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Résumé

La faible biodisponibilit¢ du phosphore (P) dans les sols, son impact négatif sur
I’environnement et les incertitudes concernant la durabilité des approvisionnements en engrais
phosphatés ont mis en évidence la nécessité de cultiver des plantes efficientes en utilisation du
P.

Ce travail vise a caractériser la variabilité génotypique des traits de fonctionnement et de
croissance aérien et racinaire en réponse a la disponibilité en P chez la laitue, a étudier la
variabilité génotypique de I’efficience vis a vis du P (PUE) et d’identifier les traits associés a
cette efficience, ainsi qu’a évaluer la capacité d’'un modele d’architecture racinaire a rendre
compte de la variabilité génotypique et de la disponibilité en P.

Une premiére expérimentation en tunnel portant sur 14 génotypes sauvages et cultivés du genre
Lactuca a été destinée a 1’étude du systéme racinaire et de la croissance aérienne de jeunes
plantes dans des conditions limitantes et non limitantes en P. Une deuxiéme expérimentation
s’est consacrée a 1’analyse dynamique de la croissance aérienne sur un panel de 50 génotypes
cultivés avec trois niveaux de P.

En conséquence des dispositifs expérimentaux mis en place, I’intensité du stress en P a été plus
importante en tunnel qu’en serre, avec une diminution forte de la masse des feuilles, et une
diminution variable selon les génotypes de la masse des racines. L’essai en serre a permis de
confirmer la variabilité génotypique, de caractériser des différences de dynamique de croissance
entre especes sauvages et cultivées, et d’illustrer les mécanismes de dilution du P au cours de
la croissance. Les traits de D’architecture racinaire ont été mesurés dans la premicre
expérimentation, et ont montré des effets du génotype et de traitement P, en général sans
interaction. La limitation en P a provoqué une réduction du diametre maximal du pivot, une
augmentation de la dominance du pivot vis-a-vis de ses racines latérales et une augmentation
de la distance inter-ramification, traduisant globalement davantage une pénalisation des racines
latérales au bénéfice du maintien du pivot. Cependant les racines latérales, pour un diametre
donné, se sont davantage allongés a faible P. Ces résultats illustrent une certaine spécificité de
la réponse a une limitation en P chez Lactuca, par rapport a d’autres genres botaniques ou I’on
constate davantage une prolifération des racines latérales. Les traits racinaires mesurés ont
¢galement servi a paramétrer le modele d’architecture racinaire « ArchiSimple ». Sur la base
de comparaisons entre les masses simulées et prédites, le modele a pu rendre compte d’une
partie de la variabilité génotypique existante et de la disponibilité en P pour prédire la masse
racinaire, cependant I’erreur de prédiction est apparue assez importante chez certains
génotypes.

La PUE, définie comme la quantit¢ de biomasse produite par unité de P appliqué, a été
décomposée par le produit d’une efficience d’acquisition (PUpE) par une efficience
d’utilisation (PUtE). La PUpE est apparue comme le déterminant principal de la PUE. Le
classement par ordre d’efficience des 14 génotypes communs aux deux essais est apparu
cohérent en serre et en tunnel. La PUE a été fortement déterminée par la masse du systéme
racinaire, elle-méme associée au diameétre du pivot et a sa profondeur. C’est en conséquence
sur les génotypes sauvages ayant une masse de racines importantes que les efficiences les plus
¢levées ont été¢ observées. Lors d’une limitation en P, ’augmentation de 1’efficience a été
maximisée chez les génotypes ayant les plus augmenté la fraction racinaire dans la masse totale,
et ceux qui ont maintenu un diametre du pivot élevé, ce qui confirme I’importance de ce dernier
dans I’acquisition des ressources minérales. Les différences significatives d’efficience entre les
génotypes permettent de conclure sur I’intérét de 1’utilisation de génotypes efficients pour
limiter ’'usage de la ressource non renouvelable qu’est le P.

Mots clés : Lactuca, phosphore, efficience d’utilisation, efficience d’acquisition, architecture
racinaire, modélisation de I’architecture racinaire.
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Abstract

The low phosphorus (P) bioavailability in soils, its negative impact on the environment
and concerns regarding the sustainability of phosphate fertilizer supplies have emphasized the
need to cultivate plants that use P efficiently. This work aims to characterize the genotypic
variability of functional, aerial and root growth traits in response to P availability in lettuce, to
study the genotypic variability of P efficiency (PUE) and to identify the associated traits, as
well as to evaluate the ability of a root architecture model based on a low number of parameters
to consider the genotypic variability and the P availability. A first experiment conducted under
plastic tunnel on 14 wild and cultivated genotypes of the Lactuca genus was designed to study
the root system and aerial growth of young plants under P-limiting and non-limiting conditions.
A second experiment under greenhouse was devoted to analyze the dynamic of aerial growth
on a larger panel of 50 genotypes cultivated with three different P levels.

As a consequence of the experimental set-up, the intensity of P stress was higher in the tunnel
than in the greenhouse, with a sharp reduction in leaf mass and a variable decrease in root mass
depending on the genotype. The greenhouse trial confirmed the genotypic variability,
characterized differences in growth dynamics between wild and cultivated species, and
illustrated the mechanisms of P dilution during growth. The main traits allowing a synthetic
description of root architecture were measured in the first experiment, and varied significantly
depending on genotype and P treatment, generally without interaction. P deficiency reduced the
maximum diameter of the pivot, increased the dominance of the pivot over its laterals roots and
increased the inter-branch distance, reflecting overall a penalization of the lateral roots in favor
of the maintenance of the pivot. However, the lateral roots, for a given diameter, were more
elongated at low P availability. These results illustrate a certain specificity of the response to P
limitation in Lactuca, compared to other botanical genera where a proliferation of lateral roots
is observed. The root traits measured in this study were used to parameterize the root
architecture model « ArchiSimple ». Based on comparisons between simulated and predicted
masses, the model was able to take into account some of the existing genotypic variability and
P availability in predicting root mass, however the prediction error appeared quite important in
some genotypes. PUE, defined as the amount of biomass produced per unit of P applied, was
decomposed by the product of an acquisition efficiency (PUpE) by a utilization efficiency
(PUtE). PUpE was the primary determinant of PUE, particularly when P was non-limiting. The
order of efficiency of the 14 genotypes common to both trials appeared consistent in the
greenhouse and in the tunnel. PUE was strongly determined by the mass of the root system,
which was associated with the diameter of the pivot and its depth. As a result, the highest
efficiencies were observed on wild genotypes with large root mass. Under P limitation, the
increase in efficiency was maximized in genotypes that were able to increase the root fraction
in the total mass (allowing an increase in PUtE), and those that maintained a large maximum
pivot diameter, which confirms its important role in the acquisition of mineral resources. The
significant differences in efficiency between genotypes, consistent under the different
conditions studied, allow us to conclude that it is important to use efficient genotypes to limit
the use of the phosphorus as a non-renewable resource.

Keywords: Lactuca, phosphorus, utilization efficiency, acquisition efficiency, root
architecture, root architecture modelling.
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I. Introduction générale
I.1. Role du phosphore chez les végétaux

Le phosphore (P) est I’'un des éléments nutritifs essentiels a la croissance et au
développement des plantes. Les teneurs en P mesurées dans les tissus varient usuellement selon
Gallet et al. (2003) entre 2 g.kg™! de matiére séche et 7 g.kg™!' de matiére séche (MS) en fonction
des espéces et des organes, et elles peuvent atteindre 15 g.kg' MS dans les tissus végétaux trés
fertilisés (Broadley er al, 2004). Le P entre dans la composition structurale des acides
nucléiques ARN et ADN. Le P est utilisé dans de trés nombreuses réactions métaboliques, il
est mobilisé dans les nucléotides (ATP en particulier) qui fournissent I’énergie aux réactions
chimiques et est intégré aux molécules pour servir d’intermédiaire phosphorylés. Il est
¢galement 1’un des composés de phospholipides qui contribuent a la stabilité des membranes
cellulaires, et joue un réle dans les cascades signalétiques ainsi que la modification des
protéines (Hammond and White, 2007; Yang et al., 2017). Chez les végétaux supérieurs, et afin
d’assurer I’homéostasie cellulaire en cas de variations de disponibilité, le P est stocké sous
forme inorganique dans les vacuoles (Yang et al, 2017), a des concentrations de quelques
millimolaires.

I.2. Transfert sol-plante de P

Dans le sol, la teneur totale en P varie entre 100 et 3000 mg P kg™ en fonction des types
de sol (Mollier et al., 2019). 1 se trouve a 99% sous forme de phosphate, soit sous forme de
phosphates inorganiques (Pi), soit sous forme organique. Le P minéral du sol est la forme
assimilable par les plantes. Les plantes ne peuvent en effet prélever leur P que dans la solution
du sol sous la forme d’anions orthophosphates monovalents (H,POx") et divalents (HPO4?), soit
directement par voie racinaire, soit par I’intermédiaire des champignons mycorhiziens (Rausch
and Bucher, 2002; Akhtar et al., 2008).

La biodisponibilité du P, définie comme la quantité de P susceptible d’étre prélevée par
la plante, est gouvernée par plusieurs processus physico-chimique et biochimiques dans la
rhizosphere. Ces processus sont représentés dans la figure 1. Les ions orthophosphates ont une
forte densité¢ de charges négatives et peuvent étre adsorbés a la surface des argiles et de la
matiere organique (Hinsinger et al.,, 2007). Les phosphates précipitent ¢galement facilement
sous forme de phosphates de fer, d’aluminium ou de calcium. La précipitation de Pi est observée
lorsque la concentration en Pi et en cations est ¢élevée, ce qui conduit a une diminution de la

concentration en Pi et la formation de composés complexes non assimilables par la plante.
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Figure 1 : Représentation schématique des processus de contrdle de la disponibilité en P dans

la rhizosphére. (Reproduit avec 1’aimable autorisation de Alain Mollier (Mollier et al., 2019)).

A D’inverse, la dissolution de ces composés entraine une libération de Pi en solution qui
est observée quand la concentration de 1’agent chimique responsable de la solubilisation
augmente (Frossard et al., 2004). D’autres processus, tels que 1I’immobilisation (prélévement
par les plantes et les microorganismes) et la minéralisation (dégradation des résidus), peuvent
contribuer a la modification et la distribution des ions phosphate entre la phase liquide et solide
(Morel et al., 2011).

