Methylated Alditol Acetate) avant d’être injectés dans une chromatographie en phase gazeuse 

couplée à un spectromètre de masse (GC-MS) équipé d’une colonne HP-5MS (Agilent 

Technologies). Cette dérivation se décompose en 4 étapes :  

-une perméthylation en milieu alcalin anhydre des groupements hydroxyles libres des 

polysaccharides,  

-une hydrolyse acide des polymères pour former des monomères, 

-une linéarisation des monosaccharides par ouverture de leur cycle en ajoutant du 

deutérium sur le carbone 1, créant ainsi une asymétrie par différence de masse sur les fragments 

générés lors de leur passage en MS,  

-une acétylation des groupements hydroxyles, qui étaient pris dans les liaisons au sein 

des polymères glucidiques et n’avaient donc pas pu être méthylés lors de l’étape 1, car 

l’hydrolyse acide n’avait pas encore libéré leurs groupements hydroxyles.  

C’est donc la différence de masse entre l’ajout d’un méthyle et d’un acétyle qui détermine par 

quel ou lesquels carbone(s) le sucre est lié. 

Comme évoqué précédemment, il est crucial d’utiliser le plus possible du matériel en 

verre, ainsi que des réactifs de grade « spectrométrie de masse », pour éviter toute trace de 

polymères, lors de la préparation d’échantillons pour la spectrométrie de masse. En effet, les 
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polymères plastiques peuvent être très gênants lors des analyses des sucres, en augmentant 

considérablement le bruit de fond. De plus, toutes les étapes sont réalisées à l’aide de gants, 

sous sorbonne, ainsi qu’une bonne homogénéisation de l’échantillon par vortex.  

Pour générer des PMAA, 5 mg de matière sèche d’AIR d’échantillon est mis dans un 

tube en verre. Un mélange de pastilles de NaOH, broyées à l’aide d’un mortier et d’un pilon, et 

de diméthylsulfoxyde (DMSO) anhydre est préparé dans un rapport d’une pastille de NaOH 

pour 1mL de DMSO. L’échantillon est mis en contact avec 1 mL de ce mélange préparé 

extemporanément à l’aide d’une pipette Pasteur en verre. Puis, 400 µL d’iodométhane est ajouté 

à l’échantillon. Le tube est fermé et mis sous agitation pendant 2 h à température ambiante. 

C’est l’étape de perméthylation. Une fois l’incubation terminée, il est possible que le liquide 

devienne très visqueux et puisse former un agrégat blanc. Lors de l’ouverture du bouchon, un 

petit « pchit » est signe d’une bonne méthylation. La réaction est alors arrêtée à l’aide d’1 mL 

d’eau ultrapure de grade MS qu’il faut mettre avec prudence, car son ajout provoque une 

réaction exothermique pouvant dans de rare cas faire exploser le tube. Une fois le tube refroidi, 

les glycanes perméthylés sont solubilisés dans 2 mL de chloroforme. Lors de cette étape deux 

phases apparaissent dans le tube : une phase aqueuse, moins dense que le chloroforme, se 

retrouve en surface, et une phase organique (chloroforme) se retrouve au fond du tube. Le tube 

est bien homogénéisé pour permettre une extraction des polysaccharides méthylés par le 

chloroforme. Puis, 3 mL d’eau ultrapure est ajoutée au tube, suivi d’une homogénéisation. 

Après décantation, la phase aqueuse et retirée du tube à l’aide d’une pipette en verre. De 

nouveau 5 mL d’eau ultrapure est ajouté, le tube est homogénéisé et la phase aqueuse est retirée. 

Ces étapes de lavage sont répétées jusqu’à l’élimination du NaOH présent dans l’échantillon, à 

environ pH 7. Le pH de la phase aqueuse est vérifié à l’aide d’un papier indicateur de pH.  

Une fois l’échantillon à pH neutre, une hydrolyse acide est réalisée à l’aide 500 µL de 

TFA à 2 N pendant 2 h à 100°C. Une fois l’hydrolyse terminée, le TFA est évaporé sous rampe 

à air. Puis, l’échantillon est lavé et séché sous rampe à air, 2 fois avec 200 µL d’isopropanol  

à 50% (v/v eau ultrapure). 

Quand l’échantillon est sec, la 3ème étape consiste à ouvrir le sucre cyclisé par l’action 

sur la nuit à température ambiante de 200 µL de sodium borodeuteride pur à 70% (NaBD4)  

à 10 mg.mL-1 dissout dans de l’hydroxyde d’ammonium à 1 mol.L-1. Une fois la réaction 

terminée, l’excès de NaBD4 est neutralisé par l’acide acétique. En effet, 200 µL d’acide acétique 
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à 30% (v/v eau ultrapure) est ajouté dans l’échantillon, puis il est laissé à évaporer sous rampe 

à air. Différents lavages de l’échantillon sont réalisés et suivis d’évaporations. Le premier 

lavage est avec 200 µL de méthanol, et répété 3 fois. Puis le 2ème avec 200 µL d’un mélange 

méthanol-acide acétique glaciale (9 : 1), répété lui aussi 3 fois. 

Une fois l’échantillon sec, la 4ème étape peut être lancée. C’est l’acétylation des 

groupements hydroxyles par l’action d’un mélange équivalent de pyridine et d’anhydride 

acétique (v/v) pendant 10 min à température ambiante. Quand l’acétylation est terminée, 

l’échantillon est placé sous rampe à air pour éliminer le réactif. L’échantillon est lavé  

et séché 2 fois avec 200 µL de toluol. Puis l’échantillon est repris dans 1mL de cyclohexane et 

homogénéisé avant l’injection d’1 µL en GC-MS. 

Les paramètres de la GC-MS sont les suivants : la température du four est initialement 

à 100°C, puis il augmente jusqu’à 160°C avec un pas de 10°C.min-1, puis jusqu’à 220°C avec 

un pas de 2°C.min-1 et finalement jusqu’à 280°C avec un pas de 15°C.min-1.  

L’analyse des spectres pour déduire les liaisons des polymères se fait à l’aide de spectres 

obtenus sur des standards de PMAA glycaniques via une base de données d’internet 

(http://www.ccrc.uga.edu/databases/PMAA), mais aussi grâce au logiciel du spectromètre de 

masse. 

II-2-3 Analyse semi-quantitaive des arabinogalactanes protéines par électrophorèse en 

fusée 

Comme d’écrit dans l’introduction, les AGPs peuvent être quantifiées via leur chaine 

arabinogalactanes de type II qui peuvent être précipitées en présence du réactif β-glucosyl-

Yariv. En effet, si elles disposent d’au moins 7 résidus β-1,3-galactose, les AGPs ont la capacité 

de se lier spécifiquement à ce réactif. 

La préparation du gel rocket au β-Yariv est relativement simple. En effet, pour 100 mL 

de gel d’agarose à 1% (m/v tampon Rocket) au β-Yariv à 15 µmol.L-1, il faut mettre dans un 

bécher 100 mL de solution tampon Rocket (Tris 25 mmol.L-1 et glycine 200 mmol.L-1 pH 8,4). 

Puis ajouter 1% d’agarose soit 1g. Le tout est porté à ébullition sous agitation magnétique afin 

de dissoudre l’agarose. Puis il faut ajouter 400 µL de la solution mère de Yariv à 20 µg.mL-1. 

Le gel est coulé et laissé à température ambiante pour qu’il prenne en masse. Le gel est déposé 

sur un support électrophorétique horizontal. Du papier Whatman imbibé de tampon Rocket est 
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utilisé pour faire le pont salin. Des puits sont réalisés à l’aide d’un embout coupé de cône de 

P200.  

Une gamme étalon de gomme arabique commerciale est réalisée de 0 à 0,5 mg.mL-1. Un 

volume de 7 µL est déposé pour chacun des puits correspondant à la gamme étalon, ainsi que 

pour les échantillons. Ce volume choisi permet d’avoir des rockets fines. Pour pouvoir  

déposer 1 mg d’AIR des différentes fractions, 3 mg d’échantillon sont repris et homogénéisés  

dans 21 µL de tampon Rocket. Puis 7 µL sont déposés par puits. Les paramètres de migration 

du gel rocket au β-Yariv sont : 200 V à 5 mA et à 10 W pendant 16 h à 4°C.  

Après la migration, le gel est décoloré dans un bain d’une solution de NaCl à 2% (m/v 

eau distillée) sous agitation douce pendant au moins 4 h. Des pics orangés se dessinent sur le 

gel. Enfin, le gel est scanné ou photographié. L’estimation de la quantité d’AGPs précipitée par 

le β-Yariv s’effectue par la relation de proportionnalité entre la quantité d’AGPs par rapport à 

l’air du pic de la rocket observée. 

II-2-4 Spectroscopie en Infra-Rouge à Transformée de Fourrier 

La spectroscopie en infra-rouge à transformée de Fourrier ou FTIR (Fourrier 

Transformed Infra-Red spectroscopy) est une technique qui permet d’obtenir des informations 

sur la composition des groupements chimiques d’une molécule et d’obtenir son « empreinte 

moléculaire ». Lorsque la molécule est exposée à de la lumière infra-rouge, il est possible 

qu’elle absorbe de l’énergie qui provient de cette dernière. Cette énergie va alors provoquer un 

phénomène de vibration d’une des liaisons chimiques de la molécule. Au contraire si la lumière 

infra-rouge n’est pas absorbée et ne fait que traverser la molécule il n’y a pas de phénomène de 

vibration, la lumière est donc transmise. Le signal qui en résulte au niveau d’un détecteur est 

un spectre qui représente une empreinte moléculaire de l’échantillon 

(https://www.thermofisher.com).  

La FTIR est utilisée dans l’étude de la paroi végétale (Wilson et al., 2000), notamment 

pour déterminer le degré de méthyl estérification des pectines (Manrique & Lajolo, 2002; 

Gribaa et al., 2013; Leroux et al., 2015). De plus, cette méthode n’est pas destructive après 

obtention du spectre, notamment pour les échantillons d’AIR de paroi ou d’exsudats racinaires. 

Les échantillons peuvent être récupérés pour d’autres analyses.  
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Avant l’obtention du spectre infra-rouge, 4 mg d’AIR des différentes fractions enrichies 

(Apex racinaire, RET et exsudats racinaires) sont mises avec 500 µL d’eau ultrapure dans un 

microtube de 1,5 mL. Les tubes sont mis à 100°C sous agitation pendant 1h30 afin de maximiser 

la libération les pectines des différentes fractions. Enfin, les microtubes sont placés dans un 

lyophilisateur afin de retirer l’eau des échantillons. Une fois la lyophilisation terminée, les 

échantillons sont stockés sous cloche à vide contenant du silica-gel afin d’éviter leur 

réhydratation qui pourrait perturber l’intégrité de leur spectre. 

Les échantillons sont analysés à l’aide du spectromètre FTIR Nicolet iS50 de 

thermoscientific avec une résolution de 2 cm-1 et 64 balayages sur une plage du nombre d’onde 

allant de 800 cm-1 à 1800 cm-1. De plus des pectines commerciales ont aussi été analysées afin 

d’identifier le pic d’absorption caractéristique de pectines fortement méthylestérifiées aux 

alentours de 1740 cm-1 et faiblement méthylestérifiées aux alentours de 1630 cm-1.  

II-2-5 Détection d’activités enzymatiques au sein des exsudats racinaires 

Pour doser les différentes activités enzymatiques présentées ci-dessous au sein des 

exsudats racinaires, le protocole de traitement diffère par rapport aux analyses précédentes. En 

effet, après obtention de la fraction enrichie en exsudats racinaires, il n'y a pas de lyophilisation, 

ni de précipitation à l’éthanol. Les exsudats racinaires sont concentrés à l’aide d’un centricon 

(Merck Millipore Life Science UFC901024) avec un seuil de coupure de 10kDa à 4°C  

pendant 20 min à 4000 g. 1,5mL d’anti-protéase (Thermo SCIENTIFIC 88266) y est ajouté 

(une pastille pour 10 mL d’eau distillée stérile) après leur concentration.  

Le dosage des protéines totales hydrosolubles des fractions enrichies en exsudats 

racinaires s'effectue par la méthode de Bradford à l'aide du réactif Bradford (Kit BIO-RAD 500-

0006). Une gamme étalon de sérum albumine bovine commerciale de 0 à 10 µg de protéines 

est réalisée, afin d’estimer la concentration en protéines des échantillons. 

Un test de croissance bactérienne est effectué sur un milieu LB (lysogeny broth low Salt 

20 g.L-1) gélosé à 12 g.L-1, où 20 µL de la fraction enrichie en exsudats racinaires y est déposé, 

puis étalé et incubé 96 h à 25°C. 

II-2-5-1 Activité pectine methylesterase 

Le dosage de l’activité pectine methylesterase (PME) est réalisé à l’aide d’un gel par 

diffusion radiale de l’enzyme. Cette méthode se base sur l’interaction de charges entre le rouge 
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de Ruthénium (charges positives) et les acides polygalacturoniques des pectines acides (non 

méthylestérifiées ; charges négatives) par une coloration rose fuchsia. Plus la pectine est 

déméthylée, plus l’intensité de la coloration du halo formé est intense. En effet, les PME 

déméthylestérifient les acides galacturoniques provenant des pectines, ce qui entraine 

l’apparition de groupements carboxyles libre au sein des pectines pouvant interagir avec le 

rouge du ruthénium.  

Un gel à 1% (m/v) d’agarose contenant 0,1% (m/v) de pectine de citron estérifiée à 90% 

sont mélangés dans un tampon (0,1 mol.L-1 de citrate, 0,2 mol.L-1 de Na2HPO4) à pH 6,3. La 

dissolution du mélange se fait à 80°C. Une fois le mélange dissout, il est coulé dans des boites 

de Pétri carrée (50 mL coulés par boite carrée 120 mm). Après la prise en masse, des puits  

de 2 mm de diamètre sont réalisés à l’aide d’un cône de P200 coupé. Le volume délivré par 

puits est de 10 µL pour les échantillons et de 10 µL par point de la gamme (6,5 U à 0,0065 U) 

contenant une PME commerciale (PME d'orange SIGMA P5400). Enfin, le gel est incubé 

pendant 16 h à 37°C. 

Après l’incubation, le gel est rapidement rincé à l’aide d’eau distillée, et coloré à l’aide 

du rouge de Ruthénium à 0,02% (m/v eau distillée) pendant 60 min. Le gel est de nouveau rincé 

à l’aide d’eau distillée 3 fois, puis il est égoutté et scanné. Les diamètres des halos sont mesurés, 

puis une relation de proportionnalité est établie entre l’activité PME et le diamètre de la zone 

colorée en rose fuchsia. Deux réplicas techniques sont réalisés sur 3 réplicas biologiques.  

II-2-5-2 Activité polygalacturonase (PG) 

La recherche de l'activité de Polygalacturonanase (PG) peut être réalisée à l’aide d’un 

gel à diffusion radiale. Les PG en présence d'acides polygalacturoniques faiblement méthylés 

vont l’hydrolyser en petits fragments qui seront éliminés lors d'un lavage. Le rouge de 

Ruthénium ne trouvera plus de groupement carboxyle pour s'y fixer. Cela va engendrer la 

formation de halos non colorés autour des zones du gel où l'activité PG est présente.  

Un gel contenant 50 mg d’acide polygalacturonique (SIGMA P3850) est dissout dans 

un tampon acétate de sodium à 0,5 mol.L-1 dont le pH est ajusté à 5 ; 4,5 ; 4 ou 3,5. Après 

polymérisation du gel (50 mL par boite de pétri carrée), des puits sont percés, et  10 µL d’une 

gamme de PG commerciale (MEGAZYME 5000 U) y est déposé. La gamme utilisée est 

comprise entre 10 U à 10-5 U. Les échantillons sont également déposés (10 µL par puits). 
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Après une incubation de 16 h à 37°C, le gel est coloré avec du rouge de Ruthénium  

à 0,04% (m/v eau distillée) pendant 45 min. Après coloration, le gel est lavé 3 fois avec de l’eau 

distillée. L’activité PG est révélée par la formation d’un halo non coloré. Deux réplicas 

techniques sont réalisés sur 3 réplicas biologiques. 

II-2-5-3 Activité peroxydase 

La méthode utilisée pour le dosage de l’activité péroxydase est la formation du 

tétragaïacol en présence de gaïacol. Les péroxydases sont des oxydoréductases. En présence du 

peroxyde d'hydrogène, elles catalysent l'oxydoréduction du gaïacol (substrat donneur de 

proton) et permettent ainsi la formation du tétragaïacol. Le tétragaïacol est un composé rouge 

qui absorbe la lumière à λ=470 nm. Lors du dosage, un suivi de l’absorbance est réalisé. Une 

relation de proportionnalité est alors établie entre l’activité péroxydase et la pente de la droite. 

Pour effectuer le dosage, dans un microtube de 2 mL, 1 mL de tampon est ajouté 

contenant du tris maléate à 50 mmol.L-1 à pH7, du guaiacol à 10 mmol.L-1, et du CaCl2  

à 1 mmol.L-1. Puis 500 µL d’exsudats racinaires y sont ajoutés et incubés pendant 10 min  

à 25°C en bain marie. Ce mélange est transféré dans une cuve de spectrophotomètre et 20 µL 

d’H2O2 y est délivré. La cuve est homogénéisée rapidement et l’absorbance à λ=470 nm est 

mesurée pendant 5 min. Deux réplicas techniques sont réalisés sur 3 réplicas biologiques. 

II-3 Microbiologie 

Un suivi de la croissance Azospirillum brasilense a été entrepris en présence de 

différentes fractions enrichies en exsudats racinaires bruts (non précipité à l’éthanol) comme 

seule source de carbone et d’azote. Les différentes manipulations qui découleront de la partie 

II-3 seront faites stérilement avec du matériel stérile sous un PSM (poste de sécurité 

microbiologique) de type II, afin de protéger le manipulateur et les manipulations de toutes 

contaminations non désirées.  

Par ailleurs il est nécessaire de prévoir 1 journée complète pour préparer les différents 

milieux de cultures, de les stériliser par un autoclave, de couler les différents milieux gélosés. 

Lors de la préparation du milieu minimum d’A. brasilense une attention particulière a été faite 

pour préparer séparément chaque solution mère de sels constituant ce milieu pour éviter leur 

précipitation après leur autoclavage. Toutefois la solution de FeSO4-7H2O précipitée après 
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autoclavage malgré qu’elle soit seule en solution. Cette solution n’a donc pas été autoclavée 

mais stérilisée par une filtration à 0,2 µm. 

II-3-1 Culture A. brasilense 

Jour 1 : À partir d’une colonie isolée A. brasilense (Sp245 pMP244), culture réalisée 

sur un milieu solide LB (lysogeny broth) contenant 10 g.L-1 de tryptone, 5 g.L-1 de  

NaCl, 5 g.L-1 d’extrait de levure, 15 g.L-1 d’agar et complémenté avec 25 µg.ml-1 de gentamicine 

(pression de sélection) ; une pré-culture d’ A. brasilense en milieu de LB liquide de 25 mL 

complémenté avec 25 µg.ml-1 de gentamicine (filtré 0,2 µm) est lancée sur 24 h à 25°C sous 

agitation dans un Erlenmeyer stérile de 250 mL fermé à l’aide d’un bouchon permettant les 

échanges gazeux tout en évitant les contaminations externes potentielles. La souche a une 

croissance plutôt lente même en milieu riche, or les bactéries étant en milieu solide, il faut 

encore plus de temps pour qu’elle retrouve toute sa vitalité (phase de latence). En effet, il lui 

faut au minimum 24h à partir d’une colonie et en milieu LB pour être en phase exponentiel de 

croissance avec une densité optique (DO) de 0,5 à λ=580 nm. 

Jour 2 : Une seconde pré-culture de 25 mL est lancée le soir, en milieu de minimum 

spécifique à A. brasilense (Vanstockem et al., 1987) à 25°C sous agitation avec comme 

inoculation la 1ère pré-culture. Ce milieu minimum (MM+CN) est un milieu synthétique dont 

la composition est connue. Il contient une source de carbone (malate) et une source d’azote 

(NH4Cl), sa composition est la suivante : 3 g.L-1 de K2HPO4, 2,5 g.L-1 de malate, 1 g.L-1 de 

NH4Cl, 1 g.L-1 de NaH2PO4, 0,3 g.L-1 de MgSO4-7H2O; 0,15 g.L-1 de KCl; 0,01 g.L-1 de  

CaCl2-2H2O; 2,5 mg.L-1 de FeSO4-7H2O; 5 mg.L-1 de biotine (filtré 0,2 µm). Ce milieu est aussi 

complémenté avec 25 µg.ml-1 de gentamicine (filtré 0,2 µm). 