La concentration en Pi dans la solution des sols agricoles se situe entre 0.01 et 0.ImM
(Frossard et al.,2004). Le flux d’absorption racinaire de Pi entraine une diminution de la
concentration en Pi au voisinage des racines et la concentration devient plus faible que celle de
la solution du sol. Cela conduit a 1’établissement d’un gradient de concentration induisant un
flux de diffusion et une désorption depuis la phase solide du sol (Hinsinger, 2001). Le Pi migre
trés lentement, de 1072 & 10"° m? s (Schachtman et al, 1998) en raison de son faible
coefficient de diffusion dans I’eau et de son adsorption par les constituants du sol. L'apport de
Pi li¢ au flux de masse d’eau (convection) est faible, environ 2,5% des besoins de la plante.
Ainsi, c'est le flux diffusif de Pi qui assure 1'essentiel des besoins de la plante.

Du fait d’une concentration en Pi dans la rhizosphére trés inférieure a la concentration
dans les plantes, I’acquisition de P est un processus actif, qui demande de I’énergie. Les plantes

préleévent le Pi par I’intermédiaire de protéines de type H+-ATPase qui permettent le cotransport
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de H' et de Pi du milieu extracellulaire vers ’intérieur de la cellule. Il existe quatre types de
transporteurs de Pi : Phtl, Pht2, Pht3 et pht4 (Guo et al., 2013). Les transporteurs Phtl et Pht2
jouent probablement un réle dans le passage de Pi dans le xyléme au niveau racinaire, puis son
transfert du xyléme vers les cellules de la partie aérienne (Frossard et al., 2004). La famille des
transporteurs Pht3 assure le transfert du Pi entre le cytoplasme et la mitochondrie. La famille
des transporteurs Pht4 sont plutot localisés dans 1’appareil de Golgi et contrdlent la disponibilité
en P cytosolique (Rausch and Bucher, 2002).

Dans des conditions limitantes en P, les plantes sont capables de développer une gamme
variée de stratégies pour améliorer I’acquisition et ’utilisation du P. Les processus qui
préservent 'utilisation du P impliquent la remobilisation du Pi interne et la modification du
métabolisme du carbone. Les processus qui conduisent a une meilleure absorption du P sont
principalement, une sécrétion accrue de phosphatases et d'acides organiques pour solubiliser le
P dans la rhizosphére, une modification de 1’architecture racinaire et une expression accrue des
transporteurs de Pi (Schachtman et al., 1998; Vance et al., 2003; Heuer et al., 2017).

1.3. Evolution des bases du raisonnement de la fertilisation phosphatée

A Déchelle globale, 30-40% des terres arables sont considérées limitées par la
disponibilité¢ en P (Kvaki¢ et al., 2018). Les exportations de P par les cultures a la récolte
contribuent a une diminution des réserves du sol. Des apports de fertilisants phosphatés sont
souvent réalisés pour subvenir aux besoins des plantes. Ces engrais sont fabriqués a partir de
dépots sédimentaires phosphatés dans des minerais, représentant a peu pres 80 a 90 % de la
production totale. Les réserves miniéres mondiales de P se trouvent majoritairement au Maroc
(85%), suivi par la Chine (6%) et I’ Amérique du nord (3%) (MacDonald et al., 2011).

La production agricole est actuellement confrontée a des problémes de productivité, de
rentabilité et de protection de I’environnement. En effet, face a une augmentation de la
population mondiale, des préoccupations liées aux aléas climatiques et la raréfaction de
certaines ressources, I’agriculture releve le défi de maintenir voire d’augmenter la production
mondiale pour satisfaire les besoins et assurer la sécurité alimentaire (Cordell ef al., 2009).

D’un point de vue environnemental, 1’augmentation du transfert de P vers les
¢cosystémes non cultivés augmente le risque d’eutrophisation et impacte la biodiversité¢ dans
les écosystémes terrestres et aquatiques (Sattari et al., 2016). D’un point de vue socio-
économique, il existe une incertitude sur les ressources en P exploitables, avec un risque
d’épuisement de ces ressources. Face a la croissance de la population mondiale, cette tendance
devrait se poursuivre voire s’accentuer et les prix des engrais devraient augmenter (MacDonald

etal., 2011).



La prise de conscience de ces problémes est a 1’origine de plusieurs recherches
scientifiques menées afin de mieux gérer la fertilisation phosphatée et de limiter des
conséquences graves sur I’environnement (Vance et al., 2003; Cordell et al., 2009). Depuis
plusieurs années, la gestion de la fertilisation en P s’est basée sur des indicateurs de
biodisponibilit¢ en P dans le sol. Des courbes de réponses mettant en relation I’indice de
rendement et 1’indicateur de biodisponibilité ont été établies pour définir des seuils (Smethurst,
2000). En France, jusqu’a 1990, le raisonnement de la fertilisation s’est basé sur la notion de
fumure d’entretien et de correction. L’objectif était d’enrichir le sol a des teneurs élevées jugées
non limitante pour le rendement de toutes les cultures pratiquées puis le maintenir en
compensant les exportations des cultures. A partir de 1990, le raisonnement de la fertilisation a
changé pour prendre compte des exigences des especes en P (COMIFER, 1995). L adaptation
de la quantité de fumure est davantage raisonnée en fonction de la culture immédiatement a
venir. En se basant sur les analyses de terre, deux seuils sont utilisés par type de sol et classe
d’exigence de la culture : Un seuil d’impasse au-dessous duquel 1’absence d’apport en P induit
une perte de rendement et un seuil renforcé, au-dessous duquel ’apport d’une dose égale a la
quantité exportée par la culture ne suffit pas ( COMIFER, 1995; Mollier ef al., 2019). D’apres
Senthilkumar et al. (2012), ce raisonnement a réduit I’excédent de bilan de P dans les sols
agricoles en France de 14 kg P ha! en 1990 a 4 kg P ha™! en 2006.

Cependant, plusieurs études ont montré que les extractions chimiques de la terre
fournissent une indication approximative de la biodisponibilité en P (Wuenscher et al., 2015).
Deux méthodes sont souvent utilisées pour évaluer le P disponible : les méthodes d’extractions
chimiques (NaHCO3;, CaClz, NaOH, HCl, H2SO4), qui sont les plus utilisées en analyse de
routine et les méthodes isotopiques en utilisant le 32P. En France, ¢’est la méthode Olsen (Olsen
et al., 1954), utilisant du NaHCOs3 pour I’extraction qui est la plus utilisée. Les limites des
extractions chimiques résident dans le fait qu’elles ne rendent pas totalement compte des
différentes caractéristiques physico-chimiques (pH, teneur en carbonate et en oxyde de fer) qui
influencent les transferts de P entre la phase solide et la phase liquide (Wuenscher et al., 2015).

Dans le contexte de ’agriculture des années passées ou le colit des engrais était faible
par rapport au prix des produits agricoles, cette difficulté a été contournée en fixant des seuils
haut de sécurité par prudence pour éviter les pertes du rendement (Pellerin and Nesme, 2012).
Cette stratégie a conduit a la sur-fertilisation des sols agricoles. Selon Rubzk ef al. (2013), on
observe fréquemment des situations de non réponse a la fertilisation en P chez plusieurs
cultures. Mais I’accumulation de P dans les sols agricoles est de moins en moins acceptable

pour des raisons économiques mais surtout environnementales.
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1.4. Problématique agronomique et environnementale

En France, la limite de ces approches reste le faible nombre des références
expérimentales pour valider les seuils et la classification des cultures selon leur exigence. Ainsi
le paramétrage des outils d’aide a la décision disponibles reste beaucoup lié a la partie Nord du
pays et pour la culture du bl¢ et du mais (Pellerin and Nesme, 2012). Faute d’essais dédiés chez
certaines especes, en particulier en France les especes 1égumiéres, les seuils et les facteurs de
calcul de dose sont définis de fagon sécuritaire, favorisant ainsi 1’accumulation de P dans les
sols (Senthilkumar et al., 2012).

D’autres travaux soulignent 1’enjeu de 1’amélioration végétale afin d’augmenter
l'efficacité d’absorption et d’assimilation de P par la plante. Ces caracteres sont actuellement
peu pris en compte en sélection. Les caractéristiques des plantes augmentant I’exploration du
sol et I’acquisition des nutriments ont été identifiés, tels que les traits de 1’architecture racinaire,
la capacité de mycorhization, la production d’exsudats racinaires (Lynch, 2007; Ramaekers et
al., 2010; van de Wiel et al., 2016; Heuer et al., 2017).

Cette thématique fait partie des travaux de recherche menés au sein de 1’unité Plantes
et Systémes de culture Horticoles (PSH) a INRAE Avignon. Un des axes de recherche de I’unité
consiste a développer des systemes de culture innovants économes en intrants. Le projet
REVEIL, a pour but d’¢laborer un outil d’aide a la décision pour piloter la fertilisation en P et
en potassium (K) chez la tomate et la laitue, deux cultures stratégiques de la région Provence-
Alpes-Cote d’Azur (PACA). Le second objectif du projet est de caractériser la variabilité
génétique de I’efficience d’utilisation du P et du K dans une gamme de variétés de tomate et
laitue afin d’identifier des variétés économes en ces deux ¢léments. C’est dans ce cadre que
s’inscrit ma thése visant a caractériser la variabilité génétique de la réponse au P et a son
efficience chez la laitue.

Ce travail de thése a bénéficié de 1’aide financiere du projet REVEIL financé par
les Fonds Européen Agricole pour le Développement Rural (FEADER), de la région Provence-
Alpes-Cote d'Azur (PACA), du Groupement d’Intérét Scientifique pour la Production Intégrée
en Cultures Iégumiceres GIS PICIég et du Gouvernement Tunisien (bourse de thése). Nous avons
aussi été aidés par 'unité de recherche en Génétique et Amélioration des Fruits et Légumes
(GAFL) de 'INRAE Avignon et des compagnies semencieres qui nous ont fourni les graines

des génotypes.



I1. Problématique et démarche
I1.1. Généralités sur la culture de laitue

La laitue (Lactuca sativa L.) est une plante dicotylédone annuelle appartenant a la
famille des Astéracées. Plusieurs cultigroupes ont été définis selon la forme de la pomme, de la
forme et de la texture des feuilles (Batavia, Beurre, Feuille de chéne, Lollo, Romaine, Sucrine).

La culture de laitue est adaptée aux climats méditerranéens, avec des températures
optimales de croissance oscillant entre 7 et 24 °C. C’est une plante annuelle de jours longs a
cycle court. La croissance végétative est optimale quand les jours sont longs, mais elle s’adapte
aussi au faible éclairement, selon les variétés. La laitue est donc cultivée sur toute 1’année.

La laitue est un légume trés populaire dans le monde, avec une production mondiale
d’environ 29 MT (FAO, 2019). Les principaux bassins de productions sont : 1’ Asie (68%), les
Etats-Unis, notamment la Californie (18.7%) et I’Europe (11%), principalement 1’Espagne,
I’Italie, I’ Allemagne et la France (Fig.2).
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Figure 2 : Répartition de la production européenne de laitue en 2019/2020.
(Source : Agreste, 2020).

La France est un importateur net de laitue (37500 T importées entre Mai et Novembre
2020), et la production de laitue ne cesse de diminuer d’une année a une autre, avec par exemple
une augmentation nette de I’importation (+ 6 %) et une baisse de I’exportation ( -6%) en 2019
comparé a 2018 (Agreste, 2019).

En France, la laitue est cultivée sous différents modes de production : soit en plein
champ de février a octobre, soit en sous abri d’octobre a avril (Lecompte ef al., 2019) avec une

superficie totale de production de I’ordre de 7850 ha (Agreste, 2021). Pour la campagne



2020/2021, la production atteindrait 505,4 millions de tétes, soit un recul de 3 % par rapport a
la production 2019-2020 (Agreste, 2021). Le sud-est de la France est le premier bassin
producteur de laitue (51% de la production totale nationale), avec une prédominance nette de
type laitue batavia (38% de la surface) (Agreste, 2019).

La laitue est cultivée généralement dans des conditions de monoculture ou dans le cadre
de rotations avec des Cucurbitacées et des Solanacées (Barriere et al., 2014). Les apports des
fertilisants sont essentiels pour subvenir aux besoins des plantes (Hoque et al., 2010). De point
de vue économique, le colit des engrais est considéré faible dans 1I’ensemble des charges de
production, ainsi que par rapport a la valeur de celle-ci (Saleh et al., 2010).

I1.2. Problématique scientifique

Chez la laitue, les variétés actuelles a potentiel de rendement €levé sont exigeantes en
engrais et sensibles a la variation des conditions de culture. Cette sensibilité suggére que ces
variétés sont sélectionnées dans des conditions optimales qui ne favorisent pas 1’expression et
par conséquent la sélection des traits spécifiques contribuant a 1’efficience des engrais,
notamment le P (Kerbiriou, 2014). Chez d’autres espéces, I’impact des traits de 1’architecture
racinaire sur les performances des plantes ont regu beaucoup d’attention ces derniéres années
(Gahoonia and Nielsen, 2004; Mori et al., 2016; Campos et al., 2018). L’intégration de ces
traits dans une stratégie de sélection est de plus en plus étudiée pour fournir des variétés
capables d’acquérir plus de P et de produire des rendements stables sous différentes conditions
environnementales (Da Silveira ef al., 2014; Gemenet et al., 2015; Vejchasarn et al., 2016).

De point de vue agronomique, on définit deux parameétres pour évaluer I’efficience
d’utilisation du P (PUE) qui représente la masse produite par unité de P apporté (g MS/ g P
apporté): Defficacité d’utilisation (PUtE) qui représente la quantité de matiere séche totale
produite par plante par unité¢ de masse de P prélevé (en g MS/ g P dans la plante), et I’efficacité
d’acquisition du P (PUpE) qui exprime I’aptitude d’une plante a prélever son P qui est exprimée
en g P prélevé/ g P apporté (Parentoni and De Souza Junior, 2008). Il a été suggéré que ces
deux composantes de la PUE ont une influence variable en fonction des conditions étudiées
(Wang et al., 2010).

Les facteurs influencant I’efficience d’acquisition, liés a la plante, sont surtout liés au
systeme racinaire tels que la densité et la longueur des racines, la colonisation par des
mycorhizes (Jia ef al.,2004) et les exsudations racinaires acidifiant le sol (Manske et al., 2001).

Chez la laitue, plusieurs travaux ont ét¢ menés pour ¢tudier 1’effet de P sur le rendement
et la qualité a la récolte (Nagata et al., 1992; Neocleous and Savvas, 2019). D’autres travaux se
sont intéressés a étudier la variabilité génétique des efficiences en P, mais moins d’informations
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semblent disponibles sur le role du systéme racinaire dans I’acquisition de P comme il a été
montré chez beaucoup d’espéces. Mes travaux de recherche s’inscrivent dans cette
problématique d’amélioration de la PUE chez la laitue.
I1.3. Objectifs du travail
Cette thése vise a caractériser la variabilité génétique de I’efficience d’utilisation de P
et de ses composantes en réponse a une faible disponibilité en P dans le genre Lactuca, en
analysant les traits racinaires et des caractéres morphologiques et fonctionnels de croissance.
Cette recherche a donc plusieurs objectifs :
» Caractériser la réponse aérienne et racinaire a la disponibilité en P, et évaluer la
variabilité génétique existante.
» Etudier la variabilité¢ génotypique de I’efficience vis-a-vis du P, et identifier les traits
associés a cette efficience.
» Evaluer la capacité d’un modéle d’architecture racinaire simple a rendre compte de la
variabilité génotypique et de la disponibilité en P.
Les questions scientifiques sous-jacentes a ces objectifs sont les suivantes :
= Quels sont les effets de P sur la croissance aérienne des plantes de laitue, et quelles sont
les stratégies adaptées par le systéme racinaire en réponse a une faible disponibilité en
P ? Peut-on observer une diversité génétique des réponses au sein du genre Lactuca, et
des interactions génotype x environnement ?
= Quelle est I’'importance de la variabilité¢ génétique de la PUE chez la laitue ? Quel est
I’impact respectif des conditions du milieu et du génotype sur I’efficience en P ?
= Peut-on identifier les traits racinaires qui favorisent I’efficience d’acquisition du P ?
Peut-on utiliser un modele pour représenter la diversité génotypique des architectures
racinaires et ’effet de la disponibilité en P ?
I1.4. Démarche générale
La premicre étape consiste a disposer d’une méthodologie expérimentale permettant
d’observer le développement des systemes aériens et racinaires a des niveaux en P contrastés.
Une premiere question consiste a déterminer les concentrations en P a utiliser, une seconde
question est le choix du substrat a adopter pour faire les expérimentations. Pour cela, des essais
préliminaires ont €t¢é menés pour identifier des solutions nutritives adéquates et un substrat

facilitant I’excavation des plantes sans endommager le systéme racinaire.



Une fois la méthodologie mise au point, un premier essai a eu pour objectif de
caractériser la variabilité génotypique de I’architecture racinaire et de sa plasticité en réponse a
une faible disponibilité en P, ainsi que leur role dans les efficiences en P. Pour cela, 14
génotypes rassemblant des especes sauvages de Lactuca et des variétés modernes et anciennes
de laitue cultivée ont été¢ observés dans un dispositif expérimental spécifique pour pouvoir
étudier le systéme racinaire dans des conditions limitantes et non limitantes en P. Le nombre de
variétés choisi est un compromis trouvé entre la volonté d’explorer une large diversité génétique
et I’adaptation aux impératifs expérimentaux, en particulier d’accéder dans une période de
temps limitée aux descripteurs de 1’architecture racinaire.

Les traits racinaires a observer pour décrire de maniére synthétique 1’architecture et les

capacités d’exploitation des ressources du milieu ont fait I’objet de nombreux travaux dans le
laboratoire d’accueil (Pages, 2011, 2014; Pages and Kervella, 2018).
La modélisation est un outil complémentaire de I’approche expérimentale, permettant d’accéder
par le calcul a des estimations de ces capacités d’exploitation, reposant sur 1’intégration a la
plante entiére d’observations recueillies par échantillonnage. Dans le cadre de ce travail, un
modele adapté au type de données expérimentales acquises est mobilis¢. Afin de dépasser les
limitations expérimentales inhérentes a I’exploration des systémes racinaires, il est apparu
intéressant d’étendre la quantification de I’efficience vis-a-vis du P a un panel plus large de
génotypes et, sur des plantes plus agées. Un deuxiéme essai, étendant le nombre de génotypes
a 50, mais limité a du phénotypage aérien, a été mis en place. Des mesures de cinétiques de
croissance ont permis d’étendre la gamme des variables de structure et de fonctionnement des
plantes étudiées dans ce travail. L’utilisation de 14 génotypes communs dans les deux essais de
phénotypage permettra de comparer le comportement en termes de croissance et d’efficience
en P dans chaque condition.

La these est structurée en cinq chapitres. La mise au point méthodologique est présentée
de maniere sommaire dans le premier chapitre.

Le chapitre II consiste a étudier la variabilité génotypique des traits morphologiques et
fonctionnels et de 1'efficience d'utilisation du P (PUE) et de ses composants chez 14 génotypes
du genre Lactuca en réponse a une faible disponibilité en P.

Le chapitre III porte sur la variabilité génotypique des traits de I’architecture racinaire
et de leur plasticité en réponse a un faible niveau de P chez les 14 génotypes du genre Lactuca,

ainsi que leur contribution dans la PUE et de ses composantes.
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Le chapitre IV est consacré a la partie modélisation. Il s’agit de paramétrer le modéle
choisi sur laitue en tenant compte de la variabilité génotypique et du traitement P pour simuler
des traits intégrés.

Enfin, le chapitre V présente le second essai et la variabilité génotypique des variables
de croissance et des efficiences de P chez 50 génotypes. Ce chapitre reprend certains résultats
du premier essai afin d’estimer la robustesse des résultats dans les deux essais chez les 14

génotypes communs.

11



Chapitre I : Mise au point méthodologique
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1.1 Introduction

Un premier travail a consisté a réaliser des essais préliminaires pour choisir les niveaux
de fertilisation phosphorique et le substrat a utiliser pour mener les expérimentations. 5 niveaux
contrastés de P ont été utilisés, afin de voir les conséquences sur la croissance d’une variété de
laitue d’été qui s’adapte aux conditions de culture. L’objectif était de retenir 2 (pour le premier
essai) ou 3 (pour le second essai) niveaux d’alimentation en P permettant d’obtenir des
croissances contrastées.