Il est important de noter que la seconde pré-culture doit être lancée vers 18 h avec une 

DO initiale de 0,02 à λ=580 nm pour que le lendemain matin à 9 h les bactéries de cette  

pré-culture soient en phase exponentielle de croissance avec une DO environ de 0,5 à λ=580nm 

pour pouvoir lancer le suivi de la croissance d’A. brasilense en présence des différentes 

fractions enrichies en exsudats racinaires. 
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II-3-2 Effet des exsudats racinaires sur la croissance d’A. brasilense 

Jour 3 : Une vérification de la DO de la seconde pré-culture en milieu MM+CN est 

réalisée pour vérifier la bonne vitalité de la souche et pouvoir calculer le volume initial de pré-

culture à délivrer dans les différentes conditions qui seront testées [Tableau 2] pour avoir une 

DO initiale de 0,1 à λ=580nm lors du lancement de l’expérience (t= 0 h). La composition du 

milieu témoin positif (MM+CN) est basé sur les travaux de Vanstockem et al., 1987. 

Tableau 2 : Composition des différents milieux pour le suivi de croissance d’A. brasilense. 

 

Trois témoins sont lancés en parallèle de chaque essai en exsudats racinaires. Le témoin 

positif (MM+CN) est le milieu minimum qui contient tout le nécessaire à la bonne croissance 

d’A. brasilense. Le témoin négatif (MM) est un milieu minéral sans source de carbone et sans 

source d’azote. Ce témoin négatif est indispensable pour démontrer que l’inoculum bactérien 

de la seconde pré-culture n’apporte pas ou peu de nutriments, mais aussi par absence de 

croissance bactérienne que la capacité de la bactérie à utiliser les exsudats racinaires comme 

source de carbone et d’azote. Le témoin de contamination exsudats racinaires, a pour objectif 

de montrer que s’il y a une croissance microbienne, elle est bien due à A. brasilense et non à 

une contamination endogène. Toutefois, le contrôle qualité réalisé au préalable lors de la récolte 

des fractions enrichies en exsudats racinaires couplé à l’utilisation de la gentamicine limite les 

risques de contamination. 

g.L-1 
Témoin 
positif 

(MM+CN) 

Témoin 
négatif 
(MM) 

Essai 
Exsudats 
racinaires 

Témoin 
contamination 

Exsudats 
racinaires 

K2HPO4 3 3 3 3 
Malate 2,5 0 0 0 
NH4Cl 1,0 0 0 0 

NaH2PO4 1 1 1 1 
MgSO4-7H2O 0,3 0,3 0,3 0,3 

KCl 0,15 0,15 0,15 0,15 
CaCl2-2H2O 0,01 0,01 0,01 0,01 
FeSO4-7H2O 0,0025 0,0025 0,0025 0,0025 

Biotine 0,005 0,005 0,005 0,005 
Gentamicine 0,025 0,025 0,025 0,025 

Exsudats racinaires 0 0 1 1 
Inoculation avec A. 

brasilense Oui Oui Oui Non 
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Dans la condition essai exsudats racinaires, il n’y a pas de source de carbone ni de 

source d’azote dans le milieu, mais seulement un tampon, sels minéraux et un facteur de 

croissance (biotine).  

Le volume final des différentes conditions est de 15 mL, ce volume fut choisi pour 

différentes raisons, la première est d’économiser au maximum la quantité d’exsudats racinaires 

nécessaires pour lancer une expérience. En effet, pour un volume final de 15 mL avec une 

concentration massique en exsudats racinaires de 2 g.L-1, il faut 30 mg d’exsudats par essai. 

Ceci représente 3 mois de récolte. La seconde est qu’il faut un minimum de volume afin de 

pouvoir faire tous les prélèvements nécessaires pour tous les temps de la cinétique sans altérer 

la culture bactérienne par un volume trop faible dans l’Erlenmeyer.  

La cinétique de croissance dure 48 h à 25°C sous agitation. De t=0 h à t=12 h, un 

prélèvement pour chaque point de cinétique (toutes les 3 h) de 100 µL de la culture bactérienne 

pour réaliser la gamme de dilution et 900 µL de la culture bactérienne pour la lecture de la DO 

à λ=580nm afin de choisir quelle dilution doit être étalée sur les boites pour le dénombrement. 

A t=24 h à t=36 h, un prélèvement de 100 µL pour réaliser la gamme de dilution et un autre 

prélèvement de 100 µL pour lecture de la DO afin de choisir quelle dilution doit être étalée sur 

les boites pour le dénombrement. Un dernier prélèvement de 100 µL est réalisé à t=48 h. 

Pour chaque point de la cinétique de croissance, une dilution appropriée dans de l’eau 

physiologique (NaCl 8,5 g.l-1) est préparée, puis 0,1 mL de cette dilution appropriée est étalée 

dans une gélose LB sans gentamicine. Les unités formants des colonies (UFC) sont dénombrées 

après une incubation de 96 h à 25°C, afin d’y établir le nombre d’UFC.mL-1. 

II-5 Analyses statistiques 

Les graines fournies pour obtenir les échantillons biologiques n’étaient ni certifiées ni 

calibrées. Par conséquent, pour limiter et linéariser l’hétérogénéité des échantillons, mais aussi 

afin d’obtenir suffisamment de matériel biologique (apex racinaires, RET et exsudats 

racinaires) pour effectuer les diverses analyses : 3 réplicas biologiques contenant un pool de 

100 plantes par ligneux ont été réalisés. Sur chaque réplica biologique, des exsudats bruts (sans 

précipitation à l’éthanol), ainsi que des AIR de fractions enrichies : en apex racinaires, en RET 

et en exsudats racinaires ont été réalisés. 
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Une fois les données récupérées, un test de normalité a été réalisé via le test Shapiro-

Wilk pour déterminer si la distribution des échantillons est compatible avec l'hypothèse de 

distribution gaussienne (normale, paramétrique), puis un test d’homogénéité de variances a été 

utilisé via le teste de Brown-Forsythe afin de vérifier que les données étaient comparables.  

Dans le cas où l’on souhaite faire une multi-comparaison à un facteur, les données étant 

paramétriques et homogènes, une One-way ANOVA a été utilisé avec un post-test de Tukey 

incluant une correction due à la multi-comparaison. 

Dans le cas où les données n’étaient pas paramétriques, un test de comparaison 2 à 2 de 

Mann-Whitney a été réalisé. L’utilisation d’un test paramétrique de comparaison 2 à 2 (type 

Student avec ou sans correction de Welch) a été écartée à cause du « n » trop petit (réplicas 

biologiques et techniques). Par ailleurs pour une comparaison multiple non paramétrique un 

test Kruskal-Wallis avec un post-test de Dunn incluant une correction due à la multi-

comparaison a été utilisé. 

Pour effectuer ces analyses statistiques le logiciel GraphPad Prims 7.0 a été utilisé avec 

un risque de première espèce α = 5%. 
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Chapitre 3 : Résultats et discussions  

I-Caractérisation in vitro du RET et des exsudats racinaires 

L’objectif de cette partie est la caractérisation in vitro du RET et des exsudats racinaires 

de 3 plantes ligneuses subsahariennes ayant des degrés différents de tolérance à la sécheresse. 

Une partie des résultats obtenus est présentée sous forme d’un article scientifique qui sera 

soumis dans le journal New Phytologist, puis des données supplémentaires microscopiques 

(cf :I-2) et biochimiques (cf :I-3) ne figurant pas dans cet article, mais également des résultats 

préliminaires d’une approche en sol natif (cf :annexe 2), sont également présentées dans ce 

manuscrit. 

I-1 Article 

In vitro characterization of root border cells and exudates of three Sahelian woody 

seedlings from the Great Green Wall program differentially tolerant to drought.  

Alexis Carreras1, Sophie Bernard1,2, Gaëlle Durambur1, Bruno Gügi1, Corinne 
Loutelier3, Barbara Pawlak1, Isabelle Boulogne1, Maite Vicré1, Azeddine Driouich1, Deborah 
Goffner4 and Marie-Laure Follet-Gueye1,2. 

1 Normandie Univ, UNIROUEN, Glyco-MEV EA4358, 76000 Rouen, France 

2 Normandie Univ, UNIROUEN, PRIMACEN, IRIB, 76000 Rouen, France 
3 Normandie Univ, UNIROUEN, COBRA CNRS UMR 6014 76000 Rouen, France 

4 CNRS UMI 3189 ESS, Pôle France, 13344 Marseille CEDEX 15, France 
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Marie-Laure Follet-Gueye 
Tel : +332 35 14 00 39 
Email : marie-laure.follet-gueye@univ-rouen.fr 
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SUMMARY  

• The root cap is primordial for seedling growth and supports root apical meristem 

integrity. The root cap releases root border cells (RBCs) that surround the root tip and ensure 

seedling protection against numerous stresses. RBCs and their associated mucilage form the 

root extracellular trap (RET). Here, RET and root exudate characterization of three Sahelian 

woody seedlings are performed. 

• Balanites aegyptiaca, Acacia raddiana and Tamarindus indica seedlings were sub-

cultured in vitro. RBC morphologies and RET organization were determined using confocal 

and transmission electron microscopy. The polysaccharide composition and arabinogalactan 

protein (AGPs) content were determined in the RET and the root exudates.   

• While Balanites aegyptiaca produces only border cell (BC) type, the two Fabaceae 

seedlings release both BCs and border-like cells (BLCs). BCs are enclosed in a dense mucilage 

enriched in cell wall polymers. Compared to Tamarindus indica, RET and root exudates of 

Balanites aegyptiaca and Acacia raddiana include significantly more abundant AGPs.   

• In contrast to Balanites aegyptiaca and Acacia raddiana which thrive in semi-arid 

areas, Tamarindus indica is more sensitive to drought. In this context, AGPs could contribute 

to woody seedling survival. This work opens new research perspectives regarding involvement 

of root tip chemistry in plant survival to aridity. 

Key words: arabinogalactan proteins (AGPs), Balanites aegyptiaca, Acacia raddiana, 

Tamarindus indica, Azospirillum brasilense, root extracellular trap (RET), root exudates, root 

border cells (RBCs), woody plants.  
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INTRODUCTION 

Plant soil anchorage and hydro-mineral acquisition are two vital functions mainly 

carried out by the underground root system. From the early stages of plant development, root 

system functionality impacts seedling survival. During root growth, the root cap ensures plant 

sensing (Chen et al., 1999) and numerous protective functions (Hawes et al., 2000; Wen et al., 

2009; Cannesan et al., 2012). To preserve the root apical meristem from damage, the root cap 

produces root border cells (RBCs) (Driouich et al., 2007). The RBCs comprise two types of 

cells named “border cells” (BCs) and “border-like cells” (BLCs), which differ in terms of 

morphology, organization and their degree of detachment. Indeed, following root tip hydration, 

BCs are released in the rhizosphere as living individual cells that surround the root tip (Hawes 

& Pueppke, 1986). However, BLCs remain tightly attached to the root tip and form adhesive 

layers of cells, as is the case in the model plant, Arabidopsis thaliana (Vicré et al., 2005). 

Detachment of RBCs, correlated with the final step of root cap maturation, is an essential 

process to ensure root cap size maintenance (Kumpf & Nowack, 2015). RBC production 

appears to be dependent on cell wall-modifying enzyme activities that regulate intercellular 

connections (Stephenson & Hawes, 1994; Wen et al., 1999; Durand et al., 2009) and their last 

step of detachment from lateral root border cells is associated with cell death (Fendrych et al., 

2014). Among all of the cell wall polymers, homogalacturonan, a pectic compound, seems 

particularly critical in the RBC detachment process (Stephenson & Hawes, 1994; Wen et al., 

1999). In Arabidopsis, four NAC transcription factors, SOMBRERO (SMB), FEZ, BEARSKIN 

1 (BRN1) and BRN 2, have also been identified for their involvement in root cap cell maturation 

and detachment (Willemsen et al., 2008; Bennett et al., 2010; Kamiya et al., 2016). Moreover, 

Karve et al., (2016) showed that the transcription factor NIN-LIKE PROTEIN7 (NLP7) is 

required for the release of an adhesive layer of BLCs in Arabidopsis. The majority of these 

transcription factors mediates the expression of genes encoding cell wall modifying enzymes 

such as cellulase, xyloglucan-endo-trans-glucosylase, pectin lyase-like (Karve et al., 2016), and 

polygalacturonase (Kamiya et al., 2016).  

RBCs secrete abundant mucilage (BLCs to a lesser extent) consisting of polysaccharides 

and proteins, combined with extracellular DNA and other metabolites (Hawes et al., 2000; 

Vicré et al., 2005; Wen et al., 2007, 2009; Cannesan et al., 2011). The mucilage, together with 

RBCs, form a protective web-like structure termed “Root Extracellular Trap” (Driouich et al., 

2013). The RET plays a key role in plant biotic and abiotic interactions in the rhizosphere. Some 
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RET compounds may attract or repel beneficial (Nagahashi & Douds, 2004) or pathogenic 

(Hawes et al., 2000; Gunawardena, 2005; Cannesan et al., 2012) telluric microorganisms 

respectively. BCs-associated mucilage is also described to reduce aluminium toxicity in bean 

and rice plants (Miyasaka & Hawes, 2001; Cai et al., 2011). At the whole root level, the control 

of biotic and abiotic processes in the rhizosphere is ensured by the combined action of the RET 

and the root exudates. It is commonly accepted that over half of the root exudates are produced 

by RBCs (Griffin et al., 1976; Hawes et al., 2011). Root exudates are defined as the suite of 

chemical compounds secreted by plant roots, which contain small and high molecular weight 

molecules. The small molecules category represents amino or organic acids, sugars and 

secondary metabolites, and the high-molecular weight compounds include polysaccharides and 

proteins (Bais et al., 2006). Among the molecules present in the RET or root exudates, 

arabinogalactan proteins (AGPs) are often cited in plant microorganism interactions (Cannesan 

et al., 2012; Nguema-Ona et al., 2013; Koroney et al., 2016). Nevertheless, the function of the 

RET and root exudates, and more particularly their cell wall polymers in relation to abiotic 

stress tolerance such as drought remains less understood.  

Balanites aegyptiaca (B. aegyptiaca), Acacia tortilis subsp. raddiana (A. raddiana) and 

Tamarindus indica (T. indica) are among the indigenous Sahelian tree species that have been 

selected for large-scale reforestation in the framework of the African Great Green Wall (Grande 

Muraille Verte 2009). These species are gradually being reintroduced in the semi-arid areas of 

the Ferlo region in northern Senegal. After two to three months in nurseries, saplings are 

transplanted into field plots at the onset of the rainy season. B.aegyptiaca and A. raddiana thrive 

better in semi-arid areas compared to T. indica. In experimental field trials, two months after 

transplantation, B. aegyptiaca and A. raddiana saplings had an average survival rate of 90% 

and 70% respectively, whereas T. indica saplings exhibited a survival rate of 30% (Wade et al., 

2017). With the exception of the study from Endo et al., (2011), few studies have been devoted 

to the characterization of woody plant RBCs. Given the key role of RET in root meristem 

protection and seedling development, we have undertaken the microscopic and biochemical 

characterization of RET of these three woody seedlings. We have also explored the cell wall 

polymer composition of the root exudates.  

Azospirillum brasilense (A. brasilense), a PGPR (Plant Growth Promoting 

Rhizobacteria) living in soil, which can survive in arid and semiarid soils (Bashan et al., 1995) 

A. brasilense is particularly known to promote growth and drought tolerance of plants 
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(Rodríguez-Salazar et al., 2009; Cohen et al., 2015). Moreover, A. brasilense is known to make 

a biofilm on plant roots (Bashan et al., 1991; Broek et al., 1993; Pagnussat et al., 2016; Wang 

et al., 2017b) as a result of positive chemotaxis on saccharides and amino acids released by 

roots (Van Bastelaere et al., 1999). 

Ours data show that RBCs maturation features are distinct in woody Fabaceae A. 

raddiana and T. indica seedlings compared to B. aegyptiaca. Nevertheless, RBCs from all 

seedlings produce a mucilage which contains cell wall polysaccharides and proteoglycans. 

Some cell wall polymers are also identified in the root exudates. Although sugar composition 

of the root tip is similar in the three seedlings, arabinose and galactose content in RET and root 

exudates are species-dependent. While pectins have been detected for all seedling RET and root 

exudates, AGPs are mainly found in B. aegyptiaca and A. raddiana exudates suggesting their 

putative involvement in root tip protection toward drought stress.  
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MATERIALS AND METHODS 

Plant materials 

Balanites aegyptiaca fruits, Acacia tortilis ssp. raddiana and Tamarindus indica seeds 

were collected by the Projet National de Semences Forestières (PRONASEF) in Senegal.  

The hardwood endocarp of B. aegyptiaca fruits was mechanically broken to release the 

seeds. Seeds were surface sterilized with 70 % (v/v) ethanol (10 min), then with 0.9% (v/v) 

sodium hypochlorite (15 min), washed 5 times in sterile water and incubated at 25°C for at  

least 48 h for imbibition. A. raddiana and T. indica seeds were scarified by 95 to 98% sulfuric 

acid (Sigma-Aldrich) for 1 h. After sulfuric acid removal, seeds were washed with sterile water, 

surface sterilized with 0.9% (v/v) sodium hypochlorite (15 min), and washed 5 times in sterile 

water before incubation at 25°C for at least 24 h for imbibition.  

Sterilized seeds were deposited on Bacto Agar (1%). The plates were placed vertically 

in a growth chamber at 25°C in darkness. Microscopic observations and biochemical analysis 

were performed on roots that were 2 to 4 cm long.  

Histochemical staining and light microscopy 

Root tips from woody seedlings were mounted on microscope slides in a drop of 1X 

Phosphate-buffered saline pH 7 (PBS 1X) for observation using a stereomicroscope (Leica 

M125). Root border cells were collected on microscope slides in a drop of water for 

examination using bright-field microscopy. The ratio between cell length and cell width was 

determined for each root border cell. For the cytochemical staining of pectins, detached root 

border cells were treated with a solution of 0.05% (w/v) ruthenium red dye (Sigma) in deionized 

water (10 to 15 min), then washed extensively in deionized water. Detached root border cells 

were mounted as described above, and observed using a bright-field microscope. In order to 

examine the mucilage produced by the root border cells, India ink staining was performed on 

microscope slides. Five min after collection of root border cells in a drop of PBS, diluted India 

ink (1:2000) aqueous solution was added. To observe root border cells and root tip 

morphologies, longitudinal sections of root tips fixed with 1% paraformaldehyde and 1% 

glutaraldehyde mixture (v/v) in 0.1 M cacodylate buffer pH 7.2, dehydrated and embedded in 

London Resin White, were stained with toluidine blue and observed in bright field microscopy. 

Images were acquired with a Leica DMLB DFC 300 FX camera using bright-field microscopy. 
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Vital staining of root border cells was performed with 5μM calcein AM (Sigma-Aldrich) 

as previously described by Vicré et al., (2005). Briefly, root border cells were stained for 60 

min, and observed using a microscope equipped with UV fluorescence (excitation filter, 490 

nm; emission filter, 520 nm). Images were acquired with a Leica DCF 300 FX camera.  

Immunofluorescence labelling 

Immunofluorescence analyses were performed both on freshly harvested root tips and 

on fixed-embedded longitudinal root tip sections. Plant Probes monoclonal antibodies (mAbs) 

were used to recognize epitopes of a range of plant cell wall polymers: i extensins (LM1), AGP 

(LM2, JIM4, JIM8, JIM13, JIM14 and JIM16), xyloglucan (LM15,), rhamnogalacturonan-I 

(LM5, LM6, LM13 and LM16), homogalacturonans (LM19 and LM20) and xylogalacturonans 

(LM8). For immunofluorescence labelling of freshly harvested material, root tips were fixed 

for 60 min with 4 % paraformaldehyde in PBS (v/v). Samples were washed and saturated for 

30 min in PBS + 1 % (w/v) bovine serum albumin (BSA). After an overnight incubation (4°C, 

humidF chamber saturated) with diluted mAbs (1:5) in PBS + 0.1% Tween 20 (PBST), samples 

were carefully washed in PBST. Then, samples were incubated 1h at 37°C in darkness with 

secondary antibody (anti-rat Goat-IgG conjuguated to fluorescein isothiocyanate, 1:50, Sigma). 

After washing in PBST, root tips were mounted in antifading agent (Citifluor; Agar Scientific) 

and examined using laser scanning confocal Leica TCS SP2 DMIRE2 microscope. Control 

experiments in the absence of antibodies were routinely performed. 

To detect cell wall polymers in root tips and surrounding border cells, root tips were 

fixed in 1% paraformaldehyde (v/v) and 1% glutaraldehyde (v/v) in 0.1 M sodium cacodylate 

buffer pH 7.2 for 2 h at room temperature. Samples were then washed with distilled water and 

dehydrated in a progressive ethanol gradient. Finally, root tips were embedded and polymerized 

in LRWhite resin. Semi-thin section were stained with specific mAbs (see Table 1). Root tips 

sections were incubated overnight at 4°C, with primary antibody (1:10 in PBS + 1% BSA). 

After 6 washes in PBS + 1% BSA, sections were incubated 1h at 25°C with secondary antibody 

(goat IgG anti-rat FITC conjugated, 1:100, Sigma). Finally, sections were washed 3 times in 

PBS + 1% BSA. Observations were made using an epifluorescence microscope Leica 

DMI600B.  
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Ultrastructural and immunogold analyses using transmission electron microscopy 

Root tips were frozen in MES buffer (20mM MES; 2mM CaCl2 2h2O; 2mM KCl;  

pH 5.5) and 0.2 M sucrose with the high pressure freezer HPM100 (Leica microsystems). 

Samples were freeze substituted with automate AFS2 (Leica microsystems) in anhydrous 

acetone + 0.5% uranyl acetate at -90°C for 72 h, dehydrated and embedded in LRWhite resin. 

Ultrathin sections (90 nm; EM UC6 Leica microsystems) of root tips were collected on nickel 

grids and blocked in TBS (20 mM Tris-base; 200 mM NaCl; pH 7.2) + 0.2% of BSA. Sections 

were then incubated with the primary antibody (JIM13, Plantprobes) for 3 h at 25°C. After 

washing in TBS buffer + 0.2% BSA + normal goat serum 1/30, grids were incubated for 1 h  

at 25°C with the goat anti-rat secondary antibody conjugated to 25 nm gold particles  

(dilution 1/20 in TBS+ 0.2%BSA, Aurion, ref : 825.055). Then, sections were washed and fixed 

in TBS + 2% glutaraldehyde. Prior to transmission electron microscopy observation, all 

sections were stained with UranyLess (Delta microscopie, ref: 11.000) and Reynolds lead 

citrate 3% (Delta microscopie, ref: 11.300). Observations were made with a FEI Tecnai 12 

Biotwin transmission electron microscope operating at 80 kV, with ES500W Erlangshen CCD 

camera (Gatan). 

Collection of root fractions 

Root tips, RET (RBCs and associated mucilage) and root exudates were collected  

from 4 cm-long seedlings. Seedlings were placed vertically in 50 mL Falcon tubes (1 plant per 

tube) and kept in a growth chamber for 3 days at 25°C 16 h light / 22°C 8 h dark cycle, in 

Murashige and Skoog medium supplemented with 3% (w/v) sucrose. After 3 days, seedlings 

were washed with distilled water and transferred into distilled water for an additional 3 days. 

Medium was then centrifuged (1,400 g for 15 min) to separate root border cells and associated 

mucilage from the root exudates. Two fractions were thus obtained, one enriched in root 

exudates and another enriched in root border cells with associated mucilage, the latter 

constituting the root extracellular trap (RET). Finally, a root tip fraction was also collected by 

excision of 5mm root length fragments from the washed root tip (free of root border cells). The 

root tip, root exudates and RET fractions were freeze-dried and weighed for subsequent 

biochemical analyses.  
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Preparation of Alcohol Insoluble Residues (AIR) 

Root tip and RET fractions were crushed in 70% ethanol. In order to remove pigments, 

successive incubations were performed in 70% ethanol at 70°C for 15 min and centrifuged  

at 4,000 g for 15 min at 4°C. Once pigments were completely removed from samples, the 

insoluble residue was washed in methanol: chloroform (1: 1) overnight at RT and centrifuged 

at 4,000 g for 15 min at 4°C. After another incubation in acetone overnight at RT, the fraction 

was centrifuged at 4 000 g for 15 min at 4°C to obtain the Alcohol Insoluble Residue (AIR) of 

the root tip and RET fractions. AIR were then freeze-dried and weighed. Glycopolymers of root 

exudates enriched fraction were precipitated in distilled water and ethanol mixture (1:5, v-v)  

at -20°C overnight. After another centrifugation, soluble supernatant was removed and AIR 

from root exudates fraction was freeze-dried and weighed. 

Monosaccharide analysis using Gas Chromatography  

Two mg of AIR from root tip, RET and root exudate--enriched fractions were 

hydrolyzed with 2 M trifluoroacetic acid (TFA) for 2 h at 110°C. After freeze-drying, samples 

were then converted in methylglycosides by heating in 1 M methanol-HCl (Supelco) overnight 

at 80 °C. Samples were dried under a stream of air, washed twice with methanol and then treated 

with hexamethyldisilazane (HMDS): trimethylchlorosilane (TMCS): pyridine solution (3:1:9, 

Supelco), for 20 min at 80°C. The resulting trimethylsilyl methyl glycosides were dried, 

resuspended in 1ml of cyclohexane and injected in the 3800 GC system equipped of a CP-Sil5-

CB capillary column (Agilent Technologies). Elution was performed with the following 

temperature gradient: 120°C to 160°C at a rate of 10°C min-1, 160°C to 220°C at a rate of 1.5°C 

min-1, 220°C to 280°C at a rate of 20°C min-1. Monosaccharide quantification was carried out 

using standards determined for each monosaccharide.  

Sugar linkage analysis of AIR from root exudates 

AIR (5mg) from RT, RET and root exudates were permethylated with iodomethane in 

a suspension of NaOH in dry DMSO and the resulting partially methylated alditol acetate 

derivatives were prepared according to protocols described by (Thevis et al., 2000) GC-MS 

experiments were performed using an Agilent 7890A gas chromatograph (Agilent 

Technologies, Palo Alto, CA, USA) coupled with a time-of-flight mass spectrometer JEOL GC-

AccuTOF (Tokyo, Japan) equipped with the Mass Center 3.1 data system. Chromatographic 
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separations were obtained using either a (30m, 0.25mm id, 0.25µm film thickness, ZB-5MS, 

Phenomenex, Torrance, CA, USA) or a (30m, 0.25mm id, 0.25µm film thickness, HP-5MS, 

Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) capillary columns. Helium was the carrier gas and 

the flow-rate was 0.8mL.min-1. The oven temperature was programmed initially from 100°C (1 

min hold time) to 160°C with a 10°C min-1 ramp, then to 220°C with a 2°C min-1 ramp and 

finally to 280°C with a 15°C min-1 ramp. The final temperature hold time was 5 min (total run: 

53 min). The temperatures of the injector and the interface were 250°C and 260°C, respectively. 

Injections of 1 µL were performed in splitless mode using an Agilent 7693A front injector 

(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA).  

Electron ionization mass spectra were recorded using an electron energy of 70 eV, an ionizing 

current of 300 µA and a detector voltage of 2200 V. The temperatures of the ion source and 

interface were 250°C and 260°C, respectively. The m/z range was 35-650. The instrument mass 

resolution was 8,000 (full width at half maxima (FWHM)) and PDMS ion m/z 207 was used as 

the internal reference. Sugar linkage analysis was deduced from the EI-MS fragmentation 

patterns of partially methylated alditol acetate derivatives according to 

http://www.ccrc.uga.edu/databases/PMAA.  

Arabinogalactan II (AGII) detection by rocket electrophoresis 

Yariv reagent (-D-Glc Y) (Nguema-Ona et al, 2012; Kitazawa et al., 2013) was used 

to detect the presence of free or attached AGII to AGPs in RET and root exudates using rocket 

electrophoresis.  Gels were composed of 1% agarose containing 90 mM Tris (pH 8.3), 90 mM 

boric acid, 2 mM EDTA, and 20mg ml-1 of -D-Glc Y reagent according to van Holst and 

Clarke (1986). AIR from the RET and root exudates fractions (1mg) were loaded into each well 

and run for 16 h at 200V/5 mA/10 W. Gum arabic from acacia (Fisher Scientific) was used as 

a standard. After migration, gels were rinsed with 2% NaCl (w/v). Quantity of AGII was 

estimated using peak areas of gum arabic as standard. Peak areas of AGII were from the three 

seedling fractions and gum arabic were calculated using ImageJ software.  

Growth curves of the plant growth promoting rhizobacteria, Azopirillum brasilense  

Azospirillum brasilense Sp245 pMP244 was tested for the ability to utilize B. 

aegyptiaca, A. raddiana and T. indica enriched exudate fraction as carbon and nitrogen source. 
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 A. brasilense was pre-cultured in liquid LB medium with 25 µg.ml-1 of gentamicin  

for 24 h at 25ºC, under constant agitation. When the OD580nm of the strain reached 1.5, the pre-

culture was transferred to mineral medium complemented with carbon and hydrogen source 

(MM+CN, see table S1 for composition) (Vanstockem et al., 1987) supplemented  

with 25 µg.ml-1 of gentamicin, under constant agitation. The medium MM+CN inoculated with 

A. brasilense was used to inoculate samples for the growth studies with initial OD580nm = 0.1. 

The negative control was the mineral medium (MM, see table S1 for composition) 

inoculated with A. Brasilense. The positive control was mineral medium complemented with 

carbon and hydrogen source (MM+CN) inoculated with A. Brasilense. The enriched exudates 

contamination control was done without bacteria inoculation. Assays were done with B. 

aegyptiaca, A. raddiana and T. indica enriched exudate fraction (1 g.l-1) in mineral medium 

inoculated with A. Brasilense (MM+RE, see table S1 for composition) 

Samples were taken from the cultures at each time point, and the appropriate dilutions 

were prepared in physiological water (NaCl 8.5 g.l-1) and 0.1ml was plated on solid LB medium 

without gentamicin. Colony-forming units were counted after incubation at 25ºC for 96 h. 

 

Statistical analysis  

Three biological replicate pools of 100 plants were made to obtain RT, RET and root 

exudate fractions. GraphPad Prims 7.0 software was used for statistical analysis with α = 5%. 

Normality test was performed with Shapiro-Wilk normality test, and equality of variances was 

performed with Brown–Forsythe test. Parametric test (one way ANOVA with Tukey’s multiple 

comparisons) was performed on samples following normality and equality of variances. 

Nonparametric tests (Kruskal-Wallis with Dunn’s multiple comparisons and Mann-Whitney) 

were performed on samples not following normality.   
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RESULTS  

RET morphology of B. aegyptiaca, A. raddiana and T. indica 

RBCs detachment and associated mucilage 

RBCs from the seedlings are very cohesive, and form sheath-like structures in B. 

aegyptiaca (Fig. 1a,b), A. raddiana (Fig. 1d,e) and  T. indica (Fig.1g,h). Force was needed to 

obtain the sheath-like structures containing RBCs and mucilage from the root tips of the 

Fabaceae (Fig. 1e,h), whereas they readily detached from the root tip of B. aegyptiaca (Fig.1b).  

 B. aegyptiaca RBCs detachment is restricted to the root tip area (Fig.1a), and the root 

cap produces uniquely BCs embedded in a thick mucilage (Fig. 1c). RBCs of the two Fabaceae 

T. indica and A. raddiana surround the root apex up to 3 mm and 6 mm above the tip 

respectively (Fig. 1d,g). A. raddiana root tip produces mainly BLC forming long sheaths of 

cells (Fig. 1d,e). Roots of T. indica release almost exclusively BLCs (Fig. 1g,h) in the form of 

fibrous sheaths of cells, although less elongated compared to those observed in A. raddiana. 

Moreover, spherical RBCs located to the root tip of A. raddiana (Fig. 1f) and T. indica (Fig. 1i) 

seedlings are individually detached and can be categorized as BCs. Mucilage surrounds RBCs 

in A. raddiana   and T. indica close to the root tip (Fig. 1f,i).  

After detachment of RBCs, an extensive white halo of the mucilage enclosing RBCs 

with India ink staining in all three plants were observed, RBCs produce a mucilage (Fig. 1 j-l). 

Moreover, calcein-AM staining showed that RBCs are still living at the time of their release 

from the root tip of B. aegyptiaca, A. raddiana and T. indica (Fig. S1).  
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Figure 1 : RBC  detachment following hydration of B. aegyptiaca (a),  A. raddiana (d) and T. indica (g) 

root tips. Sheath-like structures are isolated from the root tip of B. aegyptiaca (b), A. raddiana (e) and T. indica 

(h). (e) sheat-like structure from A. raddiana root tip is stained with ruthenium red. Longitudinal semi-thin sections 

of fixed, dehydrated and embedded root tip of B. aegyptiaca (c), A. raddiana (f) and T. indica (i) are stained with 

the toluidine blue and observed using bright-field microscopy. (f) The white dashed line define the root tip area.  

(i) The open root apical meristem of T. indica seedling. (j-l) mucilage staining of RBC with India ink (white dashes 
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lines surround the mucilage).  m, mucilage; RBC, root border cells; RT, root tip; Scale bars: 1 mm (a, b, d, e, g 

and h); 100 µm (c, f,  and i) ; 50 µm (j-l). 

 

The different morphotypes of RBCs  

To determine the relative proportions of the different RBC cellular morphotypes, 2,500 

RBCs were observed for each of the three plants (Fig. 2 a-c), and the ratio between cell length 

and cell width was calculated. Three morphotypes were defined : “spherical” (ratio 1 - 1.5), 

“intermediate” (ratio 1.5 - 5.5) and “elongated” (ratio ≥5.5). The averages of the different 

morphotypes for the three species are shown in Fig 2d. RBCs from B. aegyptiaca are composed 

of 3.5±2.1% spherical, 68.0±6.6% intermediate and 28.5±8.0% elongated morphotypes. RBCs 

from A. raddiana are composed of 5.2±1.6% spherical, 76.0±3.9% intermediate and 18.8±3.3% 

elongated morphotypes. RBCs from T. indica are composed of 3.3±1.0% of spherical, 

66.3±7.2% of intermediate and 30.4±7.6% of elongated morphotypes. 

Thus, the relative proportion of the three RBCs morphotypes did not differ among the 

three species: the spherical RBCs represented around 5%, the intermediate RBCs represented 

70% (the most highly represented), and the elongated RBCs constituted 25%. The spherical 

RBCs were easily isolated from all the three species, without strong cellular adhesion, 

suggesting they are mainly BCs type.  
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Fig. 2: RBC morphology (a-b) bright-field micrograph of detached RBC from B. aegyptiaca (a), A. 

raddiana (b) and T. indica (c) root tip. (c) The ratio between the cell length and the cell width (n=2,500, Tukey’s 

multiple comparisons test used * : p value<0.05). E: elongated cell; i: intermediate cell; R: ratio; S, spherical cell;. 

Scale bar, 100 µm.  
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Ultrastructure of RBCs 

To investigate in more details the ultrastructure of RBCs of the three woody seedlings, 

transmission electron microscopy was performed on longitudinal ultrathin sections from root 

tips with associated RBCs and mucilage, prepared by high-pressure freezing and subsequent 

freeze substitution (Figs. 3 and 4). RBCs located at B. aegyptiaca (Fig. 3) root tip and 

approximately located to 2 mm above the root tip of, A. raddiana (Fig. 4a-c) and T. indica (Fig. 

4d-f) were observed.  

RBCs of B. aegyptiaca were BC type, and contained a dense cytoplasm particularly 

enriched in mitochondria, multivesicular bodies, endoplasmic reticulum, Golgi stacks and 

enlarged secretory vesicles, suggesting that they are metabolically active (Fig. 3b,c). The thick 

mucilage which surrounded the detached cells most likely plays a role in their strong cohesion 

(Fig. 3a, zone 2).  

 
Figure 3: TEM micrographs showing the ultrastructural B. aegyptiaca RBC  

CW: cell wall, G: golgi, mvb: multivesicular body, M: mitochondrion, m: mucilage, PM: plasma membrane,  

P: plaste, SV: secreted vesicle, S: starch, V: vacuole 

Scale bars: a: 20 µm; b and c: 1µm 
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RBCs of A. raddiana and T. indica observed at 2 mm from the root tip are BLC type. 

Numerous cytoplasmic organelles, including endoplasmic reticulum, Golgi stacks and enlarged 

secretory vesicles are also observed for A. raddiana (Fig. 4b,c) and T. indica (Fig. 4e,f), 

suggesting that BLCs of the two Fabaceae are alive. The uppermost BLCs layers (Fig. 4a,d, 

zone 2) have a large vacuole and a thin cytoplasm oppressed between the tonoplast and the 

plasma membrane, compare to inner BLCs layers (Fig. 4a,d, zone 1). In fact, a gradual decrease 

of cytoplasm volume combined to an increase of vacuolar size is detected in the upper BLCs 

layers of A. raddiana and T. indica (Fig. 4a,d, zone 1). The plasma membrane and the cell wall 

seem to remain intact during this evolution. Besides, these morphological changes detected here 

are concomitant to the accumulation of some highly electron dense elements in the space 

between the plasma membrane and the cell wall (see stars in Fig. 4b,e). Moreover, it is worth 

noting that some electron dense material is specifically observed in the cytoplasm of inner BLCs 

layer of A. raddiana (see stars in Fig 4a, zone 1 and 4c).  
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Figure 4: TEM micrographs showing the ultrastructural of A. raddiana and T. indica RBC 

CW: cell wall, G: golgi, mvb: multivesicular body, M: mitochondrion, PM: plasma membrane, SV: secreted 

vesicle, S: starch, V: vacuole. Asterisk represent some electron dense materials.   

Scale bars: a and d: 20 µm; b,c,e and f: 1µm 
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Monosaccharide composition of the root tip, RET and root exudate enriched 

fractions  

The monosaccharide composition of AIR of the root tip, RET and root exudate fractions 

of B. aegyptiaca, A. raddiana and T. indica was determined by GC-FID (Fig. 5). The 

monosaccharide composition of the root tip fraction of the three plants do not any show 

significative differences (Fig. 5a). Galactose (Gal), galacturonic acid (GalA), glucose (Glc), 

arabinose (Ara) and xylose (Xyl) represent the major monosaccharides. In contrast, the AIR of 

the RET fraction present significative differences among the three plants (Fig. 5b). The major 

monosaccharides represented in the three plants are Ara, Xyl, Gal and Glc, suggesting that 

pectin compounds with galactan and/or arabinan chains, xyloglucan and AGPs could be present 

in the RET. Yet, the proportion of Ara and Gal are highly different according to plant species. 

The relative proportion of Ara is high in A. raddiana (45%) compare to T. indica (25%) and B. 

aegyptiaca (10%). On the contrary, the relative proportion of Gal is highest in B. aegyptiaca 

(30%), followed by T. indica (25%) and A. raddiana (5%). 

 The root exudate fractions show the greatest differences in monosaccharide proportion 

among the three plants. Of the the nine monosaccharides analyzed seven show significant 

differences among plant species (Fig. 5c). Thus, the monosaccharide composition of the root 

exudate fraction seems plant specific. Root exudate fraction of B. aegyptiaca is mostly 

composed of Gal (40%), the other representative sugars are Ara, Xyl, GlcA and Glc (around 

10% each), and the less represented are Rha, Man and GalA (around 5% each). The three major 

monosaccharides in the root exudate fraction of A. raddiana are Ara, Xyl and Gal (around 25% 

each), the other sugars are few represented (between 2% to 5% each). Root exudate fraction of 

T. indica is mostly composed of Xyl (40%), the other representative sugars are Glc (25%), Ara 

and Gal (around 12% each), the proportion of the other monosaccharides is extremely low 

(between 1% to 3% each).  
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Figure 5 : Monosaccharide composition of alcohol insoluble residu of the root tip (A), RET (B) and root 

exudate (C) fractions from B. aegyptiaca, A. raddiana and T. indica seedlings. Each histogram represents the 

means of 3 technical replicates from 3 biological replicates. (n=9, Dunn’s multiple comparisons test used.   

**** P ≤ 0.0001  *** P ≤ 0.001 ** P ≤ 0.01 * P ≤ 0.01)  
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Nature of CW polymers in the root exudates of B. aegyptiaca, A. raddiana and T. 

indica 

Sugar linkage analysis of the four major monosaccharides of the AIR of the root exudate 

fraction was performed (Table 1) to link to corresponding polysaccharides. The root exudate 

fraction of the three plants show typical sugar linkage of arabinan side chain of 

rhamnogalacturonan-I, type II arabinogalactan, xyloglucan and xylan. The two Fabaceae A. 

raddiana and T. indica root exudate fractions show typical sugar linkage of arabinoxylan, but 

not B. aegyptiaca. Furthermore, A. raddiana root exudate fraction is the only one with a 

galactan side chain on rhamnogalacturonan-I. 

 
Table 1 : Sugar linkage analysis of major polysaccharides from alcohol insoluble residu of root exudate 

fraction. 