En se basant sur la littérature et sur les essais déja effectués par Lecompte (2002) (non
publiés), les cinq concentrations de P ont été fixées 4 0.05, 0.1, 0.2, 0.3 et 1 mmol/L™! de P (sous
forme de KH,PO4).

Nous avons mis en place cet essai a la fin de mois d’Avril 2018 en tunnel plastique. Les
semis ont été faits le 23/04/2018, sur des cubes de laines de roches dans une enceinte climatique
a 20°C. Ensuite, les plants ont été transplantés le 04/05/2018, soit dans des pots pour étudier
I’effet du P sur la croissance aérienne, soit dans des tubes pour examiner 1’effet du substrat sur
le développement du systéme racinaire. L’essai a été mené sur un substrat inerte qui ne contient
pas de P. Deux substrats différents ont été testés, un mélange 1 :1 v/v de pouzzolane et
vermiculite, et un mélange 1 :1 v/v de sable siliceux et vermiculite. Les plantes apres la levée
ont été arrosées par une solution a faible concentration en P (0.1 mM) pendant environ une
semaine, puis la nutrition différenciée avec les 5 niveaux de concentrations en P a été mise en
place le 14/05/2018, pendant 3 semaines supplémentaires. L’excavation des plantes a été
réalisée a 3 dates différentes (le 23/05/2018, 29/05/2018 et 06/06/2021) pour déterminer les
effets de P sur la photosynthese, I’évolution de la surface foliaire projetée au sol et la biomasse

fraiche et seche des feuilles.
1.2. Choix des doses de P

Le traitement P a eu un effet significatif sur la masse seche des feuilles produite a chaque
date de prélevement. Des différences de croissance significatives ont été observées dés la
premicére date de prélévement et I’intensité de la réduction de croissance a faible P s’est
accentuée en cours du temps. A la derniére date de prélévement, un effet significatif du
traitement P a été observé avec une augmentation de masse seche d’un facteur supérieure a 10
entre 0,05 et 0,3 mM de P apporté. Les masses a 0,3 mM et 1 mM d’apport ne sont pas apparues

différentes.
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Figure 1 : Effet de P sur la masse séche des feuilles en cours du temps.

Les barres représentent les moyennes (+/- écart type) calculées a partir de 3 répétitions
biologiques a chaque niveau de P. Les lettres minuscules différentes indiquent une différence

significative entre les traitements selon le test de Tukey (p < 0,05).

En complément des mesures de masse, des mesures de surface foliaire projetée au sol
ont été réalisées (Fig. 2). Les différences de surface projetée des feuilles ont été similaires a

celles des masses.
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Figure 2 : Effet de P sur la surface foliaire projetée au sol.

Les barres représentent les moyennes (+/- écart type) calculées a partir de 3 répétitions
biologiques a chaque niveau de P. Les lettres minuscules différentes indiquent une différence

significative entre les traitements selon le test de Tukey (p < 0,05).

L’effet du traitement P sur la photosynthese n’est apparu significatif qu’a la troisieme
date de mesure (Fig. 3). Une réduction significative de la photosyntheése n’a été observée

qu’entre les niveaux extrémes de P, P1 (0.05 mM) et P5 (1 mM).
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Figure 3 : Effet de P sur la photosynthése mesurée a la récolte.

Les barres représentent les moyennes (+/- écart type) calculées a partir de 3 répétitions
biologiques a chaque niveau de P. Les lettres minuscules différentes indiquent une différence

significative entre les traitements selon le test de Tukey (p < 0,05).

Ces résultats préliminaires ont confirmé que les concentrations de P testées ont eu un
effet sur la croissance aérienne des plantes. Les trois doses 0.1 mM, 0.2 mM et | mM ont été
choisies pour mener les expérimentations.

1.3. Choix du substrat

Le choix du substrat est pertinent pour permettre d’étudier le systéme racinaire et réduire
les pertes des racines au moment de I’excavation des plantes. Les observations de la masse
séche des feuilles et des racines des plantes ont montré que le substrat n’avait pas d’impact sur
la masse des feuilles, cependant il avait un effet significatif sur la masse racinaire, en particulier
le mélange pouzzolane et vermiculite (Fig. 4). En effet, ce mélange a une texture grosse et
poreuse qui pourrait avoir un effet mécanique sur la croissance des racines et permettre
I’introduction des racines dans les particules, ce qui risque d’abimer le systéme racinaire au

moment de 1’excavation des plantes.
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Figure 4 : Effet du substrat sur la masse séche des feuilles et des racines.

Le mélange sable et vermiculite semble étre le milieu idéal pour étudier le systeme
racinaire. Ce milieu fin et drainant permet de faciliter ’excavation des plantes et d’extraire le

systéme racinaire sans I’endommager.
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Chapter II: Phosphorus-utilization efficiency in Lactuca is
associated with the genotypic ability to maximize the

increase in root dry mass fraction at low P availability
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Abstract

We assessed the genotypic variability of phosphorus (P) use efficiency and its
components in Lactuca to identify the morphological and functional traits associated with this
variability. Fourteen Lactuca genotypes including wild species, old and commercial lettuce
cultivars were examined at low (LP, 0.1 mmol. L) or high (HP, 1 mmol. L) P availability.
Photosynthesis, leaf surface, root and shoot masses, P contents, as well as uptake, utilization
and use efficiencies were recorded.

A significant effect of P, genotype (G) and their interactions was observed on nearly all
traits. Leaf area, shoot dry mass, and P concentrations were always reduced at low P availability,
while root dry mass fraction (Rdmf), PUpE, PUtE and PUE increased. Large genotypic
variability of PUpE was observed and mainly associated with root dry mass. Two non-
commercial genotypes showed very high root biomasses at both P availabilities. PUE was
mostly determined by PUpE but was more dependent on PUtE in LP than in HP. We observed
that PUtE in low P was tightly linked to the ability of genotypes to increase their root dry mass
fraction in response to low P. This explanation of the genotypic variability of PUtE seems

novel and could be explored in other species.

Keywords

Lactuca, phosphorus uptake efficiency, phosphorus-utilization efficiency, root dry mass

fraction.
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1. Introduction

Lettuce (Lactuca sativa L.), is a popular vegetable, grown worldwide with a total
production of 27.2 million tons in 2018 (FAO stat, 2018). Lettuce leaves are mainly consumed
as a raw fresh product, in salads. Yield and leaf quality play a central role in this
commercialization, and large amounts of chemical fertilizers and phytochemicals are applied
to maximize farmer incomes and fit with market visual standards (Barriére et al., 2014; Hoque
et al., 2010; Kerbiriou et al, 2016). As for other vegetable crops, complying with this
maximization of production per surface unit and high aesthetic requirements lead to worrying
negative effects on the environment, such as groundwater pollution, eutrophication,
acidification, GHG emissions, biodiversity losses, and for some fertilizers such as P, the
overmining of finite reserves (Carpenter et al., 1998; Golroudbary et al., 2019; Sattari et al.,
2016).

A cautious use of nutrients for lettuce growth will be required in the future. Beyond
developing strategies that ensure nutrient supplies match plant requirements, one approach is
to increase nutrient-use efficiency (NUE). Phosphorus in particular is a crucial macronutrient
required for plant growth and considered to be often applied with low efficiency, typically 10—
25 % of the amount supplied (Syers et al., 2008). Phosphorus concentration ranges from 0.05%
to 0.5% in plant tissues (Vance et al., 2003). Phosphorus is an important component of nucleic
acids, nucleotides, membrane phospholipids and is also present in the cell in the form of free
inorganic Pi (Veneklaas et al., 2012). Phosphorus is known to control key enzyme reactions
and, as a component of energetic cofactors, to be part of all major metabolic processes in the
plant ( Schachtman ez al., 1998; Yong-fu et al., 2006). Despite its importance for plants, P is
scarcely available in the soil solution because it readily forms insoluble compounds with
cations, particularly aluminum, iron, and calcium, and can be tightly adsorbed into soil minerals
(Vance et al., 2003). Phosphorus is considered one of the most limiting nutrients in many
agricultural soils, and depending on fertilization management plans, may severely limit plant
growth and productivity ( Balemi and Negisho, 2012; Schachtman ef al., 1998).

Plants have developed various responses to enhance P acquisition and remobilization
under low P availability. These responses are regulated by a complex signalling network (Chiou
and Lin, 2011). Changes in P availability in plants alter hormone production, sensitivity, and
transport. In Arabidopsis, P starvation represses cytokinin signalling by reducing its
concentration. The decrease in cytokinin increases intra-cellular P concentration in shoots and
roots caused by the release of P from internal resources in Arabidopsis (Chiou and Lin, 2011)

and rice (Wang et al., 2006). P deficiency also increases the production and tissue sensitivity
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of hormones such as ethylene, auxin, and abscisic acid (Niu et al., 2013). This hormonal
coordination ultimately leads to the adaptation of root system architecture in order to increase
P acquisition (Chiou and Lin, 2011; Lopez-Bucio et al., 2002). P shortage also triggers the
production of enzymes such as acid phosphatases and phytases that can hydrolyze a range of
organic P forms in plant structures. The intracellular secretion of these enzymes play a
significant role in P remobilization (Balemi and Neighs 2012; Vance et al., 2003). Additionally,
the release of organic acids into the rhizosphere helps to solubilize previously unavailable
sources of P and leads to metal chelation and the desorption of Pi from the soil matrix (Hinsinger
2001).

Low P concentration in the leaf is associated with low photosynthetic rates and severely
limits leaf growth (Plénet et al., 2000; Wissuwa et al., 2005). Similarly, P deficiency can
significantly reduce the total leaf area and dry weight production in wheat (Rodriguez et
al.,1998), potato (Fernandes et al., 2014) and tomato (Fujita et al., 2003). The accumulation of
carbohydrate has been considered an early response to P deficiency. Low P availability
increases soluble sugars and starch contents in plant tissues in the common bean (Hernandez et
al., 2007), maize (Ganie et al., 2015) and Arabidopsis (Chiou and Lin, 2011). By contrast, P
deficiency decreased sugar levels in cucumber leaves (Ciereszko et al., 2002). The timing of
the reallocation of sucrose to roots after the perception of P shortage might account for such
discrepancies in the literature.