 

 

AGPs content in the RET and root exudate enriched fraction 

Monosaccharide composition combined to sugar linkage analysis suggests the presence 

of type II arabinogalactan, a typical side chain of AGPs. AGPs can be detected and quantified 

by rocket gel electrophoresis with the -D-glucosyl Yariv reagent (-D-Glc Y), as AGPs form 

a colored insoluble complex with it (Nguema-Ona et al., 2012; Kitazawa et al., 2013). Rocket 

gel electrophoresis of the AIR of RET-enriched fractions only detected AGPs in B. aegyptiaca 

(0.38 µg AGPs.mg-1 RET enriched fraction) and not in the other two species (Fig. 6a). As for 
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the AIR rocket gel of root exudate-enriched fractions, AGPs were detected in all the three 

plants, albeit with AGP content higher in B. aegyptiaca followed by A. raddiana and finally, T. 

indica (Fig. 6b). Based on the gum arabic standard, B. aegyptiaca contained the highest level 

of AGPs with 3 µg. g-1 dry weight of AIR of root exudates (Fig. 6c).  
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Figure 6 : AGPs content in enriched  RET and root exudate fractions.  

Histograms of arabinangalactan protein estimation (a), and an exemple of estimation of arabinangalactan protein 

gel precipitated with β-Yariv reagent (b). Each histogram represents the means of 3 biological replicates. (n=3, 

Tukey’s multiple comparisons test used.  **** P ≤ 0.0001 *** P ≤ 0.001 ** P ≤ 0.01). 
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Nature of CW polymers in the RET of B. aegyptiaca, A. raddiana and T. indica 

Immunofluorescence labelling experiments using mAbs recognizing a large panel of 

CW polymers were performed on fresh root tips and embedded root tip sections of the three 

plant species (Table 2).  
Table 2: Result of immunolabeling of major cell wall sugar motifs in the RET of the three woody 

seedlings by immunofluorescence microscopy. AGP: arabinogalactan protein ; G: Glucose ;  

HG: homogalacturonan ; RG: Rhamnogalacturonan ; X: Xylose. 

 

Fresh root tips allowed surface localization of the epitopes whereas root tip sections 

enabled epitope detection from the inner cells of the root tip. Immunocytochemical analysis 

was done with antibodies recognizing CW polymer epitopes like hemicellulose named 
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xyloglucan (XyG), pectins named rhamnogalacturonan-I (RG-I), homogalacturonans (HG), 

xylogalacturonan; and hydroxyprolin rich glycoproteins (HRGPs) named extensins and 

arabinogalactan proteins (AGPs). Results on fresh root tips and/or on embedded root tip 

sections are summarized in table 2.  

For XyG, the XXXG epitope is detected in RBCs cell wall and mucilage of all three 

species (table 2, Fig. 7a-c).  

 

Figure. 7 : (d-f) Immunofluorescence labelling of xyloglucan epitopes recognized by mAb LM15 at the 

cell surface of the RBC and in their associated mucilage. (g-j) Immunofluorescence labelling of homogalacturonan 

epitopes recognized by mAb LM19 mainly in the mucilage associated to RBC. BC: Border cells; m: mucilage; 

Scale bar: a-g: 50 µm.   

For RG-I, epitope recognized by mAb LM6 (short chain arabinan) is the only one 

detected in all species in the RBCs cell wall and mucilage. The other RG-I epitopes were only 

detected in T. indica (table 2), and the epitope recognized by the mAb LM5 (galactan chains) 

is present only in RBCs cell wall, not the mucilage (Fig. S2). HG epitopes with high and low 

degree of esterification were detected in RBCs cell wall and mucilage of B. aegyptiaca, A. 

raddiana and T. indica (table 2, Fig. 7d-f). Xylogalacturonans epitope recognized by the mAb 
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LM8 is present in RBCs cell wall and mucilage of B. aegyptiaca, but not detected on A. 

raddiana (table 2). (table 2, Fig. S2). 

Using mAb LM1, extensins are detected in RBCs cell wall and mucilage of B. 

aegyptiaca, A. raddiana and T. indica (table 2, Fig. 8a-c). To detect the presence of AGPs, we 

used six different mAbs. LM2, LM8 and JIM13 label detected in RBCs cell wall and mucilage 

of all three plants (table 2, Fig. 8d-i). JIM 13 epitopes were less abundant in T. indica RBCs 

cell wall and mucilage compared to B. aegyptiaca and A. raddiana (Fig. S3). Epitope 

recognized by mAb JIM4 was only present on A. raddiana root tip and B. aegyptiaca was also 

the only one to show fluorescence with mAbs JIM14 and JIM16. For JIM14 we observed 

fluorescence restricted to the RBCs cell wall (table 2, Fig. S2).   
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Figure 8 : (a-b) Immunofluorescence labelling of extensin epitopes recognized by mAb LM1 mainly in 

the mucilage associated to B. aegyptiaca (a)and A. raddiana (b) RBC. (d-e) Immunofluorescence labelling of 

arabinogalactan protein epitopes recognized by mAb LM2 mainly in the mucilage associated to B. aegyptiaca (d) 

and A. raddiana (e) RBC. (g-i) Immunofluorescence labelling of arabinogalactan protein epitopes recognized by 

mAb JIM13 on longitudinal section of root tips. BC: border cell; M: mucilage, R: Root; RBC: root border cells. 

Scale bars: a and c: 50µm; b:100µm; d-i : 50µm. 
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Growth effects of root exudates enriched fraction on the Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria (PGPR) A. brasilense  

The root exudate-enriched fractions of B. aegyptiaca, A. raddiana and T. indica were 

added to a mineral medium inoculated with A. brasilense. Growth curves were measured and 

compared to inoculated mineral medium with or without carbone and azote source, as positive 

and negative controls respectively (Figure 9).   

The root exudateenriched fraction from B. aegyptiaca is more quickly catabolized by A. 

brasilense compare to A. raddiana and T. indica. Indeed, A. brasilense generation time (G) in 

inoculated medium with root exudates from B. aegyptiaca is 2.5h, i.e., comparable with the 

positive control (MM+CN) where G=2.3h (table S1), and more rapid than when inoculated with 

A. raddiana (G=4h) and T. indica (G=4.1h) root exudates. Furthermore, the stationary phase of 

in the presence of B. aegyptiaca and A. raddiana root exudates is longer than when inoculated 

medium is supplemented with T. indica exudates. 

 

 

Figure 9 : Growth curves of A.brasilens Sp245 on crude root exudates. 
A. brasilense were suspended with: mineral medium (MM), no added carbon and nitrogen source), minimum 

media complemented with  0.25% malate and 0.1% NH4Cl minimum media, or with 0.1% (w/v) root exudates 

(RE). Experiment was performed twice with same profil.   
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DISCUSSION  

For survival of woody seedlings in semi-arid environments, the maintenance of optimal 

root growth is crucial. In the context of reforestation, it is particularly important in the critical 

stages following sapling transfer from the nursey to the field and during the first dry season. 

The integrity of the root apical meristem (RAM) which controls root system establishment, 

depends on the root cap zone (Darwin and Darwin, 1880) and border cell activities. Here, we 

studied the RET (root borders cells and their associated mucilage) and the root exudates of B. 

aegyptiaca, A. raddiana and T. indica seedlings cultured in vitro by combined microscopy and 

biochemistry approaches. Our data provide complementary information relative to RBC and 

RET from woody species. Moreover, the results herein concerning cell wall polymer 

composition in both RET and root exudates reveal that AGPs that participate in regulating plant-

microorganism interactions in the rhizosphere may also participate in protecting the root tip 

against drought stress. 

Root border cell features in woody Sahelian seedlings  

In angiosperms, RBC produced by the root cap seem to be correlated to the RAM 

organization (Hamamoto et al., 2006; Rost, 2011). Plants from the Brassicaceae family exhibit 

a closed RAM, with three distinctive tiers of initials (vascular cylinder, cortex and both root 

cap and epidermal initials), and release border-like cells (Vicré et al., 2005; Driouich et al., 

2012). Basic and intermediate-open RAM, corresponding to meristem with more or less 

indistinct tiers of cells, are described in numerous angiosperms (Heimsch & Seago, 2008). 

Leguminous plants from the Fabaceae family, like pea or soybean, exhibit a basic-open RAM 

and produce border cells type (Hawes et al., 2000; Driouich et al., 2010). Nevertheless, the 

RAM organization is highly plastic, changing according to the root growth stage (Chapman et 

al., 2002b; Heimsch & Seago, 2008; Rost, 2011b). 

Herein, we observed the RBC detachment in root seedlings. Plants of the 

Zygophyllaceae family, such as B. aegyptiaca, exhibit several RAM types ranging from closed 

RAM and transitional RAM to open RAM (Heimsch & Seago, 2008). Considering we observed 

mainly border cells type confined in root tip seedlings, we postulate that B. aegyptiaca possess 

an open RAM at least in the growing part of the root. A. raddiana and T. indica are leguminous 

trees belonging to the Fabaceae family which are described to exhibit open RAM (Heimsch & 

Seago, 2008; Endo et al., 2011). As it was already showed by Endo et al., (2011) for A. 
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mangium, these two Fabaceae plants release mainly sheaths of cells. Based on the ratio between 

cell length and cell width, we showed that all three species studied produce three RBC 

morphotypes: spherical, intermediate and elongated. Spherical RBCs are mainly of the BC type. 

As already observed by Endo et al., (2011), we confirmed here that Fabaceae woody plants 

produce both single BC (spherical) and BLC (intermediate and elongated). While RBC released 

from B. aegyptiaca were restricted to the root tip, RBC from T. indica and A. raddiana were 

also observed 3 mm and 6 mm respectively above the tip. Considering their position, we could 

postulate that these BLC were originated from the lateral root cap. In Arabidopsis, which 

exhibits a closed-RAM and produces BLC, the peripheral columella root cap cells are sloughing 

alive in the rhizosphere (Vicré et al., 2005; Durand et al., 2009), whereas the peripheral lateral 

root cap cells are released following cell death process (Fendrych et al., 2014; Kumpf & 

Nowack, 2015).  

In the two Fabaceae species, A. raddiana and T. indica, BLC located around 2 mm 

above the root tip (Figure 4), exhibit morphological features commonly associated with 

vacuolar cell death (Van Doorn, 2011). This type of plant cell death is generally associated to 

a drop in cytoplasmic pH. Fendrych et al., (2014) registered a decrease of cytoplasmic pH in 

Arabidopsis peripheral lateral root cap cells previously to their death. According to the other 

studies, we showed that in two Fabaceae woody plants, release of BLC originated from lateral 

root cap is probably a cell death process. No cell death feature is detected in B. aegyptiaca BC 

confirming that BC are mainly the result of root cap sloughing.    

Moreover, UV-reactive substances detection in detached BLC from A. mangium (Endo et al., 

2011) postulate the deposit of cell wall secondary compounds during BLC differentiation. We 

note here that cellular morphological changes observed in both A. raddiana and T. indica BLC 

are concomitant with the accumulation of some wax-like substances in the space between the 

plasma membrane and the cell wall, presumably phenolic compounds such as suberins (Pollard 

et al., 2008; Beisson et al., 2012). Recently, comparative transcriptomic analysis between the 

root tip and border cells of Medicago trunculata showed enhanced transcript levels associated 

with secondary metabolism (phenylpropanoids, phenolics and waxes) in border cells (Watson 

et al., 2015). Their cytoplasm is particularly enriched in Golgi apparatus with numerous 

associated vesicles probably involved in the mucilage production (Hawes et al., 2000; Driouich 

et al., 2012; Wang et al., 2017a). 
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Cell wall polymers in RET and root exudates of Sahelian woody seedlings 

Root-associated mucilage is particularly enriched in cell wall polysaccharides including 

pectins, hemicellulose, proteins and proteoglycans like AGPs (Chaboud, 1983; Bacic et al., 

1986; Moody et al., 1988; Ray et al., 1988; Knee et al., 2001; Timotiwu & Sakurai, 2002). In 

this study, we detected the presence of pectins including homogalacturonans, 

rhamnogalacturonans I (RG-I), xyloglucan, extensins and AGPs in the RET of the three woody 

species. With the exception of extensins, biochemical data also indicate the presence of these 

cell wall polymers in root exudates. Immunocytochemical analysis confirmed the presence of 

these polymers in the RET of the three woody seedlings. Moreover, the pectic compound 

xylogalacturonan (XGA), known to improve root defense against some telluric pathogens, is 

also detected. Based on immunogold labeling in alfafa, Wang et al., (2017) propose a model of 

cell-wall polymer secretion in the mucilage. While xyloglucan, AGPs and pectins including 

polygalacturonan-RGI are secreted both in the peripheral root cap cells and BC from the same 

trans-Golgi-derived vesicles, XGA are only released from BC within distinct trans-Golgi 

vesicles. The RBC mucilage showed a strong fluorescent signal in all immunolabelling assays. 

Besides, as already described for pea BCs (Mravec et al., 2017), and alfafa BCs (Wang et al., 

2017a). 

As already reported in pea (Mravec et al., 2017), monosaccharide composition showed 

differences between root tip and RET. In all three woody species, while GalA level was lower 

in the RET compared to the root tip, on the contrary, Gal, Ara, and Xyl levels are greater in the 

RET of B. aegyptiaca, A. raddiana and T. indica respectively. Moreover, while the 

monosaccharide composition in the root tip was similar for the three woody species studied, 

significant differences are detected among species in the RET and exudate fractions. These data 

reveal that the mucilage and root exudate cell wall composition exhibit present some degree of 

species specificity. In a review focusing on the plasticity of the rhizosphere, Carminati and 

Vetterlein (2013) explain that mucilage increases the water-holding capacity of the rhizosphere 

in proximity with young roots growing in a drying sandy soil (Carminati & Vetterlein, 2013). 

This suggests a possible involvement of polysaccharide composition to impact seedling survival 

in arid environments.  

As it was previously described (Mravec et al., 2017), Galacturonic acid (GalA) content 

is lower in the RET of the three seedlings compared to the root tip (Fig. 5), suggesting that HG 
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degradation facilitates RBC detachment. B. aegyptiaca RET contains high amounts of mannose 

(Man), which could be due to the presence of glucomannans.  The RET is particularly enriched 

in cell wall polymers which could be involved in RBC adhesion (Durand et al., 2009) and its 

web-like properties (Driouich et al., 2013). 

In contrary to B. aegyptiaca and A. raddiana which thrive in semi-arid areas, T. indica 

was more sensitive to drought (Wade et al., 2017). Although AGPs are present in the RET and 

the root exudates of all three species, we show that AGPs are more abundant in B. aegyptiaca 

and A. raddiana seedlings compared to T. indica. AGP is a family of non-enzymatic cell surface 

hydroxyproline-rich glycoproteins found in plant cell walls, in the plasma membrane or in plant 

secretions (Nguema-Ona et al., 2012, 2014). These proteoglycans are known to control cell 

morphology and growth, and also play a major role in defense against pathogens (Cannesan et 

al., 2012; Nguema-Ona et al., 2013). Furthermore, the involvement of AGP in low temperature 

tolerance (Yan et al., 2015) and salt-adaptation processes (Olmos et al., 2017) have been 

recently described. It is worth noting that AGPs are extremely hydroscopic and have a high 

water-holding capacity (Fincher et al., 1983; Showalter, 2001). Moreover, unlike 

polygalacturonan pectins, AGPs have the capacity to form gels without the presence of calcium 

ions (Chaboud, 1983). Physicochemical analysis of soil from the Ferlo area where Green Wall 

reforestation is currently underway, showed that the cation levels are particularly low (data not 

shown). In this context the higher content of AGP in the RET and root exudate fractions of B. 

aegyptiaca and A. raddiana seedlings could contribute to their better survival in semi-arid 

environments. Moreover, AG-II are mostly found attached to AGPs, already described as a 

compound of pea (Cannesan et al., 2012) and potatoes root exudates (Koroney et al., 2016). 

 

Metagenomic data of the Ferlo soil (Geneviève Grundmann and Claire Pringent-

Combaret personal communications) revealed the presence of A. brasilense, a soil-benefical 

bacteria involved in enhancement of plant drought tolerance (Cohen et al., 2015). Although 

root exudates of the three woody seedlings could be catabolized by the beneficial bacteria, root 

exudates from B. aegyptiaca and A. raddiana seedlings are more efficient compare to those 

from T. indica. Chemotaxis analysis comparing the effect of crude root exudates to those treated 

by the -Yariv reagent could be of interest to investigate the involvement of AGP in woody 

plant root -A. brasilense interactions in the rhizosphere.  
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The RET and root exudates ensure numerous functions in the rhizosphere to control 

biotic (Cannesan et al., 2012) and abiotic (Miyasaka & Hawes, 2001; Cohen et al., 2015) 

processes. Although their role is not directly elucidated here, this study emphasizes that AGPs 

could contribute in protecting the root tip against drought injury. Now, it could be interesting 

to explore the AGP content of woody seedlings RET and exudates following a dehydration 

process. These analyses could be first done with in vitro studies and finally conduct in a soil in 

situ. This work opens new research perspectives regarding involvement of root tip chemistry in 

plant survival to aridity.  
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SUPPLEMENTARY DATA  

 
Supplementary Fig. S1: Viability of root border cells  

RBC of B. aegyptiaca (a), A. raddiana (b) and T. indica (C) stained with calcein-AM. 

Scale bars : 100µm. Little left squares correspond to bright field images.  RBC : root border cell; RT : root tip 

 

 

 

Supplementary Figure S2 : Immunofluorescence labelling of RG-1 epitopes recognized by mAb LM5 

and AGP epitopes recognized by mAb JIM14 and JIM16. T. indica (a to c) and B. aegyptiaca (d).   
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Supplementary Figure S3: TEM micrographs showing immunogold labelling AGPs epitopes 

recognized by mAb JIM13  

a: B. aegyptiaca; b: A. raddiana; c: T. indica m: mucilage, PM: plasma membrane, V: vacuole 

Scale bars: a - c: 1µm 
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Table S 1 Composition of different medium for Growth curves of A.brasilens Sp245 on crude root 

exudates 

 
MM: mineral medium with no added carbon and nitrogen source; MM+CN mineral medium 

complemented with carbon and nitrogen source; MM+RE: mineral medium complemented with 0.1% (m/v) root 

exudates (RE). 
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Résultats complémentaires 

I-2 Analyses microscopiques du RET  

I-2-1 Mesure des longueurs des cellules frontières 

Dans l’étude morphologique présentée précédemment dans l’article, B. aegyptiaca, A. 

raddiana et T. indica présentent 3 morphotypes de cellules frontières avec une même répartition 

dans les proportions, à savoir une forte dominance du morphotype intermédiaire. En 

informations complémentaires, une distribution de la taille de 2500 cellules frontières de 

chacune des plantes en nuage de points est présentée [Fig 39]. On constate que la longueur 

maximale des cellules frontières des Fabaceae A. raddiana et T. indica semble être aux 

alentours de 300 µm. À contrario, pour la Zygophylaceae B. aegyptiaca cela serait aux alentours 

de 400 µm, si on fait abstraction des quelques valeurs aux dessus de 500 µm, qui semblent ne 

pas être représentatives des 2500 cellules frontières mesurées.  

 

Figure 39 : Répartition de la taille (µm) des cellules frontières des différentes plantes. 

La répartition de la taille des cellules est exprimée en µm d’un pool de 250 cellules frontières par racine, n=10 
racines. 

(Mravec et al., 2017a), ont décrit une taille maximale de cellules frontières aux alentours 

de 300 µm pour une autre Fabaceae, Pisum sativum. Il est donc possible que la famille 

botanique puisse jouer un rôle sur la taille des cellules frontières.   
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I-2-1 Etude cinétique de la viabilité des CF d’acacia après leur détachement 

Un suivi de viabilité par la calcéine-AM a été réalisé toutes les 24 h pendant 5 jours sur 

des cellules frontières isolées d’apex racinaires d’A. raddiana [Fig 40]. 

D’après les observations, les cellules frontières d’A. raddiana sont capables de  

survivre 96 h après leur détachement [Fig 40 E]. Cependant, au fur et à mesure que les jours 

passent, la viabilité des cellules frontières diminuent. Cela corrobore les résultats de Plancot et 

al., (2013), où un suivi de la viabilité des BLCs d’A. thaliana en fonction du temps avait 

également montré une diminution après 48 h de culture en ½ MS (Plancot et al., 2013). De plus, 

il semblerait que les cellules frontières de taille intermédiaire, formant des chainettes  

[Fig 40 C et E] soient celles qui restent viables plus longtemps.  

  

Figure 40 : Cinétique de suivi de viabilité par la Calcéiene-AM de cellules frontières. 

Cellules frontières (flèche blanche) d’A. raddiana après leur détachement en milieu ½ MS stérile. La fluorescence 
indique la viabilité. (A) : 0 h ; (B) : 24 h ; (C): 48 h ; (D) :72 h ; (E) : 96 h Échelle 250 µm. 

Cependant, il serait intéressant de déterminer un suivi de viabilité en fonction des 3 

morphotypes observés pour limiter les biais, ainsi que d’établir un taux de cellules vivantes. 
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I-3 analyses biochimiques du RET et des exsudats racinaires 

I-3-1 Aspect du culot RET (CF et mucilage) et exsudats lyophilisés. 

Après avoir récolté et séparé les cellules frontières des exsudats racinaires, deux 

fractions sont obtenues : une fraction enrichie en RET (cellules frontières et mucilage) nommée 

fraction « RET », et une seconde enrichie en exsudats nommée « exsudats racinaires ». Une 

lyophilisation est réalisée [Fig 41] afin d’obtenir une masse pour normaliser la quantité de 

matériel utilisée pour les différents dosages et expériences.  

 

Figure 41 : Culots lyophilisés de fractions enrichies en RET et en exsudats racinaires. 

(A) Culots lyophilisés de RET ; (B) Culots lyophilisés d’exsudats racinaires.   

Une nette coloration est observée pour le RET et les exsudats racinaires d’A. raddiana 

et T. indica par rapport à B. aegyptiaca. Il est possible que cette coloration soit due à une 

oxydation de molécules, possiblement des composées phénoliques. Par ailleurs, lors de la 

préparation des AIR de paroi des cellules frontières, la texture des cellules frontières de B. 

aegyptiaca lyophilisé était cotonneuse et très souple alors que pour les cellules frontières d’A. 
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raddiana et de T. indica, la texture était cassante comme des feuilles sèches d’algues japonaises 

(Nori). Ces différences de textures peuvent être dues à la composition différentielle des parois 

des cellules frontières et/ou de leur mucilage associé. 

I-3-2 Activités enzymatiques au sein des exsudats racinaires 

I-3-2-1 Activité pectine methyl esterase (PME) 

Des tests d’activités PMEs par diffusion radiale ont été réalisés sur des fractions 

enrichies en exsudats racinaires bruts de B. aegyptiaca, A. raddiana et T. indica. Les exsudats 

bruts ont été concentrés à l’aide d’un centricon au seuil de coupure de 10 kDa [Fig 42]. 

 

Figure 42 : Histogramme représentant l’activée PME dans les exsudats racinaires de B. 
aegyptiaca, d’A. raddiana et de T. indica. 

L’activité enzymatique est exprimée en U.mg-1 de protéine présente dans les exsudats racinaires, une comparaison 
multiple a été réalisée via un test de Kruskal-Wallis suivi d’un post-test de Dunn, n=6, α=5% * : P value ajustée < 
0,0449.  

Les fractions enrichies en exsudats racinaires des 3 plantes présentent une activité PME. 

B. aegyptiaca a une activé spécifique de 2.5±0.3 U.mg-1 protéine, A. raddiana 1.6±0.2 U.mg-1 

protéine et enfin T. indica de 2.1±0.2 U.mg-1 protéine. Une différence significative a été 

observée entre l’activité PME de B. aegyptiaca qui est supérieure que celle d’A. raddiana. Un 

des groupes de polymères majeurs de la paroi primaire des parois cellulaires chez les 

Dicotylédones sont les pectines. Au sein des pectines, les acides homogalacturoniques sont 
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synthétisés dans le Golgi et adressés à la paroi sous leur forme fortement méthylestérifiée. Une 

fois au niveau de la paroi, des PMEs peuvent les déméthyler (Pelloux et al., 2007; Mohnen, 

2008; Jolie et al., 2010). La déméthylation des pectines peut permettre aux acides 

polygalacturoniques des pectines de former des gels grâce au calcium (Willats et al., 2001), 

augmentant la fermeté de la paroi et influençant la porosité (Jolie et al., 2010). De plus, cette 

gélification des pectines limiterait les dommages cellulaires lors de stress hydrique (Tenhaken, 

2015). D'autre part, l'action des PMEs rend les pectines plus susceptibles d'être dépolymérisées 

par les polygalacturonases (PG) et les pectate lyases, contribuant ainsi au ramollissement de la 

paroi cellulaire. De plus, l'action des PMEs produit des protons et, par conséquent, entraîne une 

diminution locale du pH de la paroi cellulaire (Pelloux et al., 2007), tout en activant d'autres 

enzymes de paroi cellulaire telles que des PGs, entrainant un relâchement de la paroi cellulaire. 

Ici, B. aegyptiaca semblerait avoir la plus grande activité PME dans sa fraction enrichie en 

exsudats racinaires par rapport aux 2 autres plantes. Il est possible que cette activité lui donne 

un avantage en créant au sein de son RET un mucilage riche en acides homogalacturoniques 

qui pourraient se lier à des ions calcium et former un gel protecteur et rétenteur d’eau. 

Cependant, il faut pondérer l’action des PMEs comme favorisant la tolérance à la sécheresse. 

En effet, il a été montré chez des plantes transgéniques d’A. thaliana surexprimant un inhibiteur 

de PME de Capsicum annuum (CaPMEI1) une augmentation de la tolérance à la sécheresse 

(An et al., 2008). L’implication dans la tolérance à la sécheresse des PMEs et des PMEI ne 

semble pas encore totalement comprise. Par ailleurs, une étude réalisée sur des plantules de 

haricot en condition de stress hydrique, montre qu’à l’apex racinaire, il y a une diminution de 

la portion pectique dans la paroi totale ainsi qu’une diminution du degré de méthylation de ces 

composés pariétaux (Yang et al., 2010).  

I-3-2-2 Activité polygalacturonase (PG) 

Des tests d’activités PGs par diffusion radiale ont également été réalisés sur des fractions 

enrichies en exsudats racinaires bruts de B. aegyptiaca, A. raddiana et T. indica. Aucune 

activité n’a été détectée pour aucun des exsudats racinaires aux différents pH testés : 3,5 / 4,0 / 

4,5 / 5,0. Or, pour que les PGs puissent agir au sein des pectines, il faut préalablement que les 

pectines soient déméthylées. Pourtant, il y a au sein des exsudats racinaires des 3 plantes une 

activité PME. Il est possible que la méthode utilisée ne soit pas assez sensible pour détecter une 

activité PG. Cependant Hawes & Lin, (1990) ont décrit chez le pois, qu’il y avait une activité 

PG uniquement avant que les premières cellules bordantes ne se détachent de la coiffe racinaire. 
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De plus, ils ne détectaient pas d’activité PG dans les suspensions de cellules bordantes, ni dans 

le milieu de culture de racine ayant une coiffe racinaire intacte. Ils suggèrent que l’activité PG 

est seulement localisée dans la coiffe racinaire et présente uniquement au moment du 

détachement des cellules bordantes (Hawes & Lin, 1990). Il est donc possible que l’absence 

d’activité PG au sein de la fraction enrichie en exsudats racinaires des différentes plantes soit 

comparable à celles décrites dans la littérature et uniquement présente lors du détachement des 

cellules bordantes. En effet, le rôle des PGs se limiterait peut-être uniquement au détachement 

des cellules frontières, et qu’une fois celles-ci détachées le maintien de l’activité PG serait 

inutile pour les cellules frontières. De plus, s’il n’y a pas d’activité PG au sein de la fraction 

enrichie en exsudats racinaires des 3 plantes, c’est peut-être une stratégie pour éviter la 

dislocation des pectines et la perte du gel produit par les acides homogalacturoniques liés aux 

ions Calcium.   

I-3-2-3 Activité peroxydase 

Enfin des tests d’activités spécifiques de peroxydases [Fig 43] ont été réalisés à l’aide 

du suivi de la production de tétragaïacol sur des fractions enrichies en exsudats racinaires bruts 

de B. aegyptiaca, A. raddiana et T. indica.  

 

Figure 43 : Histogramme représentant l’activée spécifiques de peroxydase dans les exsudats 
racinaires de B. aegyptiaca, d’A. raddiana et de T. indica. 
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L’activité est exprimée en nKat.mg-1 de protéines présentes dans les exsudats racinaires, une comparaison multiple 
a été réalisée via un test de Kruskal-Wallis suivi d’un post-test de Dunn, n=6, α=5% *** : P value ajusté < 0,0003 
NS : non significatif. 

 

L’activité peroxydase en nKat.mg-1 de protéine de B. aegyptiaca est de 2,66±0,15, de 

0,09±0.01 pour A. raddiana et de 0,75±0,01 pour T. indica.  

Les peroxydases jouent un rôle dans la modification de la paroi végétale lors de la 

croissance cellulaire, soit en la relâchant ou soit en la raidissant (Francoz et al., 2015; Somssich 

et al., 2016). En effet, une production d’espèces réactives de l’oxygène permet la lignification 

de la paroi cellulaire (Blokhina et al., 2003; Gall et al., 2015; Francoz et al., 2015). De plus, 

l’activité des peroxydase est nécessaire dans la formation et le développement des poils 

absorbants racinaires (Kwon et al., 2015).  

Sous un stress hydrique ou osmotique, une augmentation des espèces réactives de 

l’oxygène est observée, s’accumulent dans la cellule (Maia et al., 2012; Gall et al., 2015), 

entrainant des dommages sur l’ADN, l’oxydation de lipides, et protéines au sein de la cellule 

(Sharp et al., 2004) jusqu’à perturber son fonctionnement (Farooq et al., 2009; Csiszár et al., 

2012). De plus, une augmentation du niveau d’éthylène vient inhiber la croissance racinaire. 

Des mécanismes de régulation et dégradation des espèces réactives de l’oxygène sont mis en 

place dont l’action d’enzymes telles que des peroxydases, des Glutathion S-Transférases, des 

SuperOxydes Dismutases et des catalases (Blokhina et al., 2003; Nagy et al., 2004; Farooq et 

al., 2009; Sandhya et al., 2010; Ranjan et al., 2012). En effet, sous un stress hydrique, l’activité 

peroxydase augmente dans des radicules de cultivars de riz (Shi et al., 2014), mais aussi dans 

des cultivars de blé sensibles et tolérants (Csiszár et al., 2012). Par ailleurs, il a été décrit chez 

2 cultivars de coton tolérants à la sécheresse une forte transcription pour des peroxydases 

(Ranjan et al., 2012). 

L’activité peroxydase au sein d’exsudats racinaires a déjà été démontrée dans la 

littérature (Gramss & Rudeschko, 1998; Yu et al., 2003; Badri & Vivanco, 2009). La forte 

activité en peroxydases de B. aegyptiaca par rapport à l’A. raddiana et au T. indica pourrait 

expliquer la faible coloration (phénomène d’oxydation) du RET et des exsudats racinaires. De 

plus, il est possible que cette forte activité peroxydase pourrait aider entre autres à maintenir la 

croissance racinaire de B. aegyptiaca en cas de stress hydrique. Cependant il faudrait tester 

d’autres activités enzymatiques impliquées dans la régulation des espèces réactives de 
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l’oxygène pour soutenir l’hypothèse que B. aegyptiaca dispose d’un système anti-oxydant 

efficace face à un stress hydrique. 
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I-3-3 Profils FTIR 

Des profils FTIR sur B. aegyptiaca, A. raddiana et T. indica ont été réalisés sur des AIR, 

de fractions enrichies en apex racinaires [Fig 44 A] dépourvues du RET, de fractions enrichies 

en RET [Fig 44 B], et de fractions enrichies en exsudats racinaires [Fig 44 C]. Cette technique 

permet d’obtenir des informations sur la nature des groupements chimiques présents dans 

l’échantillon mais aussi son empreinte moléculaire. 

 

Figure 44 : Spectres FTIR de résidus insolubles à l’alcool (AIR). 

(A) AIR de pointe racinaire ; (B) AIR de RET ; (C) AIR d’exsudats racinaires.   
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On observe un même profil des spectres FTIR des fractions enrichies en apex racinaire 

et des fractions enrichies en RET sur les 3 plantes. Cependant, il semblerait que les fractions 

enrichies en exsudats racinaires aient une différence de profil. Par ailleurs, en 2017, Mravec et 

al. dans une étude réalisée sur le pois, ont montré des spectres similaires pour les fractions 

enrichies en apex et en RET (Mravec et al., 2017a). Il est probable que les apex racinaires et le 

RET (cellules frontières + mucilage) partagent le même type de molécule, alors que les exsudats 

seraient plus spécifiques de l’espèce. De plus, nous avons montré que les exsudats racinaires 

n’avaient pas le même type d’effet sur A. brasilense, ce qui renforce cette idée que les exsudats 

racinaires seraient plus spécifiques d’une plante. 
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Chapitre 4 : Conclusions et perspectives 

B. aegyptiaca, A. raddiana et T. indica, trois plantes subsahariennes originales qui 

détonent des plantes modèles utilisées au laboratoire telles qu’A. thaliana, le lin, le pois, le maïs 

ou encore le blé. Procéder à la caractérisation in vitro du RET et des exsudats racinaires de ces 

plantes afin d’établir un lien entre les éléments étudiés in vitro et le degré différent de tolérance 

à l’aridité de ces ligneux lors de leur réimplantation in situ est un objectif osé et ambitieux.  

Pour mener à bien ce travail, des mises au point des protocoles de culture et 

d’observations microscopiques ont dû être réalisées pour chacune des plantes. A ceci s’ajoute 

une disponibilité limitée des fruits et des graines, ainsi qu’un contrôle qualité de l’état sanitaire 

des graines souvent médiocre. En effet, des contaminations parasitaires et microbiennes, ajouté 

à des taux de germination et de croissance inférieure à 10%, ont participé à limiter 

considérablement le matériel biologique disponible afin de réaliser l’ensemble des expériences. 

La taille des racines principales des plantules de ces 3 espèces ligneuses a cependant 

avantageusement facilité leurs manipulations et la récupération en quantité suffisante de leurs 

RET et de leurs exsudats racinaires en comparaison de plantes modèles classiques. Néanmoins, 

des stratégies d’adaptation ont été nécessaires notamment pour la partie imagerie. Par exemple, 

la mise entre lame et lamelle de racines épaisses est laborieuse pour ne pas écraser et abimer 

l’échantillon. De même, il a été difficile de réaliser des coupes optiques par microscopie 

confocale sur l’ensemble de la racine, vue son épaisseur, et ce même à un âge juvénile. De plus, 

lors de l’enrésinement des racines après leur cryofixation, des temps nettement supérieurs 

d’incubation avec la résine ont été nécessaires par rapport aux autres plantes modèles pour 

assurer un enrobage correct. 

Pourtant, malgré les difficultés rencontrées, des éléments se dégagent sur l’implication 

potentielle du RET et des exsudats racinaires dans la tolérance à l’aridité via les 

glycomolécules ; ouvrant ainsi des hypothèses et des perspectives de recherche intéressantes.
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I-La caractérisation et les fonctions potentielles du RET de plantes ligneuses sahéliennes 

Pour la survie de jeunes plantes dans un environnement hostile à la vie tant par le 

manque d’eau que par le manque de sels minéraux et nutriments, il est capital pour la plante 

que sa croissance racinaire soit maintenue et efficiente lors de ses premiers stades de 

développement afin de garantir sa survie et sa pérennité.  

La croissance racinaire est possible grâce à la division des cellules du méristème 

subapical de racine. L’intégrité et la protection du RAM face aux diverses agressions sont 

assurées par la coiffe racinaire, le RET (correspondant aux cellules frontières issues de la coiffe 

et au mucilage que ces cellules produisent) et également par les exsudats racinaires dans leur 

globalité. 

B. aegyptiaca, A. raddiana, T. indica sont trois plantes ligneuses choisies par le 

programme de reboisement de la grande muraille verte dont le degré de tolérance à la sécheresse 

diffèrent. B. aegyptiaca a une très bonne tolérance, A. raddiana a lui une tolérance moindre 

mais présente, alors que T. indica, a lui une assez mauvaise tolérance à l’aridité.  

Ces plantes subsahariennes présentent toutes trois, des cellules frontières vivantes, 

métaboliquement actives avec la présence de Golgi et de vésicules de sécrétion. Ces cellules 

via leur sécrétion s’entourent d’un épais mucilage. De plus, ces plantes présentent trois 

morphotypes de cellules frontières : sphérique, intermédiaire et allongé. Curieusement, même 

si elles ne sont pas issues de la même famille botanique, elles ont la même répartition en 

proportion des différents morphotypes se caractérisant par une majorité de cellules du 

morphotype intermédiaire. Il serait intéressant d’établir un suivi de viabilité des cellules 

frontières en fonction de leurs morphotypes, afin de mieux comprendre le rôle potentiel de 

chaque morphotype dans la protection de l’apex racinaire.   

Cependant quelques différences ont été observées entre ces 3 plantes concernant la 

morphologie des cellules frontières. Le type de cellules frontières de B. aegyptiaca est de type 

Border cells (BC) comme c’est le cas chez le pois (Pisum sativum). A contrario pour A. 

raddiana et T. indica dont les 2 types de cellules frontières BC et BLC ont été mis en évidence 

dans ce travail. Chez ces 2 ligneux de la famille des Fabaceae, les cellules de type BC 

correspondent au morphotype sphérique tandis que les cellules frontières de type border like 

cells (BLC) sont observées au sein des morphotypes intermédiaire et allongé. Il est possible que 
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chez les ligneux de la famille des Fabaceae, la présence des deux types de cellules frontières, 

BC et BLC coexistent comme décrit chez l’Acacia mangium (Endo et al., 2011). Toutefois, il 

ne semblerait pas que le fait d’être ligneuse soit une condition suffisante pour produire les deux 

types de cellules frontières. En effet, B. aegyptiaca étant aussi un ligneux ne produit que des 

cellules frontières de type BC. Par ailleurs, le soja (Glycine max) qui appartient à la famille des 

Fabaceae semblerait produire lui aussi des BCs et BLCs (Ropitaux, data non publiées). Il 

semblerait donc que l’appartenance à la famille des Fabaceae soit propice à la production de 

BCs et de BLCs. Néanmoins, chez le pois (Pisum sativum), une autre Fabaceae, les cellules 

frontières produites par son apex racinaire ne sont que de type BC (Hawes & Lin, 1990; Hawes 

et al., 1998).  

Une des possibilités qui pourrait expliquer pourquoi certaines plantes issues de la même famille 

ne produisent pas les mêmes types de cellules frontières, serait qu’en fonction du type de 

méristème subapical de racine, il y aurait un type de cellules frontières produit (Driouich et al., 

2012). En effet, A. thaliana ayant un RAM fermé produit des BLCs, tout comme le lin (Linum 

usitatissimum) alors que P. sativum ayant un RAM ouvert produit des BCs (Hawes et al., 1998; 

Chapman et al., 2002; Groot et al., 2004; Vicré et al., 2005; Heimsch & Seago, 2008; Plancot 

et al., 2013). Toutefois, chez A. mangium, le RAM est ouvert et produit les deux types de 

cellules frontières (Endo et al., 2011). Les auteurs suggèrent qu’il y a un autre facteur 

indépendant du type de RAM qui influencerait la production des différents types de cellules 

frontières. 

 

L’étendue du RET enrobant les apex racinaires n’est pas similaire pour ces 3 plantes. 

En effet, le RET est restreint à la pointe racinaire chez B. aegyptiaca, alors qu’il s’entend sur 

une distance de 6 et 3 mm de l’apex pour respectivement A. raddiana et T. indica. La zone où 

s’étendent les cellules frontières d’A. raddiana semble corroborer avec celle d’A. mangium 

(Endo et al., 2011). Il serait intéressant de déterminer si le genre d’une espèce végétale est lié 

à l’étendue du RET enrobant son apex racinaire. 

L’analyse de la composition monosaccharides par GC-FID ainsi que l’analyse par FTIR 

des 3 plantes sur leurs différentes fractions enrichies en AIR d’apex racinaire, de RET et 

d’exsudats racinaires montrent une similitude de profils pour l’apex racinaire, de légères 

différences pour le RET et des différences marquées pour les exsudats racinaires. Ceci semble 

suggérer qu’une spécificité glycanique des plantes se trouve au sein de leur RET et surtout de 
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leurs exsudats racinaires. Il serait intéressant de coupler l’analyse de composition 

monosaccharidique par des analyses de liaison par GC-MS. De plus une séparation des pectines 

et des hémicelluloses pourrait être envisagée afin d’affiner la caractérisation du RET et des 

exsudats racinaires. Toutefois, la question de la faisabilité de ce type d’analyses doit être posée. 