As a consequence of physiological adaptations to P stress, morphological responses
have been thoroughly studied. A common feature is the increase in root: shoot ratio under P
deficiency, consecutive to an increased allocation of carbohydrates to the root system (Vance
et al., 2003; Hammond and White, 2011; Gerke, 2015). The same result was also observed in
cabbage, carrot and potato (Dechassa et al., 2003), common bean (Nielsen et al., 2001) and
melon (Fita et al., 2011; Li et al., 2018). These stimulations of the root system are relative,
since the increase in root growth cannot prevent the decline in plant biomass under P deficiency
(Mollier and Pellerin, 1991).

Phosphorus starvation symptom is visually observed by a purplish colouring of leaves,
and in lettuce it also alters head maturation, which hampers the product commercialization
(Chagas et al., 2017). Neocleous and Savvas (2019) have recently studied the effect of P
availability on photosynthesis, plant growth and leaf quality for two lettuce groups (Romaine
and Lollo) grown in a recirculating nutrient solution. A reduction in the P supply about 55%,
compared to a high P level of 1.8 mM, led to a decrease in photosynthesis and a higher

allocation of dry matter to the root system in Romaine lettuce only, while the PUE increased in
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both Romaine and Lollo types. These results are in line with those observed on other crops
using different levels of P stress, such as soybean (Chiera ef al., 2002), common bean (Lynch
et al.,1991) and wheat (McDonald et al., 2015). Several studies on a range of plant species have
shown that substantial genotypic variations exist in these adaptive traits. Those works indicate
that there is a potential for breeding genotypes which have a greater capacity to maintain growth
in P deficient soils (Deng et al., 2018; Gahoonia and Nielsen, 2004). Various definitions of P
efficiency have been put forward, and since the P content of organs might be different in roots
and shoots, some authors suggested distinguishing the efficiency of each organ (Gourley et al.,
1994; Rose and Wissuwa, 2012). This paper considers the overall agronomic P use efficiency
(PUE), defined as the quantity of the whole plant biomass obtained per unit of P supplied into
the growing media. It can be broken down into the product of an uptake efficiency (PUpE, the
ratio of the quantity absorbed by the plant by the amount of P supplied), by a utilization
efficiency (PUtE, the quantity of biomass per unit P in the plant) (DoVale and Fritsche-Neto,
2013; Parentoni and De Souza Junior, 2008). Several reports on the PUE of lettuce have been
produced (Buso and Bliss, 1988; Neocleous and Savvas, 2019), but the literature on the genetic
variability of this PUE is scarce. In a study on 15 lettuce cultivars, Buso and Bliss (1988)
mentioned that PUtE did not contribute to differences in the shoot biomass produced under
either low or high P supply. However, PUtE did contribute to PUE in certain species, such as
rice (Aziz et al., 2005), chickpea (Pang et al., 2018) or wheat (Hari-Gowthem et al., 2019;
Manske ef al., 2001). In this study, we examined a large range of Lactuca genotypes including
wild species to examine the relative contribution of PUtE and PUpE to PUE. We investigated

the morphological and functional adaptations linked to the increase in PUE at low P.

2. Materials and Methods

2.1. Plant material and growth conditions

An experiment was conducted at the INRAE research Center of Avignon, France, from
October to November 2018. Fourteen lettuce genotypes including wild germplasm, old and
modern cultivars with different morphological types were tested under plastic tunnels, low-tech

greenhouses being representative of lettuce production in the Mediterranean area in autumn
(Table 1).
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Table 1: Lettuce genotypes, type, cultivar name and origin used in this study

No. species Type Name of cultivar Origin
1 L. serriola Wild LS367 Wild Public domain
2 L. saligna Wild CR17 Wild Public domain
3 L. sativa Wild P1251245 Wild Public domain
4 L. sativa Butterhead Nenufar Modern cultivar (Vilmorin)
5 L. sativa Butterhead Bourguignonne Old cultivar Public domain
6 L. sativa Looseleaf Kilervi Modern cultivar (Rijk Zwaan)
7 L. sativa Looseleaf Feuille de chéne blonde Old cultivar Public domain
8 L. sativa Romaine Blonde lente a monter Old cultivar Public domain
9 L. sativa Butterhead Green Mignonette Old cultivar Public domain
10 L. sativa Crisphead De Pierre Bénite Old cultivar Public domain
11 L. sativa Crisphead Ferega Modern cultivar (Enza Zaden)
12 L. sativa Butterhead Joviale Modern cultivar (Gautier)
13 L. sativa Romaine Socca Modern cultivar (Gautier)
14 L. sativa Stem lettuce Red Orient Old cultivar Public domain

An adequate quantity of seeds of each genotype were sown in a rock wool cell placed
in a growth chamber at 20/17°C day/night with 85 % relative humidity. Ten days after seeding,
the most uniform plantlets were transplanted into cylindrical PVC pots (diameter: 10 cm;
height: 80 cm) filled with a P-inert substrate consisting in a 1:1(V/V) of vermiculite and river
sand. A randomized block design with three plants per genotype and P treatment (see below)
was set up, totalling 84 pots in all. P treatments consisted in supplying a complete nutrient
solution with either low or high P concentration. Water and fertilizers were provided by a drip
system controlled by a programmer. The substrate humidity was monitored continuously using
18 soil moisture sensors (three EC-5 Decagon per block disposed in pots chosen at random),
placed at a horizontal distance of 5 cm below the soil surface. The sensor determines the
volumetric water content (VWC) by measuring the dielectric constant of the media. All plants,
regardless of the treatment and genotype, received the same amount of water. This amount was
determined to maintain an average substrate humidity in the pots of around 17% (V/V) £ 10%

which, is approximately 80% of the substrate field capacity.
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Depending on the time of the experience and the climate, this corresponded to one to
three fertigation events per day. During the first week, a nutrient solution with a P concentration
of 0.1 mmol. L™! (P was supplied with KH,PO4) was applied to all plants. Thereafter, P
treatments started and two different nutrient solutions were applied for three additional weeks:
alow P LP, with a concentration of 0.1 mmol. L' HPO4 and a high P solution, HP with a non-
limiting P concentration of 1 mmol. L' H,PO4". The concentrations of NOs™ and K* were
identical in the two nutrient solutions, both at 11 mmol. L''. These concentrations are known
not to be limiting for lettuce grown in pots (Lecompte et al., 2013). In LP, KNO3, NH4NO3 and
KH,PO4 were brought at concentrations of 10.9 mmol. L™}, 0.1 mmol. L', and 0.1 mmol. L™
respectively. In HP, KNOs, NH4NO3 and KH>PO4 were brought at concentrations of 10 mmol.
L', 1 mmol. L', and 1 mmol. L' respectively. Thus, the difference was the addition of 0.9
mmol of NH4" to HP. It was assumed that this supplemental NH4", which marginally increased
the electro-conductivity of the solution and the availability of a non-limiting quantity of
nitrogen, did not influence the analysis of the effect of a P limitation. Other macronutrients
were kept constant in the two solutions: Mg?" (3.5 mmol. L!); Ca®" (3.25 mmol. L) and SO4*
(2.5 mmol. L), as well as micronutrients (in pmol. L!): 0.5 B, 0.02 Cu?", 8.2 Fe?**, 0.5 Mn*",
0.01 MoO4*" and 0.1 Zn*".

The amount of P supplied was calculated by multiplying the amount of nutrient solution
brought to the plant and the concentration of P in the nutrient solution. From transplantation to
harvest, plants received 1.62 L of nutrient solution, with 43 mg and 4.3 mg of P in the HP and
LP treatments, respectively.

2.2. Plant measurements

Measurements consisted in photosynthesis and morphological traits, namely leaf area,
specific leaf area, shoot dry mass, root dry mass, root dry mass fraction, P organ contents, and
components of P efficiency, with their units and abbreviations listed in table 2. Phosphorus
uptake (PUpE, mg P absorbed per mg P applied) and utilization efficiency (PUtE, mg total dry
biomass per mg P absorbed) were defined as:

PUpE=P absorbed (mg)/ P applied (mg)

PUtE= total dry mass (mg)/P absorbed (mg)

PUE was calculated as PUpE x PUtE (mg total dry mass/ mg P applied).

Relative responses (%) were used to compare the effect of P treatments and computed as
follows:

RRi= 100* [(trait value in LP) - (trait value in HP)] / (trait value in HP); where RRi is the value

of the relative response of each trait (i).
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Table 2 List of variables, their abbreviations, units, and abbreviations of relative variables

variable abbreviation Unit Abbreviation of

relative variable (%)

Photosynthesis rate Phmax umol CO2/m?/s RPhmax
Leaf area Area cm? Rarea
Specific leaf area SLA g/cm? RSLA
Shoot dry mass Sb g Rsb
Root dry mass Rb g Rrb
Total dry mass Tb g Rtb
Root dry mass fraction Rdmf % Rrdmf
P concentration in shoot PS % RPs
P concentration in root PR % RPr
P uptake efficiency PUpE mg P in plant/ mg P applied RPUpE
P utilization efficiency PULE mg total dry mass/ mg P in plant RPUtE
P use efficiency PUE mg total dry mass/ mg P applied RPUE

2.2.1. Gas exchange measurements
At the end of experiment, just before harvest, photosynthesis rate at saturating irradiance
(1000 pmoles CO2.m™. s') was measured with a portable photosynthesis and fluorescence
system (Li-Cor 6400, Lincoln, NE, USA). The youngest fully developed leaf of each plant was
chosen for all measurements. Stomatal conductance and transpiration were also registered but
did not provide significant additional information and were not considered in this study.
2.2.2. Leaf area and plant tissue dry mass
Plants were harvested one month after transplanting. They were carefully removed, first
by immersing the pot in a water-filled container, then by sliding the whole plants out of their
pots. Shoots and roots were separated immediately after discharging the plants from the pots.
The substrate used was adapted to recover the roots with minimum damage. Sieves with several
mesh sizes were used to recover thick and fine roots. Fresh leaves of each plant were scanned
using a scanner (EPSON perfection V700) at a resolution of 600 dpi. The images obtained were
treated with a commonly used macro programme of the ImagelJ scientific software to measure
total leaf area. Fresh masses of shoots and roots were recorded. Shoot and root sub-samples
were dried in an oven at 75 °C during 72h to calculate their dry masses. Dry plant tissues were

ground into fine powder using a mixer mill (MM301, Retsh, Haan, Germany).
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2.2.3. Phosphorus content in plant tissue

P concentrations in shoots and roots were measured with a portable X-ray fluorescence
spectrometer (XRF). This analyzer determines elemental concentrations by measuring the
secondary fluorescent X-ray emitted by the sample upon excitation (Reidinger et al.,2012). The
calibration of XRF analyses was performed by comparison, using the inductively coupled
plasma-mass spectrometry (ICLPMS) method as a reference (Jenner et al, 1990). This
calibration had been carried out during a preliminary test, and conducted on 25 samples in total,
i.e. 15 leaf samples and 10 root samples. Although the correlation between XRF and ICP
measurements was satisfying (p<0.001, R?>=0.93 Fig.1), the slope differed from 1. Therefore, a
correction of the XRF dosage was uniformly applied to the whole data set presented here,

according to the linear adjustment.
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Fig.1: Relationship between P concentration measured by XRF and ICP methods for lettuce

shoots (dots) and roots (square).