Le mucilage des cellules frontières est riche en polysaccharides pariétaux de types 

pectines (homogalacturonanes, rhamnogalacturonanes), hemicellulose (xyloglucane) et HRGP 

(AGPs et extensines). De plus nous avons montré que la richesse en AGPs des exsudats 

racinaires de B. aegyptiaca est significativement plus grande que celle d’A. raddiana et de T. 

indica. Cette richesse pourrait être un des éléments qui permet à B. aegyptiaca de mieux tolérer 

la sécheresse via les propriétés physicochimiques des AGPs à retenir l’eau. Il serait intéressant 

d’approfondir la caractérisation des AGPs présentes dans les exsudats racinaires mais aussi au 

sein du RET, en déterminant s’il existe plusieurs populations d’AGPs.  

Enfin, des travaux en microbiologie ont aussi été initiés durant cette thèse. Les données 

obtenues indiquent que les exsudats racinaires des 3 plantes subsahariennes peuvent être une 

source de carbone et d’azote pour assurer la croissance de la ePGPR Azospirillum brasilense. 

Toutefois les exsudats racinaires de B. aegyptiaca semblent être plus facilement assimilables 

par la bactérie que les exsudats racinaires d’A. raddiana et de T. indica. Il serait intéressant de 

voir si les exsudats racinaires activent des gènes PGPRs au sein de la bactérie. De plus, des tests 

de chimiotactisme entre la bactérie et les exsudats racinaires pourraient être étudiés. 
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II-Les perspectives 

Une des premières perspectives à envisager, est de compléter cette étude in vitro en 

mimant un stress hydrique par exemple via dans un premier temps avec l’utilisation du 

polyethylène glycol dans un second temps avec différents degrés d’arrosage afin de voir s’il y 

a une modification au niveau de la répartition et de la viabilité des différents morphotypes de 

cellules frontières. D’éventuelles modifications dans la composition glycanique du RET et des 

exsudats racinaires pourraient être observées. De plus il faudrait ajouter l’analyse d’autres 

enzymes liées au stress hydrique telles que la catalase, la superoxyde dismutase, etc qui sont 

connues pour être impliquées dans la résitance à la sécheresse. L’activité enzymatique de la 

xyloglucan endotransglucosylases/hydrolases (XTHs) (Tabuchi et al., 2001; Rose et al., 2002) 

au sein du RET et des exsudats racinaires a déjà été mise en évidence. En effet, l’expresssion 

constitutive de CaXTH chez des plantes trangéniques d’A. thaliana améliore sa résistance à la 

sécheresse (Cho et al., 2006). Il serait peut-être possible que B. aegyptiaca ait elle aussi une 

forte activité XHT par rapport aux deux autres plantes qui tolèrent moins bien la sécheresse.  

Par ailleurs, une étude du protéome et du transcriptome du RET et des exusdats 

racinaires dans des conditions de stress hydriques avec témoin sans stress hydrique seraient 

également intéressantes à réaliser, associée d’une comparaison avec des plantes modèles type : 

A. thaliana, Zea mays, Oryza sativa, etc.  

Il serait intéressant d’analyser la capacité des différents RET à garder l’eau, par analyse 

de la teneur en eau avant et après déshydratation. De plus, il serait intéressant d’analyser la 

présence et la quantité de tréhalose dans le RET et ou les exsudats, car ce disaccharide de 2 

glucoses liés par leur carbone 1, est un osmorégulateur permettant aux plantes de mieux résister 

à la sécheresse (Rodríguez-Salazar et al., 2009; Han et al., 2016; Asaf et al., 2017). 

Il serait également interessant de compléter l’étude sur l’effet des exsudats racinaires 

avec ou non un stress hydrique sur la croissance d’A. brasilense avec notamment un 

fractionnement des exsudats racinaires soit par leur taille moléculaire ou soit par précipitation 

sélective des glycomolécules via l’outil anticorps. De plus, une étude sur l’expression de gènes 

responsables de l’activité PGPR en présence ou absence d’exsudats racinaires serait interessant 

à réaliser.  
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Une étude approfondie de la fonction des AGPs dans la tolérance ou résistance à la 

sécheresse serait interessante à réaliser sur la plante modèle A. thaliana ou sur des plantes de 

grandes cultures comme le blé, maïs ou le riz.  

Par ailleurs, avec les résultats préliminaires obtenus lors de la mise en place du 

mésocosme, il serait nécessaire de pouvoir réaliser des travaux in situ au Sénégal (parcelle 

expérimentale du Ferlo) afin de réaliser dans un premier temps des expérimentations en pot 

avec du sol de la GMV (non limitant), puis de poursuivre avec des expérimentations in situ. 

Ceci permettrait de se rapprocher le plus possible de la réalité de terrain.  

Cette caractérisation du piège extracellulaire de racines et des exsudats racinaires de 

plantes issues de la Grande Muraille Verte, évoque leurs possibles implications dans la 

tolérance à la sécheresse. Les résultats obtenus confirment l’importance de la nature des 

polymères pariétaux au sein du RET et des exsudats racinaires dans les interactions abiotiques 

et/ou biotiques au sein de la rhizosphère.  

Le travail réalisé a contribué à accroitre les connaissances fondamentales sur la structure 

d’apex racinaires de trois ligneux. Les données obtenues sur la caractérisation du RET et des 

exsudats racinaires soulèvent des questionnements quant à l’implication potentielle des 

glycomolécules dans la tolérance à la sécheresse, et notamment dans le développement du 

système racinaire de plantules lors de leur culture en milieu aride ou semi-aride.
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Abstract: 

Extensins are cell wall glycoproteins belonging to the Hydroxyproline-Rich 

GlycoProtein (HRGP) family and are involved in many biological functions, including plant 

defence. Several reviews have described the implication of HRGPs in plant immunity, but little 

focus has been given specifically to cell wall extensins. Yet, a large set of recently published 

data indicates that extensins play an important role in plant protection, especially in root-

microbe interactions. Here, we summarize the current knowledge on this topic and discuss 

the importance of extensins in root defence. We first provide an overview of the distribution 

of extensin epitopes recognized by different monoclonal antibodies among plants, and discuss 

the importance of some of these epitopes as markers of the root defence response. We also 

highlight the implication of extensins in different types of plant interactions elicited by either 

pathogenic or beneficial microorganisms. We then describe the specific importance of 

extensins in root secretions as these glycoproteins are not only found within the cell wall but 

are also released into root mucilage. We therefore propose a model to illustrate the impact 

of extensins on the cell wall network and on root secretions.  

Keywords: Cell wall, plant defence, cell wall epitope, extensins, monoclonal antibodies, pectins, 

root secretions 
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Introduction 

Extensins are cell wall glycoproteins belonging to the Hydroxyproline-Rich 

GlycoProtein (HRGP) family as well as the ArabinoGalactan Proteins (AGPs) and the 

Proline/hydroxyproline-Rich Proteins (PRP). They are O-glycosylated on specific Serine-

(Hydroxyproline)4-5 motifs of the protein core (see glycan structure in Fig. S1); O-glycosylation 

is carried out in the endoplasmic reticulum (ER) and the Golgi apparatus. In the ER, the proline 

residues are first hydroxylated by Prolyl-4-Hydroxylases (P4Hs) (Velasquez et al., 2011; 

Fragkostefanakis et al., 2014) before a transfer of a galactose residue to the serinhe residue 

by the Serine-GalactosylTransferase 1 (SGT1) (Saito et al., 2014). Then, in the Golgi, several 

arabinoses are added successively to the hydroxyproline residues. The first arabinose is added 

by HydroxyProline ArabinosylTransferase 1 to 3 (HPAT1-3) (Ogawa-Ohnishi et al., 2013), the 

second by the Reduced Residual Arabinose 1 to 3 (RRA1-3) (Egelund et al., 2007), the third by 

the XyloEndoGlucanase 113 (XEG113) (Gille et al., 2009) and the fourth by the Extensin 

Arabinose Deficient transferase (ExAD) (Velasquez et al., 2012; Møller et al., 2017). To date, 

the glycosyltransferase that transfers the fifth arabinose has not been determined. 

O-glycosylation is required for the intra- and/or inter-molecular cross-linking of 

extensin through isodityrosine, pulcherosine or di-isodityrosine linkages (Smith et al., 1986; 

Held et al., 2004; Lamport et al., 2011), by providing the correct conformation to the 

glycoprotein (Schnabelrauch et al., 1996; Velasquez et al., 2015; Chen et al., 2015). This cross-

linking is catalyzed by specific extensin peroxidases. However, to date only a few have been 

identified and characterized (Brownleader et al., 1995; Schnabelrauch et al., 1996; Price et al., 

2003; Dong et al., 2015). Extensins can be associated with other cell wall components such as 

pectins (MacDougall et al., 2001; Nuñez et al., 2009; Valentin et al., 2010; Leroux et al., 2011; 

Yu et al., 2011; Neumetzler et al., 2012; Chormova and Fry, 2016) and hemicelluloses (Gille et 

al., 2009), thus significantly impacting wall architecture and structural organization. 

It is well known that extensins display significant structural variation, and there are 

additionally hybrid-extensins and extensin-motif containing proteins, as comprehensively 

reviewed by Borassi et al. in 2016. Furthermore, the diversity of extensins is related to some 

extent to the diversity of organisms among the Plant Kingdom as shown by an interesting 



Annexes  I-Revue scientifique sur les extensines  

164 
 
 

bioinformatics study performed by Liu et al. in 2016. In this study, the authors analysed and 

classified extensins from sequenced genomes of algae, bryophytes, lycophytes, 

gymnosperms, monocots and various eudicots. They showed that extensin structure differs 

among different major taxonomic groups, suggesting that structural modifications may be 

associated with major evolutionary events such as plant vascularization and terrestrialization 

(Liu et al., 2016). 

Using immunocytochemical techniques together with genetic approaches, the 

presence of extensin, extensin genes and/or extensin epitopes has been reported to occur 

throughout the Plant Kingdom (Table 1). Extensins are involved in a wide range of processes 

such as embryo development (Hall and Cannon, 2002; Zhang et al., 2008), root hair growth 

(Ringli, 2010; Velasquez et al., 2011, 2015), cell wall assembly and structure (Cannon et al., 

2008; Pereira et al., 2011; Lamport et al., 2011; Chormova and Fry, 2016) and biotic and abiotic 

stress responses (Merkouropoulos and Shirsat, 2003; Deepak et al., 2010; Sujkowska-

Rybkowska and Borucki, 2014; Zhang et al., 2016). In the past years, many of these biological 

functions, especially the structural role of extensins in plant cell wall, have been extensively 

investigated and reviewed (Lamport et al., 2011; Velasquez et al., 2012; Hijazi et al., 2014). In 

contrast, the involvement of extensins in plant defence has been relatively much less well 

documented (Deepak et al., 2010; Rashid, 2016) although recent reports have revealed the 

importance of extensins in plant protection against pathogens. In this review, we summarize 

the current knowledge on extensin involvement in biotic stress, focusing specifically on root-

microbe interactions, and propose a model to explain the effect of extensins in root 

secretions. 

Extensin epitopes as potential defence markers  

Extensin epitopes have been detected in a large spectrum of plants using commercially 

available specific monoclonal antibodies (mAbs) including LM1, JIM11, JIM12, JIM19 and 

JIM20 (Smallwood et al., 1994; Knox et al., 1995; Smallwood et al., 1995; Wang et al., 1995). 

These mAbs are powerful tools to detect and localize extensin epitopes although to date the 

recognized structure (known as the epitope) remains largely unknown. Recently, a novel anti-

extensin antibody, LM3, was used in several studies. The epitopes recognised by LM3 were 
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detected in Pisum sativum (pea) roots, exhibiting a stronger signal compared to 

immunolabelling with the monoclonal antibody LM1 (Mravec et al., 2017). The epitope 

recognised by LM3 has also been reported to occur, using immuno-glycan microarray analysis, 

in extracts from Buxus sempervirens (box), Viscum album (mistletoe), Arabidopsis thaliana, 

Solanum lycopersicum (tomato) and Taiwania cryptomerioides (Feng et al., 2014). In these 

extracts, the LM3 signal pattern was similar to that obtained with JIM20 but differed from the 

pattern for JIM11 and JIM12. Currently, little information is available for LM3 compared to the 

other mAbs known to recognise epitopes present in extensins. In Fig. 1, we propose an 

overview of the epitope distribution for each antibody according to the current literature. 

LM1, JIM11, JIM12 and JIM20 epitopes appear to be widespread in different plant tissues. 

However, it is worth noting that differences at the organ level are observed between plant 

species. For instance, although JIM12 and LM1 epitopes are detected in roots of A. thaliana 

(Velasquez et al., 2011; Plancot et al., 2013; Castilleux et al., submitted), these epitopes are 

absent in the roots of Benincasa hispida (wax gourd) (Xie et al., 2011) and Musa spp. AAA 

(banana) (Wu et al., 2017). A few studies have used the JIM19 monoclonal antibody and the 

associated epitopes have been reported only in a few cases including in rice callus extracts 

(Desikan et al., 1999) and roots of carrot (Daucus carota), pea (Pisum sativum) and onion 

(Allium cepa) (Casero et al., 1998). Interestingly, the signal intensity and/or epitopes 

distribution of LM1, JIM11 and JIM20 were reported to differ following enzyme treatment that 

may result on a release of Damage-Associated Molecular Pattern (DAMP), elicitation, 

wounding, or pathogen inoculation of plants (Fig. 1). These results suggest that extensin 

epitope exposure can be modified following different treatments, implying a remodelling of 

extensin structure and/or interaction within the cell wall. This emphasizes the importance of 

extensins in plant defence and suggests that epitopes recognized by the mAbs LM1, JIM11 and 

JIM20 could be used as markers of plant defence response as previously proposed for JIM11 

in the banana - Fusarium oxysporum pathosystem (Wu et al., 2017). However, epitopes 

recognized by the mAbs JIM12 and JIM19 currently appear to be less promising markers of 

such a response, although a few data are available.  

 



Annexes  I-Revue scientifique sur les extensines  

166 
 
 

Extensins in plant defence 

Extensins were found to be involved in various plant interactions (Table 2) such as plant 

parasitism, symbiosis or pathogenic attacks by bacteria, fungi, oomycetes and nematodes. In 

many cases, extensin epitope distribution and extensin gene expression were indeed 

modified. In the case of plant parasitism, epitopes associated with extensins were detected in 

both the host plant, Pelargonium zonale, and the parasite haustoria of Cuscuta reflexa 

(Striberny and Krause, 2015). Labelling with the mAbs JIM11, JIM12 and JIM20 was observed 

predominantly within the infection site but was not observed, or only weakly, in uninfected 

areas, suggesting a potential importance of extensins for both the host and the parasite in this 

type of interaction. Extensins might also be involved in response to physical stresses (e.g., 

wounding). Indeed, upregulation of extensin gene transcripts has been reported for wounded 

soybean (Glycine max) root (Ahn et al., 1998), potato (Solanum tuberosum) tubers (Neubauer 

et al., 2012) and banana roots (Wu et al., 2017). In the latter, this was coupled with an increase 

in fluorescence intensity when immunolabelled with JIM11 and JIM20. Similarly, removal of 

Brassica campestris leaves led to the induction of JIM12 and JIM20 signals in petioles (Davies 

et al., 1997). In Arabidopsis thaliana, GUS analysis showed increased expression of the ext3 

gene specifically at the wound sites of leaves (Hall and Cannon, 2002), whereas the ext1 gene 

expression was induced in localized areas where stems and leaves were wounded 

(Merkouropoulos and Shirsat, 2003). Thus, overexpression of extensins in response to physical 

stress could help to rebuild and/or strengthen the cell wall to limit the induced damage.  

In plants, defence responses can be induced through the application of molecules 

acting as elicitors including MAMPs (Microbe-Associated Molecular Patterns), DAMPs and 

hormones (Table 2). When A. thaliana seedlings were treated with either salicylic acid or 

methyl jasmonate, two hormones involved in plant defence, GUS analysis revealed the 

induction of the ext1 gene throughout the plant (Merkouropoulos and Shirsat, 2003). Similar 

results were reported for Nicotiana tabacum (tobacco) leaves treated with various hormones 

including salicylic acid, abscisic acid and ethylene, in which microarray analysis indicated 

induction of an extensin-like gene (Zhang et al., 2016). Interestingly, Jackson et al. (2001) 

showed that, following a treatment of grapevine (Vitis vinifera) callus cultures with a mycelium 
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extract enriched in wall glucans from the oomycete Phytophthora megasperma, a 

strengthening of the cell wall occurred through insolubilization of the extensin GvP1. In 

contrast, this effect was not be observed when the callus cultures were treated with salicylic 

acid (Jackson et al., 2001). 

The role of extensins in pathogen attacks was also investigated in a range of plant 

species (Table 2). In the seventies, Esquerré-Tugayé et al. assayed hydroxyproline tetra- and 

tri-arabinosides, features of extensin glycosylation, in the cell wall of Cucumis melo infected 

with Colletotrichum lagenarium. An increase of these fragments was reported in the cell wall 

of infected plants in comparison to uninfected plants (Esquerré-Tugayé and Mazau, 1974). 

They also found a correlation between hydroxyproline accumulation in the cell wall and 

symptom development (Esquerré-Tugayé et al., 1979). In addition, application of ethylene on 

C. melo seedlings was found to lead to a rise in HRGP content and reduced susceptibility to 

the disease. More recently, tissue printing techniques revealed that JIM11 epitopes were 

induced in Brassica campestris petioles inoculated with Xanthomonas campestris (Davies et 

al., 1997). Induction was stronger when X. campestris strains that present an incompatible 

interaction were used. This pathogen was also employed by Merkouropoulos and Shirsat 

(2003) on A. thaliana seedlings. GUS and Northern blot analyses revealed higher expression 

of the ext1 gene in inoculated seedlings, specifically in the infection sites. When this same 

gene was overexpressed in A. thaliana, infection by Pseudomonas syringae DC3000 resulted 

in fewer symptoms (Wei and Shirsat, 2006). The authors pointed out that although plants 

overexpressing the ext1 gene were infected, the spread of the pathogen was limited. Likewise, 

overexpression of an extensin-like gene in Solanum lycopersicum (tomato) resulted in a 

reduction of symptoms induced by Clavibacter michiganensis inoculation (Balaji and Smart, 

2012). 

Taken together, these studies emphasize that extensins play an important role in plant 

defence through strengthening the cell wall, facilitating attachment of symbiotic organisms, 

preventing tissue damage or limiting pathogen invasion. Nevertheless, most of these studies 

were conducted on aerial parts of plants whereas recent works highlight that the immune 

response can differ in roots (Attard et al., 2010; Balmer et al., 2013). In addition, the RNA-seq 

data from A. thaliana grown under normal conditions (i.e. without biotic or abiotic stresses) 
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reported by Widman et al. (2014) show that a significant number (2424) of genes differ in their 

expression between shoots and roots. Interestingly, the authors observed that among the root 

overexpressed genes, at least 9 of them encode extensin proteins. This could imply a specific 

role for extensins in roots. 

Extensins in root-microbe interactions 

A few studies depicted the role of extensins in root symbiotic interactions. A potential 

involvement of extensins was reported in the P. sativum–R. leguminosarum symbiotic 

interactions that occur in root nodules (Reguera et al., 2010; Sujkowska-Rybkowska and 

Borucki, 2014). In 2010, Reguera et al. used the monoclonal antibody MAC265, which 

recognizes chimeric AGP-Extensins (AGPEs) (VandenBosch et al., 1989; Pattathil et al., 2010), 

to perform Western blots on Pisum sativum nodules (Reguera et al., 2010). Stronger intensity 

and a specific band were detected in nodule fractions infected with Rhizobium leguminosarum 

compared to fractions from non-infected nodules. Moreover, immunolabelling with the 

MAC265 antibody was weaker in the absence of boron, a central element for the dimerization 

of the RhamnoGalacturonan II (RG-II) in the cell wall (O’Neill et al., 2001). The authors 

proposed that AGPEs could interact with RG-II thereby reinforcing the cell wall within the 

infection thread. Interestingly, extensins were recently hypothesized to act as a chaperone of 

RG-II, enabling the dimerization of the latter through boron (Chormova and Fry, 2016). This 

supports further the hypothesis that extensins may be used as a template for pectin assembly, 

essential for cell wall structure and function. Extensins in the symbiotic interaction pea–R. 

leguminosarum have been investigated by immunolabeling with the LM1 antibody, indicating 

the presence of epitopes associated with extensins in infected nodules (Sujkowska-Rybkowska 

and Borucki, 2014). This suggests that extensins might be involved in Rhizobium attachment 

to nodules.  

Other published research also gives evidence suggestive of the involvement of 

extensins in root-pathogen interactions. Firstly, it is important to note that the ext1 gene 

described earlier as involved in plant defence response, is predominantly expressed in roots 

(Merkouropoulos and Shirsat, 2003). In 1993, Niebel et al. performed RNA gel blot analysis on 

N. tabacum infected by the root knot nematode Meloidogyne javanica for 1 and 2 weeks and 
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found that an extensin gene named Pext8, was strongly induced. Moreover, immunostaining 

with an anti-extensin antibody on root cross-sections displayed a stronger signal in the 

infected tissue (Niebel et al., 1993). These analyses were completed by electron microscopy 

observations showing that extensin epitopes are mostly localized within the cell wall and the 

intercellular space of cells in contact or close to the pathogen (Niebel et al., 1993). This 

suggests a possible reinforcement of the cell wall through a cross-linking of extensins in 

response to the pathogen in order to limit its propagation. Immunolabelling techniques 

carried out on banana and Benincasa hispida roots revealed the presence of epitopes, 

recognised by the mAbs JIM11 and JIM20, associated with extensins (Xie et al., 2011; Wu et 

al., 2017). In banana roots, the JIM11 fluorescence intensity was enhanced following 

inoculation with Fusarium oxysporum (Wu et al., 2017), whereas in Benincasa hispida roots 

the majority of the signal vanished after treatment with fusaric acid or infection by Fusarium 

oxysporum (Xie et al., 2011). In addition, this treatment and inoculation triggered respectively 

a stronger signal in the phloem and appearance of signal localised to the rhizodermis (Xie et 

al., 2011). These unexpected results were subsequently corroborated by the immunolabelling 

observations on A. thaliana and Linum usitatissimum (flax) roots made by Plancot et al. (2013). 

Specifically, LM1 epitopes were detected localised to flax and Arabidopsis root Border-Like 

Cells (BLCs) (Plancot et al., 2013). BLCs are living cells derived from root caps that are released 

into the rhizosphere to protect roots from pathogen attacks (Hawes et al., 2003; Vicré et al., 

2005; Driouich et al., 2010). After treatment of the roots with the bacterial elicitor flagellin 22, 

LM1 labelling almost completely disappeared (Plancot et al., 2013). The authors hypothesised 

that elicitation led to reorganisation of the polymers containing the LM1 epitopes such that 

the epitopes become inaccessible to the mAb. Such reorganisation could include extensin 

network insolubilization and/or interaction with other molecules within the cell wall. This is in 

agreement with the results obtained by Jackson et al. (2001) for grapevine callus and supports 

the idea of a role for extensins in strengthening the cell wall to limit pathogen invasion.  
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Extensins in root secretions 

Several reports have shown that extensins are also found in the extracellular medium 

outside the wall. In 1989, Kawasaki detected extensins in the culture medium of N. tabacum 

suspension cells suggesting that these HRGPs might be secreted. Extensins and extensin-like 

molecules were also found to be a constituent of the oleogum resins secreted by Boswellia 

serrata and B. carteri roots (Herrmann et al., 2012). Recently, immunolocalization with anti-

extensin antibodies performed in our laboratory indicates the presence of extensin epitopes 

in root mucilage of Balanites aegyptiaca (L.) Delile (Zygophyllaceae), pea (P. sativum, 

Fabaceae) and soybean (Glycine max, Fabaceae) (Fig. 2). A protein recognized by the anti-

extensin antibody JIM12 was found by Western blot analysis in the culture medium of salt-

stressed Dactylis glomerata embryogenic cultures but not in non-stressed cultures (Zagorchev 

and Odjakova, 2011). The authors speculated that extensins might be secreted as a response 

and adaptation to the stress. Similar results were found in the case of pathogen attack 

simulation on Solanum tuberosum (Koroney et al., 2016). Whereas epitopes associated with 

extensins were detected at the root surface and in mucilage, Western blot of exudates 

including the mucilage gave a much stronger signal with the LM1 antibody after treatment 

with an elicitor derived from Pectobacterium atrosepticum (Koroney et al., 2016). This 

suggests that the root immune response includes an increased secretion of extensins into the 

extracellular mucilage.  

Localization of extensins in root secretions, and not only within cell walls, is of 

particular interest, suggesting that these glycoproteins may have other functions in plant 

defence besides reinforcement of the cell wall to limit pathogen penetration. Future research 

will be required to assess the role(s) of secreted extensins in root defence. It is tempting to 

hypothesize that these extensins could have a structural role, enabling reinforcement of the 

mucilage network by interacting with other cell wall components such as pectins (complex 

polysaccharides consisting of the four major classes homogalacturonan, 

RhamnoGalacturonan-I (RG-I), RhamnoGalacturonan-II (RG-II) and xylogalacturonan) or AGPs 

(proteoglycans from the HRGP family). They may also play a role as a scaffolding component 

within the mucilage. Association between pectins and AGPs, glycoproteins of the HRGP family, 
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has indeed already been demonstrated (Oosterveld et al., 2002; Immerzeel et al., 2006; 

Cannesan et al., 2012). Furthermore, several studies showed that extensins could also interact 

with pectins (MacDougall et al., 2001; Cannon et al., 2008; Nuñez et al., 2009; Valentin et al., 

2010; Reguera et al., 2010; Leroux et al., 2011; Yu et al., 2011; Neumetzler et al., 2012; 

Chormova and Fry, 2016). This is supported by the data of immunolocalization of pectin 

epitopes performed on A. thaliana mutants, xeg113 and rra2, that are affected in extensin 

arabinosylation (Fig. 3). Using the anti-pectin monoclonal antibody LM19, a signal was 

observed along the wild-type root surrounded by a thin mucilage. However, the intensity was 

enhanced and a very thick halo of labelled mucilage was detected in the two mutants, 

especially in xeg113. It has been demonstrated that complete arabinosylation of extensins is 

required for a correct conformation of these glycoproteins allowing the formation of the 

cross-links essential for cell wall assembly and organization (Schnabelrauch et al., 1996; 

Velasquez et al., 2015; Chen et al., 2015). In the model proposed in Fig. 4, we hypothesize that 

incorrect arabinosylation of extensins in the rra2 and xeg113 mutants alters their 

conformation resulting in a modified cell wall architecture, leading to a “leak” of pectins into 

the mucilage. However, the possibility of higher secretions of pectins in response to the 

alteration of cell wall organization in the mutants cannot be excluded.  

Further work will be required to establish precisely how associations occur between 

extensins and other cell wall components including pectins. We could also speculate that 

secreted extensins might play a direct role in microbe interaction, either by attracting or 

repelling them, as has been shown for AGPs (Xie et al., 2012; Cannesan et al., 2012; Nguema-

Ona et al., 2013). This would take place in the Root Extracellular Trap (RET), a protective 

network proposed by Driouich et al. in 2013, by analogy with the Neutrophil Extracellular Trap 

(NET) occurring in mammals. The RET would thus contain extensins in addition to border cells 

or border-like cells and all their secretions including AGPs and extracellular DNA.  

Conclusion 

The contribution of extensins to plant defence is becoming well established but many 

challenging questions remain to be solved. These include: How extensins are incorporated 

within the cell wall and what are the other cell wall polymers associated with? How do they 
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coordinate the assembly of the cell wall? Does the diversity of extensin structure have a 

specific purpose in plant defence? Why extensins also occur in root mucilage, and what are 

their function? Do they have specific roles in roots, especially in root-microbe interactions? 

Clearly, further work is required to better understand the impact of extensins on the structure 

and function of the cell wall and mucilage in relation with root defence.  
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Table 1: Overview of the occurrence of extensins and/or extensin epitopes amongst different plant 
species. 

Species Tissues Antibodies/GUS Biochemistry Molecular 
biology References 

Allium cepa Roots JIM11, JIM12, 
JIM20   (Casero et al., 1998) 

Arabidopsis thaliana 

2-, 4-week-old 
rosette leaves, 
mature roots 

  Northern blot (Merkouropoulos et 
al., 1999) 

Roots, stem, 
leaves   Northern blot (Yoshiba et al., 2001) 

Root tip, border-
like cells LM1   (Plancot et al., 2013) 

Roots GUS analysis  Northern blot (Baumberger et al., 
2001, 2003)  

Embryos, roots, 
nodes, siliques 

GUS analysis, 
GFP construct  Northern blot (Hall and Cannon, 

2002) 

Whole plant JIM11, JIM20, 
LM3   (Feng et al., 2014) 

Benincasa hispida Roots JIM11, JIM20   (Xie et al., 2011) 

Boswellia spp. Root oleogum  
Proteoglycan 
purification and 
characterization 

 (Herrmann et al., 
2012) 

Brachypodium 
distachyon 

Embryogenic 
callus JIM11, JIM12   (Betekhtin et al., 

2016) 

Buxus sempervirens Whole plant JIM11, JIM12, 
JIM20, LM3   (Feng et al., 2014) 

Catharanthus roseus Leaves   qRT-PCR (Nejat et al., 2012) 

Cuscuta reflexa Haustorium JIM11, JIM12, 
JIM20   (Striberny and 

Krause, 2015) 

Daucus carota Roots JIM11, JIM12, 
JIM19, JIM20   

(Smallwood et al., 
1994; Casero et al., 
1998) 

Equisetum 
ramosissimmum Internodes LM1, JIM20   (Leroux et al., 2011) 

Glycine max 

Hypocotyls, 
roots   RNA slot blot (Ahn et al., 1996) 

Seed coats  
Hydroxyproline-
arabinosides 
detection 

 (Cassab et al., 1985) 

Hordeum vulgare Roots   

Sequencing, 
homology 
analyses and 
qRT-PCR 

(Kwasniewski et al., 
2010) 

Linum usitatissimum Border-like cells LM1   (Plancot et al., 2013) 

Musa spp. AAA 
Embryogenic 
cells JIM11, JIM20 

  (Xu et al., 2011) 

Roots   (Wu et al., 2017) 

Nicotiana tabacum 
Roots 11D2  RNA gel blot 

analysis (Niebel et al., 1993) 

Roots GUS  Microarray (Zhang et al., 2016) 



Annexes  I-Revue scientifique sur les extensines  

175 
 
 

Embryos JIM11, JIM20   (Zhang et al., 2008) 
Stigma, style 
ovary 

JIM11, JIM12, 
JIM20   (Zhang et al., 2014) 

Panax ginseng Roots LM1, JIM20   (Yu et al., 2011) 

Pelargonium zonale Stem JIM11, JIM12, 
JIM20   (Striberny and 

Krause, 2015) 

Pinus thunbergii Stem tissue   

Sequencing, 
homology 
analyses and 
qRT-PCR 

(Hirao et al., 2012) 

Pisum sativum 

Nodules LM1   
(Sujkowska-
Rybkowska and 
Borucki, 2014) 

Roots, border 
cells LM1, LM3, JIM20   (Mravec et al., 2017) 

Roots JIM11, JIM12, 
JIM19, JIM20   (Casero et al., 1998) 

Populus trichocarpa    Bioinformatics 
approach 

(Showalter et al., 
2016) 

Oryza sativa 
Roots, stem, 
leaves   Microarray 

analysis (Fan et al., 2017) 

Callus JIM19, JIM20   (Desikan et al., 1999) 

Raphanus sativus Roots JIM11, JIM12, 
JIM19, JIM20   (Casero et al., 1998) 

Solanum lycopersicum 

Root hair   RNA blot (Bucher et al., 1997) 

Shoots, roots JIM11   (Fragkostefanakis et 
al., 2014) 

Whole plant JIM11, JIM20, 
LM3   (Feng et al., 2014) 

Solanum tuberosum 
Exudates from 
tubers   qRT-PCR (Neubauer et al., 

2012) 
Root exudates JIM11   (Koroney et al., 2016)  

Taiwania 
cryptomerioides Whole plant JIM11, JIM20, 

LM3   (Feng et al., 2014) 

Triticum aestivum Leaves LM1   (Shetty et al., 2009) 

Viscum album Whole plant JIM11, JIM12, 
JIM20, LM3   (Feng et al., 2014) 

Vitis vinifera 

Callus cells and 
culture media  

Extraction of 
extensin-enriched 
fraction and 
purification 

 (Jackson et al., 2001) 

Callus cells JIM11, JIM12 Extensin 
quantification  (Ribeiro et al., 2006) 

Callus, epicotyls, 
roots JIM11   (Pereira et al., 2011) 

Internodes LM1   (Fernandes et al., 
2016) 
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Table 2: Involvement of extensins in plant interactions. 

Interaction Host plant Interacting organism/elicitor Extensin involvement References 

Plant parasitism Pelargonium zonale Cuscuta reflexa 
JIM11, JIM12 and JIM20 
epitopes within the infection 
area 

(Striberny and 
Krause, 2015) 

Symbiosis 
 Pisum sativum Rhizobium leguminosarum 

LM1 epitopes in nodules 
(Sujkowska-
Rybkowska and 
Borucki, 2014) 

Stronger label with MAC265 
in infected nodules (Reguera et al., 2010) 

Pathogen (bacteria) 

Arabidopsis 
thaliana Pseudomonas syringae 

Overexpressed extensin gene 
limits the spread of the 
pathogen 

(Wei and Shirsat, 
2006) 

Arabidopsis 
thaliana Xanthomonas campestris Induction of extensin gene 

expression 
(Merkouropoulos and 
Shirsat, 2003) 

Brassica campestris Xanthomonas campestris Induction of JIM11 epitopes (Davies et al., 1997) 
Catharanthus 
roseus Spiroplasma citri Increase of extensin 

transcripts (Nejat et al., 2012) 

Nicotiana tabacum Ralstonia solanacearum Increase of extensin 
transcripts (Zhang et al., 2016) 

Solanum 
lycopersicum Clavibacter michiganensis 

Reduction of symptoms after 
overexpression of an 
extensin-like protein 

(Balaji and Smart, 
2012) 

Pathogen (fungi) 

Benincasa hispida Fusarium oxysporum Redistribution of JIM11 and 
JIM20 epitopes (Xie et al., 2011) 

Cucumis melo Colletotrichum lagenarium Increase of hydroxyproline 
tetra- and tri-arabinosides 

(Esquerré-Tugayé and 
Mazau, 1974) 

Musa spp. AAA Fusarium oxysporum Redistribution of JIM11 and 
JIM20 epitopes (Wu et al., 2017) 

Phaseolus vulgaris Colletotrichum lindemuthianum Increase of likely-extensin 
HRGP transcript  

(Showalter et al., 
1985) 

Triticum aestivum Septoria tritici Stronger label with LM1 (Shetty et al., 2009) 

Pathogen 
(nematode) 

Nicotiana tabacum Meloidogyne javanica Increase of extensin 
transcripts (Niebel et al., 1993) 

Pinus thunergii Bursaphelenchus xylophilus Increase of extensin 
transcripts (Hirao et al., 2012) 

Pathogen 
(oomycete) 

Penissetum 
glaucum Sclerospora graminicola 

Stronger label with MAC265 
and increase of isodityrosine 
cross-linking 

(Shailasree et al., 
2004; Deepak et al., 
2007) 

Elicitor (bacteria) 

Arabidopsis 
thaliana Flagellin 22 Redistribution of LM1 

epitopes (Plancot et al., 2013) 

Linum 
usitatissimum Flagellin 22 Redistribution of LM1 

epitopes (Plancot et al., 2013) 

Solanum 
tuberosum 

Preparation from 
Pectobacterium atrosepticum Induction of LM1 epitopes (Koroney et al., 2016) 

Elicitor (fungi) Benincasa hispida Fusaric acid Reditribution of JIM11 and 
JIM20 epitopes (Xie et al., 2011) 

Elicitor (bacteria, 
fungi) 

Pennisetum 
glaucum UOMSAR 14, chitosan Stronger label with MAC265 (Sujeeth et al., 2010) 

Elicitor (fungi, 
yeast, oomycete) Vitis vinifera 

Chitin, yeast extract, glucan from 
Phytophthora megasperma 
mycelial walls 

Insolubilization of extensins (Jackson et al., 2001) 

Fig. 1: Localization of epitopes recognized by the anti-extensin monoclonal antibodies LM1, JIM11, 
JIM12, JIM19 and JIM20. 
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Fig. 2: Immunolocalization of extensin epitopes in root mucilage. 

Labelling was found in root mucilage using the anti-extensin monoclonal antibody JIM12 in Glycine 
max (A and B) and Pisum sativum (C and D), and LM1 in Balanites aegyptiaca (E and F). Observations 
were made with confocal laser scanning microscope Leica SP2 and SP5 (λexcitation : 488 nm; λemission : 500 
– 535 nm). A, C and E: Bright-field microscopy. B: Maximum intensity Z-projection of several focal 
planes taken in fluorescence. D and F: Fluorescence. Scale bars: 100 µm (A and B), 25 µm (C–F). 
BC: Border cells. M: Mucilage. 
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Fig. 3: Immunolocalization of pectin LM19 epitopes in root mucilage of A. thaliana mutants 
affected in extensin arabinosylation. 

Fluorescence was detected with the LM19 anti-pectin monoclonal antibody along the root of the wild-
type (A) and the mutants affected in extensin arabinosylation: rra2 (B) and xeg113 (C). The signal is 
more intense in both mutants, especially in xeg113. A halo of mucilage is labelled very slightly around 
the root in the wild-type whereas it is much more clearly discerned in rra2 mutant and is strongly 
immunostained in xeg113 mutant. Images are 3D-reconstructions of 1 µm section stacks and were 
obtained with an inverted confocal laser scanning microscope Leica SP2 (λexcitation : 488 nm; λemission : 
507 – 550 nm). Scale bars: 100 µm. 
RA: Root apex. BLC: Border-like cells. M: Mucilage 
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Fig. 4: Model illustrating the impact of extensin arabinosylation in cell wall organization and root 
secretions. 

(A) Extensins and pectins are both secreted into the mucilage where they interact as in the cell wall. 
(B) Abnormal arabinosylation of extensins modifies their conformation and alters the cell wall 
organization, leading to higher secretions and/or a “leak” of pectins into the mucilage. However, it is 
unsure whether more extensins are secreted into the mucilage under these conditions. 
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Figure S1: Extensin glycosylation. 

Proline (Pro) residues are first hydroxylated into hydroxyprolines (Hyp). One galactopyranose 
(Galp) is then transferred on the serine (Ser) residue and several arabinofuranose (Araf) 
residues are transferred onto the hydroxyproline residues. The type of linkage and the 
enzymes involved in extensin glycosylation are indicated. P4Hs: Prolyl-4-Hydroxylases ; SGT1: 
Serine-GalactosylTransferase 1 ; HPAT1-3: HydroxyProline ArabinosylTransferase 1 to 3 ; 
XEG113: XyloEndoGlucanase 113 ; ExAD: Extensin Arabinose Deficient transferase.  

This figure is adapted with permission from Velasquez et al., 2012. 
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Annexe 2 : Étude préliminaire en mésocosme  

Dans cette partie, des résultats préliminaires obtenus en collaboration avec le laboratoire 

Morphodynamique Continentale et Côtière (M2C) UMR6143 de l’Université de Rouen sont 

présentés. Cette partie du travail a été menée suite à la participation de Mlle Justine Gevrey, 

stagiaire de L3 sous la direction de Mme Valerie Mesnage maître de conférences à l’Université 

de Rouen. Nous avons entrepris ici d’explorer la faisabilité d’une étude non plus in vitro mais 

en terre, contenant du sol natif de la GMV. Des analyses physicochimiques du sol ont été 

réalisées. L’analyse de la composition monosaccharidique par GC-FID après hydrolyse des 

polysaccharides libérés par les plantes après plusieurs semaines de culture dans le sol a 

également été envisagée. Les résultats concernant l’étude physicochimique du sol de la GMV 

sont issus des travaux réalisés par Mlle Justine Gevrey lors de sons stage de L3.  

1-Matériel et méthodes 

1-1- Étude physicochimique du sol de la GMV 

1-1-1 Granulométrie 

L’analyse de la granulométrie (mesure de la taille des grains) permet de classer les 

sédiments en fonction de la taille de leurs particules. Le tamisage est la séparation de particules 

solides d’après leurs grosseurs, grâce à un jeu de tamis.  

1- Peser chaque tamis ainsi que le fond récepteur sur une balance, noter le poids (M1).  
2- Peser 100 g de sol, noter le poids (PE).  
3- Procéder au tamisage pendant 10 minutes sous agitation mécanique.  
4- Peser de nouveau les tamis contenant les fractions de sols (M2).  
5- Nettoyer chaque tamis à sec.  

La masse de sol retenu dans un tamis, correspondant à une taille de grains précise est 

calculée selon la relation suivante :  

 ܧܲ / (100 × (1ܯ − 2ܯ)) = ݑ݊݁ݐ݁ݎ ݏ݈݋ݏ ݁݀ %

De plus, une analyse complémentaire de la granulométrie par un Microgranulomètre 

laser (Beckman Coulter LS 13330) a été réalisée.  