These data originated from a preliminary experiment, and were used to estimate unbiased P

contents in plants based on XRF measurements. The solid line represents the linear regression.
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2.3. Statistical analysis

Standard analyses of variance (ANOVA) were performed to analyse the effects of the
genotype (G), P level and their interactions on the variables. A Tukey test was calculated to
assess the statistical differences between traits in HP and LP. Correlations were computed using
Pearson’s coefficient. All statistical analyses were performed using R software (https:// www.R-
project.org/).
3. Results
3.1. Effect of P treatments on plant traits

Analyses of variance on the twelve traits measured revealed a significant effect of the

genotype (G) and P level (P) on all traits (table 3).

Table 3 Effect of phosphorus level (P), genotype (G) and their interactions on traits measured
in 14 lettuce genotypes grown at low P (0.1 mM) and sufficient P (1 mM) availability.
Results of two-way ANOVA test. p-values of significant effects of genotype (G), phosphorus (P)
and their interaction are highlighted in bold. For variables, abbreviations and units see table

2.

Variables p-value (ANOVA)
G P GxP
Shoot dry mass <0.001 <0.001 <0.001
Root dry mass <0.001 <0.001 0.30
Total dry mass <0.001 <0.001 0.07
Root dry mass fraction <0.001 <0.001 <0.01
Leaf area <0.001 <0.001 <0.001
Specific leaf area <0.001 <0.001 0.81
Photosynthesis <0.01 <0.001 0.59
P concentration in root <0.001 <0.001 <0.01
P concentration in shoot <0.001 <0.001 <0.001
PUpE <0.001 <0.001 <0.001
PUtE <0.001 <0.001 <0.001
PUE <0.001 <0.001 <0.001

*Significant level p<0.05

27


https://www.r-project.org/
https://www.r-project.org/

Significant G x P interactions were also identified for all traits excepted root dry mass,
total dry mass, maximum photosynthesis and specific leaf area. These results indicate that plant
responses to P availability are associated with a large genotypic variability.

The mean relative responses to P stress (% of variation in LP relative to HP) are given
in Fig.2 (and abbreviations presented in Table 2). Rarea and RPs were the most reduced
variables, while by contrast Rrdmf, RPUpE, RPUtE and RPUE increased. The RSLA and
RPhmax were the least affected traits (Fig.2).

200 300 400 500
| | 1 |

Relative responses (%)
100
1

0
|

-100
|

Rarea RPs RPr Rsb Rib Rrb Rpho RSLA  Rrdmf RPUE

Traits

Fig.2 Relative responses of traits to low P availability

Bars represent the mean variation for the 14 genotypes studied. See Table 2 for traits

abbreviations and calculation.

3.2. Genetic variations of photosynthesis, plant growth, and biomass allocation in
response to P availability

All the genotypes reduced their shoot and root growth (Fig.3). On average, the

photosynthetic rate at saturating irradiance was slightly reduced in LP (Fig. 3 a, table 3).

However, significant differences between the two treatments were only identified in genotypes

G2, G6 and G14.
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Fig.3 Effect of P levels on variables measured in fourteen genotypes grown at low P (LP, 0.1
mM) and high P (HP, 1 mM) availability (a) Photosynthesis, (b) leaf area, (c) shoot dry mass,
(d) specific leaf area, (e) root dry mass, (f) root dry mass fraction, (g) P concentration in root,

(h) P concentration in shoot.

Each bar is the mean of three replications (corresponding to three plant per genotype). The

error bars indicate the + standard error of the mean.

The leaf areas of all genotypes were also significantly affected by P. The leaf area was
strongly reduced in all genotypes (from -44% to -73% in LP as compared to HP). Similarly, the
shoot dry mass decreased by 57% on average in LP (ranging from 0.12 g to 0.92 g in LP and
from 0.45 g to 2.01 g in HP). The two leaf area and shoot dry mass variables were strongly
correlated, under both HP (p<0.001, r=0.97, Supplementary Fig. S1) and LP (p<0.001, r=0.98,
Supplementary Fig. S2). Three genotypes, G3 (wild L. sativa), G6 (a modern loose-leaf
cultivar) and G14 (a stem lettuce) had the highest leaf area and shoot biomass both in HP and
LP. By contrast, the L. saligna germplasm G2 had the lowest leaf area and shoot dry mass under
both P conditions (Fig.3 b-c). The specific leaf area was slightly reduced in LP, but the extent
of this reduction depended on the genotype: it was not significant in genotypes G1 (p=0.99),
G2 (p=0.94) and G14 (p=0.76).
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Genotypes 3 and 14 showed a more than two-fold root dry mass in comparison with the
other genotypes tested. Root dry mass decreased by 25% on average in LP. It ranged from 0.11
to 1.09 g in LP, and from 0.21 to 1.03 in HP. The extent of this reduction varied among
genotypes. The root dry mass of G2, G7 and G9 was strongly reduced in LP, while that of
genotypes G1 (p=0.27), G3 (p=0.57), G4 (p=0.43), G5 (p=0.23), G8 (p=0.74), G10 (p=0.76),
G12 (p=0.39), G13 (p=0.66) and G14 (p=0.68) did not change significantly (Fig.3e). This
stability of root mass in LP was observed on genotypes presenting either small or large root
biomass in HP. A strong allometry in biomass allocation was observed, as illustrated by the
significant correlation between the dry mass of roots and shoots (p<0.001; r=0.89 in LP and
p<001; r=0.88 in HP) (supplementary Fig. S1-S2). The root dry mass fraction (Rdmf) markedly
increased in LP in all genotypes (Fig.3f). Rdmf ranged from 35 to 55 % in LP, and from 24 to
45 % in HP. Wild and old genotypes G1, G2, G3, G5 and G14 showed the highest root dry
mass fractions in LP, representing 46% to 55% of the whole plant on average.
3.3. Genetic variations of P contents in response to P availability

In HP, P shoot concentration (ranging from 0.51 to 0.75 %) was higher than P root
concentration (ranging from 0.23 to 0.51%) (Fig.3 g-h). The difference was less pronounced in
LP (0.21 to 0.30% in shoots and 0.13-0.23 % in roots) because, on average, the reduction in P
concentration in roots (-48%) was lower than in shoots (-57 %). Also, the genetic variability of
P content was higher in roots (the coefficient of variation among genotypes was 21% in LP and
25% in HP) than in shoots (the coefficient of variation among genotypes was 13% in both P
treatments). Only weak correlations were found between P concentrations in roots and shoots,
both in LP (p<0.05, r=0.31, Supplementary Fig. S1) and HP (p<0.01, r=0.44, Supplementary
Fig. S2).
3.4. Genetic variations of PUpE, PUtE and PUE in response to P availability

PUE and its components increased markedly at low P availability, and strong genotypic
variations were observed. PUpE ranged from 0.16 to 0.89 mg P per mg P applied in LP and
from 0.08 to 0.43 mg P per mg P applied in HP (Fig.4a). A very significant correlation was
found between PUpE in LP and HP (p<0.001, r=0.94). This indicates that the genotypes
determine PUpE very strongly. Regardless of the P availability, G3 and G14 had a much higher
PUpE than the other genotypes examined (0.89 and 0.82 mg P per mg P applied in LP and 0.43
and 0.32 mg P per mg P applied in HP, respectively). Conversely, the L. Saligna G2 had a very
low PUpE (0.16 mg P in plant/mg P applied in LP and 0.09 mg P in plant/mg P applied in HP)
(Fig.4a).
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Fig.4: Effect of P levels on (a) phosphorus uptake efficiency (PUpE), (b) phosphorus

utilization efficiency (PUtE), (c) phosphorus use efficiency (PUE) of fourteen lettuce
genotypes cultivated in LP (0.1 mM) and HP (1 mM)

Values shown are means of three replications. Numbers correspond to the genotypes used,

which were presented in table 1 in Material and Methods.

PULE varied between 333-574 mg of total dry mass per mg of P in LP, and between 159-

236 mg of total dry mass per mg of P in HP. Unlike what was observed for PUpE, there was no

significant correlation between PUtE in LP and HP (r=0.09, p=0.73) (Fig.4 b). Some genotypes

showed a high PUtE in HP but not in LP, e.g. G9, while other genotypes, e.g. G3, had a low

utilization efficiency in HP and a high utilization efficiency in LP; two genotypes G3 and G8
more than doubled their PUtE in LP (Fig.4 b). PUpE and PUtE were not significantly correlated
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in HP (r=-0.24, p=0.12, Supplementary Fig. S1), but a weak positive correlation was found in
LP (p<0.01; r=0.48, Supplementary Fig. S2).

PUE (defined as PUpE x PUtE) varied among genotypes by almost a factor of 10 in LP
(55 to 455 mg total dry mass per mg P applied), and much less in HP (16 to 69 mg total dry
mass per mg P applied). On average, PUE was reduced by 80 % in HP. A very significant
correlation was found between PUE in LP and HP (p<0.001, r=0.93) (Fig.4c). The ranking of

genotypes for the overall efficiency was very similar to the ranking of genotypes for PUpE.

3.5 Traits related to PUpE, PUtE and PUE

P uptake in plants was calculated by multiplying P concentrations in plant tissues by
their biomasses. As shown above (Fig. 3), the genetic variability of plant dry mass was higher
than the variability of P concentration. As a consequence, PUpE, which corresponds to the
quantity of P in plants per unit of P applied, was very highly correlated with any trait describing
plant biomass (either root dry mass and shoot dry mass), both in LP and HP (Supplementary
Fig. S1-S2).

In HP, plant dry masses and P concentrations in plant tissues were not limited by P
availability. Therefore, there was no significant relationship between PUtE and total dry mass
(r=0.01, p=0.90). However, when P was limited, a positive correlation was found between PUtE
and total dry mass (p<0.001, r=0.62) (Supplementary Fig. S2). Interestingly, a very significant
correlation was found between PUtE and the relative root dry mass fraction in LP (p<0.001,
r=0.77) (Fig.5). Among the genotypes observed in this work, those that have a greater capacity
to increase their root system under P stress are the most efficient in terms of P utilization.

As the variability of PUpE among lettuce genotypes was greater than the variability of
PUE, both under LP and HP, PUE was mostly determined and showed a very tight correlation
with PUpE (p<0.001, r=0.98 in LP and p<0.001, r=0.95 in HP). However, PUtE was more
variable in LP, and contributed to the variation of PUE at low P availability (p<0.001, r=0.62,

Supplementary Fig. S2).
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given in Table 1

4. Discussion

4.1 Genetic variations of the response to low P availability in Lactuca

In the present work, we used two contrasted P levels to characterize the effect of P,
genotype (G) and their interaction on a range of genotypes of the genus Lactuca. We analysed
the photosynthesis, growth, P uptake and P efficiency of 14 lettuce genotypes including wild
germplasm, old and commercial cultivars.

Phosphorus plays a key role in photosynthesis, but the impact of P deficiency on
photosynthesis appears to be largely species-specific (Thuynsma et al., 2016). Chaudhary ef al.
(2008) showed that photosynthesis dropped by 94%, 65% and 18% in the mungbean, mash
bean and soybean respectively when P availability decreased. By contrast, the photosynthetic
rate per leaf area unit was not affected by the P regime (10, 45 and 90 uM P) in various potato
genotypes (Balemi, 2010). In the present investigation on Lactuca, the strongly limiting P
treatment applied only induced a slight reduction in the photosynthesis measured at saturating

irradiance (-15 % on average) (Fig.2). A significant genetic variability of photosynthetic
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activity was observed, with no GxP interaction. Neocleous and Savvas (2019) showed that a
range of Lollo-type lettuces maintained their photosynthetic rate at three different P levels (0.8,
1.3, 1.8 mM) and proved less sensitive to low P when compared to Romaine-type lettuces,
which decreased their photosynthesis. These discrepancies between this work and ours,
regarding the effect of P on photosynthesis might be due to the difference in P levels, and
method of application used in each study.

Leaf area was the most severely reduced trait when P availability decreased. The range
of reduction in leaf area (-44% to -73%) under our severe P stress falls within those reported
on other crops (Potato (Balemi, 2010), tomato (Martins et al., 2017), cabbage (Cecilio Filho et
al., 2013), melon (Li et al, 2018). In sunflowers, the decrease in total leaf area under P stress
was ascribed to reductions in leaf appearance rate, leaf elongation rate as well as final leaf size
(Rodriguez et al., 1998). In this work we also reported a genotype x P interaction, which was
observed on potato too, as well as a reduction in leaf area by 20 to 80% attributed to P-efficient
and P-inefficient genotypes (Balemi, 2010). Similar results were obtained on maize (Plénet et
al., 2000).

In this study, we observed a sharp reduction in shoot dry mass in LP. Apparently, this
decrease in shoot dry mass at low P availability could be attributed to the reduction in leaf
growth more than to the decrease in photosynthetic rate. Although we only studied
photosynthesis at saturating light at one time point (and not the actual photosynthesis
throughout the experiment), we observed that genotypes that did not or only marginally reduced
their photosynthetic activity in LP, such as G1 L. serriola and an old cultivar G9 cv. Green
Mignonette, showed severe reductions in their leaf areas and shoot dry masses.

Regardless of the P availability, the greatest shoot dry masses were found in a wild L.
sativa genotype (G3 cv. P1251245), a special lettuce type (stem lettuce G14 cv. red orient), and
a modern commercial genotype (G6 cv. Kilervi), indicating that these genotypes have a high
growth potential in a large range of P environments. However, the identification of genotypes
with high growth potential was not the objective of this study, conducted on a limited number
of genotypes of different morphological types. Moreover, modern cultivars are bred for very
specific seasons nowadays, and some genotypes chosen for this early autumn experiment may
not have expressed their growth potential in the conditions of the experiment. Interestingly
however, the non-commercial genotypes G3 and G14 also showed very high root masses, which
was not the case for the G6 cv. Kilervi modern cultivar. Moreover, at high P availability, the
root dry mass fraction tended to be higher in wild and old genotypes, in comparison with

modern ones. This might show that modern commercial cultivars, which are usually grown at
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high nutrient availabilities, are not selected for the size of their root systems. The comparison
of responses of genotypes to low P availability were better suited to our experimental design.
A P shortage could have expectedly affected other genotypes with a high growth potential,
because despite adaptations of organ P concentration at low P, large biomasses require more P.
However, this was not the case: the biomass reduced by around 50% in LP on average, and the
more severe biomass reductions were observed for genotypes with either low or high biomasses
in HP.

In response to low P, plants exhibit various strategies to enhance the P acquisition from
the soil, one of which being to increase their root system size relative to the shoot system. In
this study, lettuce genotypes increased their root dry mass fraction by about 40% in LP on
average. Noticeably, there was a large genotypic variation regarding the ability to increase the
Rdmf at low P (Fig. 5). The wild L. sativa G3 (cv. P1251245) and the lettuce stem G14 (cv. red
orient) did not decrease their root dry mass in LP and kept the highest root dry mass fraction
under P stress. Some old cultivars like G5 (cv. Bourguignonne) and G8 (cv. Blonde lente a
monter) also showed a high capacity to increase their root system sizes at low P availability.
But this does not appear to be the case for all old genotypes, since G7 (cv. Feuille de chéne
blonde) and G9 (cv. Green Mignonette) showed poor adaptive abilities. Modern cultivars all
showed moderate adaptation, an average 40% increase in root dry mass fraction under P stress.
In the only other study related to this topic in lettuce, Buso and Bliss (1988) highlighted
significant differences between root: shoot ratios among butterhead cultivars in response to low
P, but no differences for crisphead and loose-leaf lettuce groups. In wheat as well, root: shoot
ratios varied significantly depending on genotypes, in response to low P availability (Bilal et
al., 2018; Yaseen and Malhi, 2009). All these results confirm the high genotypic variations of
this trait.

In terms of P concentration in plant tissue, our results showed that P stress reduced the P
concentration in shoots more than in roots. Similar observations were made on rice (Irfan et al.,
2020) and wheat (Shabnam et al., 2018), however this was not the case in potato (Cogliatti and
Clarkson, 1983).

In our work, we were not able to identify any effect of lettuce morphological type or date of

breeding on either leaf or root P content.
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4.2 PUpE, PUtE and PUE in Lactuca

Developing cultivars with improved PUE is considered important for the sustainability
of agriculture (Wu et al., 2013). Research on wheat (Manske et al., 2001), cotton (Igbal et al.,
2019) and maize (Parentoni and De Souza Junior, 2008) indicated an important genotypic
variability of PUpE, PUtE, PUE and related traits under contrasting constraints for P
availabilities. This study provides an attempt to examine the origin of the variability of P use
efficiency in a wide range of Lactuca germplasms, including wild species and old cultivars.
Previous works have already reported PUE for commercial cultivars of different lettuce types
(Busso and Bliss, 1988; Neocleous and Savvas, 2019). The values obtained are in line with
those reported in the commercial cultivars used in this study. We stress here that wild and non-
cultivated Lactuca genotypes can show much higher P efficiencies than commercial cultivars
under low P.

The ranking of genotypes in the evaluation of efficiency in phenotyping experiments
depends on the definition chosen for efficiency (Gourley et al., 1994); still, the description of
genetic variability is of importance to characterize genotypes of interest. In our investigation,
PUpE represents the ability of a crop to retrieve P from the soil. Here we showed a strong
positive correlation between PUpE in LP and HP demonstrating large genetic variability and
more limited phenotypic plasticity for this trait. We observed that PUpE at a given P availability
was almost entirely determined by the mass of the organs, while PUpE was only marginally
dependent on the P concentration of these organs. Genotypes showing high root system masses
such as G3 (cv. PI251245) and G14 (cv. Red orient) were in consequence much more efficient
than the other genotypes examined. Accordingly, when P was lacking, a positive correlation
was found between PUpE and the root dry mass fraction, which was not noticeable at high P.
In agreement with our findings, a significant positive correlation was observed between P
uptake and root: shoot ratio in Coffea at low P supply, suggesting that root traits are valuable
targets for improving the P acquisition in P limited soils (Neto ef al, 2016). In Brassica
oleracea also, the improved ability of a crop to capture more P was related to root system traits,
and some root system plasticity was observed in response to low P availability (Hammond et
al., 2009). It has been shown that the allocation of additional carbohydrates to the root system
at low P availability promotes root elongation, branching and root hair proliferation,
contributing to enhanced P uptake capacities (Lynch, 2007, 2011; Niu et al., 2013; Pan et al.,
2008).
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PUE also varied significantly among lettuce genotypes and depended on P availability,
but in contrast with PUpE, showed much more phenotypic plasticity. Since PUtE represents the
dry mass produced per P unit content in plants, negative correlations between PUtE and P
concentrations in shoots and roots can be found. This result has been reported in other crops as
well (Manske et al., 2001; Parentoni and De Souza Junior, 2008; McDonald et al., 2015;
Sandafia, 2016). In this work, we observed a positive correlation between PUpE and PUtE at
low P availability, but not under sufficient P supply. Contrastingly, in maize PUpE was
negatively correlated to PUtE regardless of the P availability (DoVale and Fritsche-Neto,
2013). But Parentoni and De Souza Junior (2008) stated that PUpE was not correlated to PUtE
at low or high P availability. Again, this could stress the importance of plant age and
experimental conditions in the evaluation of efficiency criteria.