1-1-2 Porosité  

Entre les éléments structuraux subsistent des pores qui assurent le stockage et la 

circulation de l’air, de l’eau et des racines. Les pores du sol de forme et de dimension variables 

forment un réseau plus ou moins interconnecté qui constitue l’espace poral. La porosité 
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correspond au volume des vides, exprimé en pourcentage du volume total, comprenant les 

capacités en eau et en air. Il est la meilleure expression de la structure en donnant des indications 

concernant les propriétés physico-chimiques, assurant à la plante son alimentation en eau et la 

respiration des racines.  

Par différence de volume :  

1- Dans une éprouvette, ajouter du l’échantillon de sol et noter son volume (Vtotal).  
2- Remplir une autre éprouvette avec un volume d’eau précis (Veau).  
3- Verser l’eau dans l’éprouvette contenant le sol jusqu'à saturation.  
4- Lire la valeur de volume d’eau restant (Vrestant).  

La porosité est obtenue via le calcul suivant :  

 100× (݈ܽݐ݋ݐܸ / (ݐ݊ܽݐݏ݁ݎܸ−ݑܸܽ݁)) = (%) éݐ݅ݏ݋ݎ݋ܲ

1-1-3 Teneur en eau 

L’eau du sol constitue un élément indispensable à la vie des plantes : elle assure le 

transport des substances nutritives dans le végétal et est source d’oxygène et d’hydrogène.  

Par la méthode de la perte de poids après passage à l’étuve :  

1- Le creuset est pesé, ce poids correspond au poids de la tare (Ptare).  
2- Le sable frais est ajouté avec une cuillère, le poids est noté (poids du creuset et du sol 

humide : Pf).  
3- Le creuser est placé dans une étuve à 105°C pendant 24 heures.  
4- Après avoir refroidi au dessiccateur, le creuset est pesé (poids du creuset et du sol sec 

: P105).  

La teneur en eau est calculée via la relation suivante :  

La t݁݊݁100 × (݁ݎܽݐܲ − ݂ܲ / 105ܲ − ݂ܲ) = (%) ݑܽ݁ ݊݁ ݎݑ 

1-1-4 Matière organique 

La matière organique à de nombreux rôle dans le sol, elle assure le stockage et la mise 

à disposition pour la plante, par minéralisation, des éléments nutritifs dont elle a besoin. Elle a 

un rôle important dans la structuration du sol et participe à la stabilité vis-à-vis des agressions 

extérieurs (pluie, tassement) et en limitant l’érosion hydrique. De plus, elle assure la 

perméabilité, l’aération du sol ainsi que la capacité de rétention en eau en autre.  

La mesure de la perte au feu donne une indication sur le taux de matière organique du 

sol. L’échantillon de sol est brûlé : le matériel organique est détruit et dégagé sous forme de 
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sous forme de divers produits volatils dont CO2, H2O et N2. Il ne reste que la fraction minérale 

du sol.  

1- Le creuset est pesé, ce poids correspond au poids de la tare (Ptare).  
2- Le sable préalablement séchée à 105°C en étuve est ajouté avec une cuillère, le poids 

est noté (P105).  
3- Le creuset contenant du sable séché à 105°C est placé dans un four à moufle à 525°C 

pendant 4 heures.  
4- Laisser refroidir pendant une nuit au dessiccateur.  
5- Peser le creuset contenant le sable calcinée (P525) sur une balance de précision.  

La teneur en matière organique est obtenue à l’aide de la formule suivante :  

La t݁݊݁ݎݑ matière organique (%) = (ܲ105 − ܲ550 / ܲ105 − ܲ݁ݎܽݐ) × 100 

1-1-5 Analyses des sels nutritifs : anions et cations  

Les sels nutritifs présents dans le sol sont indispensables au développement d’une 

plante. C’est là qu’elle y puise notamment de l’azote, du phosphore, potassium, calcium, 

magnésium, soufre et chlore. Une étude sur la composition en anions et cations a été entreprise 

sur le sol nu de la GMV par chromatographie liquide au laboratoire M2C UMR6143 de 

l’Université de Rouen par M. David Moussa. 

Une pesée de 19 g de sol nu de la GMV a été mélangée avec 37 mL d’eau ultrapure, 

puis une homogénéisation par vortex, suivi d’une centrifugation à 700 g pendant 10 min a été 

réalisé. 

Le surnageant est filtré (0,2 µm) et il est injecté en chromatographie liquide. 
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1-2 Mise en place d’un mésocosme 

La mise en place du mésocosme [Fig 45], s’est effectuée dans un premier temps par la 

culture in vitro stérile de plantule de B. aegyptiaca, puis, une fois que les plantules avaient une 

longueur racinaire comprise entre 2 et 4 cm, un repiquage stérile et une culture en semi-

hydroponie (forte humidité relative) dans un sol natif de la GMV stérilisé a été réalisée pendant 

2 mois dans une armoire de culture avec un cycle 16 h jour à 25°C et 8 h nuit à 20°C. 

 

Figure 45 : Schéma de mise en place du mésocosme de B. aegyptiaca dans du sol natif de la GMV. 

CHT1 : Condition Hydratée Tranche 1, CST1 : Condition Sèche Tranche 1. 

Après 2 mois de culture les racines ont été récupérées et lavées. Les eaux de lavage des 

racines sont récupérées, centrifugées (700 g 10 min), et le surnageant a été lyophilisé, puis 

réhydraté afin de réaliser une précipitation à l’éthanol (1v eau : 5v éthanol) à -20°C sur la nuit. 

Puis, une centrifugation à 4000 g pendant 15 min à 4°C a été réalisée. Le culot est conservé, 

séché et pesé afin de réaliser un AIR des eaux de lavage des racines. 

Le même procédé a été réalisé sur le sol en contact avec les racines. Trois lavages à 

l’eau ultrapure du sol, suivi d’une centrifugation 700 g 10min, récupération du surnageant qui 

a été lyophilisé, puis réhydraté afin de réaliser une précipitation à l’éthanol (1v eau : 5v éthanol) 

à -20°C sur la nuit. Puis, une centrifugation à 4000 g pendant 15 min à 4°C a été réalisée. Le 

culot est conservé, séché et pesé afin de réaliser un AIR des eaux de lavage du sol en contact 

avec la racine. 
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Les plantules ont été repiquées [Fig 46] dans 1200 cm3 de sol natif de la GMV, et mises 

en culture pendant 5 mois avec un cycle 16 h jour à 25°C et 8 h nuit à 20°C.  

 

Figure 46 : Mise en culture en phytotron de B. aegyptiaca en sol natif. 

Les 2 pots ont été arrosés avec 100 mL d’eau adoucie, puis deux conditions ont été 

choisies : une condition avec une hydratation hebdomadaire de 100 mL d’eau adoucie pendant 

5 mois et une autre condition avec absence d’hydratation pendant 5 mois. 

Après 5 mois de culture, les pots ont été découpés en 2 [Fig 47]. Le sol a été divisé en 

tranche cylindrique de 4 cm pour représenter chacun un volume de 250 cm3, avec comme 

nomenclature CHT1 : Condition Hydratée Tranche 1, CST1 : Condition Sèche Tranche 1. 

 

Figure 47 : Coupe du pot de culture de B. aegyptiaca après 5 mois. 
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Trois lavages à l’eau ultrapure des tranches de sol de 250 cm3 des différentes conditions 

et profondeurs ont été réalisés. Ces lavages sont suivis d’une centrifugation 700 g 10 min, puis 

une récupération du surnageant [Fig 48] qui a été lyophilisé.  

 

Figure 48 : Lavage du sol et récupération du surnageant. 

Le surnageant est réhydraté afin d’être précipité à l’éthanol (1v eau : 5v éthanol) à -20°C 

sur la nuit. Puis, une centrifugation à 4000 g pendant 15 min à 4°C a été réalisée. Le culot est 

conservé, séché et pesé afin de réaliser un AIR des eaux de lavage du sol en contact avec la 

racine. Un témoin de sol nu de la GMV de 250 cm3 a été réalisé en parallèle, afin d’affranchir 

la part de sucre présente nativement dans le sol nu.  

1-3 Étude des polysaccharides libérés dans le sol. 

À partir de 5 mg d’AIR issus des différentes conditions une analyse de la composition 

monosaccharidique a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse couplée à un détecteur 

ionique de flamme. 

Expérience 1 : l’eau de lavage des racines, l’eau de lavage du sol en contact avec les 

racines, et l’eau de lavage du sol nu, sont les 3 conditions qui sont comparées après 2 mois de 

culture en semi-hydroponie.    

Expérience 2 : l’eau de lavage de 250 cm3 de sol nu et l’eau de lavage de 250 cm3 des 

différentes tranches des conditions hydratées et non hydratées après 5 mois de culture. 
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2-Résultats et discussions  

2-1 Etude physicochimique du sol de la GMV 

2-1-1 Granulométrie 

La granulométrie nous apprend que l’échantillon de sols est constitué à 93,61 % de sable 

principalement, de 5,29 % d’élément grossier et de 1,00% de limons et d’argile. La proportion 

la plus importante dans l’échantillon est du sable moyenne qui représente 56,19 %. La texture 

du sol qui nous renseignera sur certaine propriété physique comme le drainage, la capacité de 

rétention, l’aération et la structure.  

D’après les résultats obtenus grâce au microgranulomètre, la taille moyenne des 

particules est de 244,7 μm, ce qui correspond est concorde avec les résultats de la granulométrie 

par tamisage. La répartition des particules est homogène. L’écart-type est de 207,6 μm, les 

particules vont de 37,1 (0,5% du volume) μm à 452,3 μm (3,5 % du volume), ce qui comprend 

les sables très fins à moyens. Le sol provenant de la GMV (parcelle expérimentale su Ferlo) à 

une texture sableuse, ce qui correspond à un sol bien aéré, facile à travailler. 

2-1-1 Porosité et teneur en eau 

La porosité calculée correspond plus précisément à la porosité totale, elle est en 

moyenne égale à 35 %, est correspond donc à la porosité du sable fin. La texture étant sableuse, 

les sables dominent et laisse des vides entre eux, induisant une porosité texturale importante. 

Ceci contribue à une bonne circulation de l’air et de l’eau dans le sol. Mais l’absence de 

colloïdes (argile et humus) limite la rétention d’eau. Le sol est donc filtrant et perméable. Par 

ailleurs, la teneur en eau du sol est de 0,1734 % en moyenne, il est donc très sec.  

2-1-1 Matière organique  

La teneur en matière organique ou la Perte au feu (PAF) en pourcentage du poids sec, 

correspond à la disparition de la matière organique provoquée par le passage au four. Elle est 

de 0,8342 % du poids sec en moyenne, le sol GMV est pauvre en matière organique et cela peut 

contribuer à limiter le développement des plantes.  

2-1-1 Composition ionique du sol 

La composition ionique du sol de la GMV a été réalisée en partenariat avec le laboratoire 

M2C de Rouen. Du sol provenant de la parcelle expérimentale au Sénégal a été analysé pour 

déterminer sa composition ionique [Tableau 3]. 
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Tableau 3 : Composition ionique du sol nu de la GMV. 

 Composition cation, anion en mg.kg-1de sol GMV 

Sol nu GMV 

Cl- Br- NO3- PO43- SO42- 
700 0 180 0 700 
Na+ NH4+ K+ Ca+2 Mg2+ 
500 100 2000 1500 600 

On peut voir une faible quantité de cation et anion disponible, après un lessivage avec 

de l’eau distillée dans le sol, avec notamment l’absence d’ions phosphate (non détecté) lors du 

dosage. Le sol de la GMV semble présenter une faible proportion ionique par rapport à un sol 

« classique » (Web 5) ce qui pourrait expliquer entre autres les difficultés supplémentaires au 

manque d’eau, que les plantes au sein de la GMV rencontrent à savoir les faibles teneurs en 

nutriments indispensables à la croissance.  

2-2 Polysaccharides libérés dans le sol 

Lors de croissance et développement racinaire, les plantes libèrent via leurs racines et 

cellules frontières des molécules dans la rhizosphère. Une chromatographie par GC-FID après 

hydrolyse acide des polymères renseigne sur la composition en polysaccharides des eaux de 

lavage du sol nu ou en contact avec les plants de B. aegyptiaca. Ces analyses sont également 

réalisées sur les eaux de lavages des racines après culture sur sol natif [Fig 49]. 

 

Figure 49 : Composition monosaccharidique en mol.mg-1 de sol des différentes conditions d’eaux 
de lavage après 2 mois culture en pot. 
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Il est intéressant de remarquer que les eaux de lavage du sol nu de la GMV présentent 

que très peu de monosaccharides (rhamnose, mannose, glucose, et galactose) et en très faible 

quantité. Cependant les eaux de lavage du sol qui ont été en contact avec des racines de B. 

aegyptiaca pendant 2 mois, sembleraient présenter une composition monosaccharidique plus 

diverse en monosaccharides mais aussi plus grande quantité par rapport aux eaux de lavage du 

sol nu. Toutefois il est important de noter que c’est bien les eaux de lavage des racines qui 

semblent présenter la plus grande diversité et quantité de monosaccharides. L’origine de 

monosaccharides ne semble pouvoir venir que de la plante par rapport aux deux autres 

conditions testées en parallèle.  De plus, via son RET riche en glycomolécules qui entoure la 

racine, il est possible que B. aegyptiaca les ait conservés pour protéger son méristème subapical 

de racine lors de sa croissance, jusqu’aux divers lavages que ses racines ont subi. Les 

glycomolécules alors entrainées se retrouvent dans les eaux de lavage et sont détectées lors de 

l’analyse. Il semblerait donc qu’il soit possible de détecter par chromatographie en phase 

gazeuse couplée à un détecteur de flamme les monomères issus de polysaccharides précipités à 

l’éthanol après lavages du sol et des racines. Il serait intéressant d’analyser la fraction soluble 

à l’éthanol afin de déterminer si le glucose y est toujours le sucre majoritaire. 

La seconde expérience est aussi consacrée au dosage des monomères issus de 

polysaccharides libérés après 5 mois de culture en pot en condition hydratée a différentes 

profondeurs a été entrepris qui ont été précipités à l’éthanol avant leur dérivation [Fig 50]. 
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Figure 50 : Composition monosaccharidique en mol.mg-1 de sol des eaux de lavage des différentes 
tranches en condition hydratées après 5 mois culture en pot. 

Chacune des différentes tranches de sol fait 250 cm3 de volume. La composition 

monosaccharidique a été comparée à un sol nu de la GMV lui aussi d’un volume de 250 cm3. 

La première tranche qui représente les 4 premiers cm de profondeur, semblerait contenir 

la plus grande diversité et quantité en monosaccharides. Tandis que plus la tranche est profonde, 

moins il y a de diversité et quantité en monosaccharides. Il semblerait qu’un gradient qualitatif 

et quantitatif se crée après 5 mois de culture en pot de sol natif GMV de B. aegyptiaca.  

A contrario avec la condition de culture hydratée, la condition non hydratée pendant 5 

mois [Fig 51] ne semble pas avoir de différence quel que soit la profondeur du sol. Toutefois, 

le plan expérimental ne semble pas être judicieux car, surement trop drastique pour la plante. Il 

est donc très difficile d’interpréter ces résultats qui déjà par leur nature préliminaire l’étaient 

fortement.  
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Figure 51 : Composition monosaccharidique en mol.mg-1 de sol des eaux de lavage des différentes 
tranches en condition non hydratées après 5 mois culture en pot. 

 

3-Conclusion et perspectives 

Il est très important de rappeler encore une fois que ces résultats sont très préliminaires. 

Toutefois, ils ouvrent des perspectives d’études qui ne seraient plus in vitro mais in situ.  

La caractérisation physicochimique du sol provenant de la GMV (Sénégal) indique une 

texture sableuse, bien aérée mais pauvre en eau, sels minéraux et matières organiques 

notamment en glucide. Or ces éléments sont indispensables à la survie et au développement des 

plantes. De plus, l’absence de colloïdes dans ce sol, doit limiter sa capacité à retenir l’eau lors 

de la saison des pluies. Il est donc probable pour une plante qui vit naturellement au sein de ce 

sol de s’y être adaptée. En effet, la plante doit avoir des diverses stratégies pour garder l’eau et 

protéger son méristème subapical de racine pour maintenir son développement. 

Il serait intéressant dans un premier temps de confirmer ces résultats avec néanmoins 

un gradient d’hydratation apporté par différents degrés d’arrosage, afin d’éviter la mort 

prématurée de la plante par déshydratation. De plus, il serait intéressant de voir la possibilité de 

doser et caractériser des protéines et des activités enzymatiques après lavage du sol qui 

pourraient être impliquées dans des mécanismes de défenses contre un stress hydrique. Par 

ailleurs, l’ajout d’une souche bactérienne bénéfique pour la croissance des plantes dans 
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différents conditions de stress hydrique pourrait être testé. Une caractérisation plus fine de 

l’architecture racinaire devrait, elle aussi être envisagée.   
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Résumé 

Caractérisation biochimique et microscopiques du piège extracellulaire de racine et des 
exsudats racinaires de trois essences ligneuses sahélienne : Balanites aegyptiaca D., Acacia tortilis 

subsp. raddiana S. and Tamarundus indica L. 

La coiffe racinaire est cruciale à la croissance et survie du méristème subapical de racine. Elle 
libère des cellules frontières (CFs) qui assurent la protection de l’apex racinaire. Les CFs associées à 
leur mucilage forment le piège extracellaire de racine (RET). La caractérisation du RET et des exsudats 
racinaires de trois essences ligneuses sahéliennes à partir de plantules cultivées in vitro a été réalisée. B. 
aegyptiaca et A. raddiana prospèrent dans les zones semi-arides, à l’opposé de T. indica. La morphologie 
des CFs et l’organisation du RET ont été déterminées par microscopie. La compostion en 
glycopolymères et la détection des arabinogalactanes proteines (AGPs) dans le RET et les exsudats 
racinaires ont été déterminées par des analyses biochimiques. L’effet des exsudats racinaires sur la 
croissance d’Azospirillum brasilense, une bactérie bénéfique pour la plante a été évalué. B. aegyptiaca 
produit des CFs de type border cells (BCs) alors que les autres Fabaceae produisent des BCs et des 
border-like cells. Les BCs sont entourées d’un dense mucilage riche en polymères de paroi. Le RET et 
les exsudats racinaires issus de B. aegyptiaca et A. raddiana sont plus riches en AGPs que ceux 
provenant T. indica. Les AGPs pourraient contribuer à la survie des plantules dans un contexte semi-
aride. Ce travail ouvre de nouvelles perspectives de recherche concernant l'implication du RET dans la 
survie des plantes à l'aridité. 

Mots clés : arabinogalactanes protéines (AGPs), Balanites aegyptiaca, Acacia tortilis subsp raddiana, 
Tamarindus indica, Azospirillum brasilense, piège extracellulaire de racine (RET), exsudats racinaires, 
cellules frontières (CFs), ligneux. 

 

 

Biochemical and microscopic characterization of the root extracellular root trap and root 
exudates of three Sahelian woody seedlings: Balanites aegyptiaca D., Acacia tortilis subsp. 

raddiana S. and Tamarundus indica L. 

The root cap is primordial for seedling growth and supports root apical meristem integrity. The 
root cap releases root border cells (RBCs) that surround the root tip and ensure seedling protection 
against numerous stresses. RBCs and their associated mucilage form the root extracellular trap (RET). 
Here, RET and root exudate characterization of three Sahelian woody seedlings are performed. In 
contrast to B. aegyptiaca and A. raddiana which thrive in semi-arid areas, T. indica is more sensitive to 
drought. B. aegyptiaca, A. raddiana and T. indica seedlings were sub-cultured in vitro. RBC 
morphologies and RET organization were determined using microscopic approaches. The 
polysaccharide composition and arabinogalactan protein (AGP) content were determined by 
biochemical approaches in the RET and the root exudates. Moreover, the effect of root exudates on the 
growth of Azospirillum brasilense a plant benefical bacteria has been performed. While B. aegyptiaca 
produces only border cell (BC) type, the two Fabaceae seedlings release both BCs and border-like cells 
(BLCs). BCs are enclosed in a dense mucilage enriched in cell wall polymers. Compared to T. indica, 
RET and root exudates of B. aegyptiaca and A. raddiana include more abundant AGPs. In this context, 
AGPs could contribute to woody seedling survival. This work opens new research perspectives regarding 
involvement of RET in plant survival to aridity. 

Key words: arabinogalactan proteins (AGPs), Balanites aegyptiaca, Acacia tortilis subsp raddiana, 
Tamarindus indica, Azospirillum brasilense, root extracellular trap (RET), root exudates, root border 
cells (RBCs), woody plants. 