Interestingly, we also showed that PUtE was positively correlated with the relative root
dry mass fraction in Lactuca. This means that genotypes that have the greatest capacity to
increase their root dry mass fraction under P stress, regardless of the size of their root system
at high P availability, can increase their P utilization. Although the increase in the relative root
dry mass under P stress is an unequivocal response, genotypes with a more limited plasticity
for this adaptation limit their capacity to increase their PUtE, their PUE, and ultimately their
growth more than others, under such stress. To our knowledge, this consideration has not been
reported for any other plant species.

However, in the results presented here on Lactuca, the genotypic variability of PUpE
was much more important than that of PUtE, especially under P stress: PUpE varied by 600%
between genotypes, when PUtE varied only by around 50%. Therefore, the overall genetic
variability of PUE was mostly determined by PUpE both in LP (p<0.001, r=0.98) and in HP
(p<0.001, r=0.95). Though very significant, small variations of PUtE under P stress only
marginally affected PUE, and the ranking of genotypes for their efficiencies. According to Rose
et al. (2011), when P is limited, PUpE is more important than PUtE, while in sufficient P
conditions PUtE is more important. Similarly, PUpE was more important than PUtE under low
P in wheat (Manske et al., 2001), rice (Wissuwa and Ae, 2001), pearl millet (Gemenet et al.,
2015) and Brassica napus (Zhang et al., 2009). However, an increase in PUE has been
associated with an increase in PUtE in wheat genotypes grown at two P levels (0 and 30 Kg
P/ha) (McDonald et al., 2015). Therefore, it would be interesting to explore the link between
the adaptation of root system size at low P availability and PUtE in other species, where PUtE

accounts for a large part of PUE.
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5. Conclusions

The present study provides information about genotypic adaptation to low P availability
in the Lactuca genus. As in other species, shoot growth is more affected than root growth. Some
particular genotypes with a high root system mass are particularly adapted to P stress. PUE
appears to be mainly determined by the root system biomass and PUpE, which relates to root
and shoot sizes, is largely dependent on genotypic characteristics. However, in this study we
showed that phenotypic plasticity exists in the capacity to invest relatively more dry mass to
the root system when P is strongly limiting, which can increase PUtE, the amount of biomass
produced per unit of P taken up by the plant. We are proposing to explore this plasticity in other

plant genera, since PUtE might be an important component of PUE, depending on the species.
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Chapter III: Genetic variation in root architectural traits
in Lactuca and their roles in increasing phosphorus-use-

efficiency in response to low phosphorus availability
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Abstract

Low phosphorus (P) bioavailability in the soil and concerns over global P reserves have
emphasized the need to cultivate plants that acquire and use P efficiently. Root architecture
adaptation to low P can be variable depending on species or even genotypes. To assess the
genetic variability of root architectural traits and their responses to low P in the Lactuca genus,
we examined fourteen genotypes including wild species, ancient and commercial lettuce
cultivars at low (LP, 0.1 mmol. L!) and high P (HP, 1 mmol. L'!). Plants were grown in
cylindrical pots adapted for the excavation and observation of root systems, with an inert
substrate.

We identified substantial genetic variation in all the investigated root traits, as well as
an effect of P availability on these traits, except on the diameter of thinner roots. At low P, the
main responses were a decrease in taproot diameter, an increase in taproot dominance over its
laterals and an increase in the inter-branch distance. Although the genotype x P treatment effect
was limited to root depth, we identified a tradeoff between the capacity to maintain a thick
taproot at low P and the dominance of the taproot over its laterals.

Regardless of the P level, the phosphorus-use-efficiency (PUE) varied among lettuce
genotypes and was significantly correlated with total root biomass regardless of the P level. As
taproot depth and maximum apical diameter were the principal determinants of total root
biomass, the relative increase in PUE at low P was observed in genotypes that showed the
thickest apical diameters and/or those whose maximal apical diameter was not severely
decreased at low P availability. This pre-eminence of the taproot in the adaptation of Lactuca
genotypes to low P contrasts with other species which rely more on lateral roots to adapt to P
stress.

Keywords

Lactuca, phosphorus, root architectural traits, phosphorus-use-efficiency, maximum apical

diameter, root biomass, genotypes variations.
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Introduction

Phosphorus (P) is an important plant macronutrient and a component in various
molecules such as ATP, nucleic acid, phospholipids and phosphoproteins. Phosphorus also
plays an important role in an array of processes, including photosynthesis, energy generation,
enzyme activation and inactivation (Vance et al.,, 2003). Plants absorb P through their roots
mainly as orthophosphate ions HoPOs~ and HPO4?~, which can be tightly adsorbed into soil
particles, form insoluble complexes with cations, and have poor mobility in the soil solution
(Shen et al., 2011). As a consequence, P availability can be limited, which leads to the use of
high amounts of mineral P fertilizers by farmers to overcome this limitation and sustain high
crop yields. However, P fertilizer recovery is usually low, and an excess of P application
following runoff or erosion can foster environmental damage such as water eutrophication
(Shen et al., 2011; Sattari et al., 2016). Moreover, P fertilizers mostly derived from phosphate
rocks and P is considered a nonrenewable resource whose global reserve may be depleted in
the future (Cordell et al.,2009). A more careful exploitation of P is required and one strategy is
to increase P efficiency and recovery using plants, including varieties that are able to produce
high yields with low P availability (Gahoonia and Nielsen, 2004; Hammond et al., 2009; Van
de Wiel et al, 2016). Lettuce, Lactuca sativa L., is an important leafy vegetable, that is
primarily consumed fresh in salads. As a cash crop that requires intensive labor at planting and
harvest, lettuce is mostly cultivated in conventional systems that maximize yield and quality
by supplying abundant water and nutrients, including P (Gallardo et al., 1996; Hoque et al.,
2010 ; Kerbiriou et al., 2013). Phosphorus-use-efficiency (PUE) is generally defined as the
amount of biomass or yield per unit of applied P (g dry mass/ g applied P). PUE can be separated
into the product of uptake efficiency (PUpE) (g P / g applied P) and utilization efficiency (PUtE)
(g dry mass / g P). PUpE is based on the ratio of P uptake in plants to the amount of P applied,
and PUtE represents the production of plant biomass per unit P accumulated in the plant
(Gourley et al., 1994).

The intensity of plant responses to low P availability varies among and within species
(Abdolzadeh et al., 2010; Balemi, 2010; Rose and Wissuwa, 2012). Intraspecific variations of
PUE and its components have been observed in many species such as rice (Vejchasarn et al.,
2016), wheat (Bilal et al., 2018), barley (Wang et al., 2015), maize (Parentoni and De Souza
Janior, 2008), potato (Wacker-Fester et al., 2019) and the common bean (da Silva et al,, 2014).
A common pattern is an increase in PUE and its components (PUpE and PUtE) under P

deficiency, which is made possible by several adaptive mechanisms. Plants can adapt to low P
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via several physiological mechanisms and higher exudation of organic acids and enzymes, such
as phosphatases and phytases, is commonly observed to facilitate the solubilization of P
complexes and organic P in the rhizosphere (Balemi and Negisho, 2012 ; Minemba et al., 2019).
Plants can also improve P uptake through symbiotic associations with mycorrhizal fungi,
whose hyphae increase the soil volume that can be explored (Campos ef al., 2018). Plants may
also improve P utilization by recycling internal P, remobilizing P from mature to young
developing organs and reprioritizing metabolic P utilization in plants (Veneklaas et al., 2012;
Irfan et al., 2020).

In response to low P, plants also adapt their function, such as carbon assimilation and
allocation. A common feature is the increase in the root/shoot ratio under P deficiency and then
an increased allocation of carbohydrates to the root system (Zhou et al., 2016; De Souza
Campos et al., 2019). For example, tomato plants are able to recapture the carbon lost from root
exudates, such as citrate and malate, to increase the translocation of carbon to shoots (Tiziani
et al., 2020).

Plants with larger root systems have access to a greater soil volume and may recover
more P (Lynch and Brown, 2008). Increased P acquisition can also be achieved by altering root
morphology and architecture. The root system architecture, as the length, direction and spatial
distribution of roots, is highly plastic and varies according to the genotype and environmental
conditions (Lynch and Brown, 2008).

In many soils, P tends to be more available in the topsoil; therefore, in cases of P
deficiency plants prefer a shallow root system that grows outward rather than downward. This
“topsoil foraging” strategy is well observed in common bean (Ramaekers ef al.,, 2010). The
architectural traits associated with this topsoil exploration are the growth angle of basal roots,
the dispersion of basal root lateral branching and the production of adventitious roots (Bonser
et al.,1996; Lynch, 2007; Niu et al., 2013). Another widespread adaptation to low P is the
modification of root hair length and density (Gahoonia and Nielsen, 1998; Brown ef al., 2012).

In Arabidopsis, low P availability induced a highly branched root system with reduced
primary root growth (Lopez-Bucio et al., 2003). In lentils, P deficiency caused a significant
increase in total root length and lateral root number (Sarker and Karmoker, 2009). However,
such responses are not universal and the lateral root density has been shown to decrease under
low P availability in several plant species such as rice (Vejchasarn et al., 2016) and the common
bean (Borch et al., 1999). Such apparent discrepancies among root trait responses to low P
could be explained by the phenotyping method, the intensity of P stress and other environmental

conditions and/or the genetic material used.
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Global, cumulative, or average root traits, such as total root length, root number, or
average diameter, are not well suited to study the developmental path by which a plant adapts
to nutrient deficiency. In addition, complex variables, such as specific root length, which
aggregates information on the length, diameter, and density of a root, are also parameters not
easy to interpret. Traits directly related to developmental processes should preferably be
registered. If contrasting root architectural responses can be observed between different genera,
less information is available regarding intraspecific or intragenus variability. In lettuce,
although data on PUE are available (Buso and Bliss, 1988; Neocleous and Savvas, 2019),
information on genetic variability is scarce, and to our knowledge, no information has been
published regarding the plasticity of lettuce root system architecture in response to P nutrition
and its impact on P acquisition.

This study aimed to characterize the intragenus variability of root system adaptation to
variable P availability in Lactuca. We examined a panel of 14 Lactuca genotypes belonging to
old and modern cultivars as well as wild-associated species. Traits reflecting the developmental
process of the root system, including root elongation, root diameter and branching density, were
observed. Six root traits were considered, and Pages and Kervella (2018) indicated that they
summarize the essential root architecture traits connected to the exploration and exploitation
capacities of the root system.

The specific aims of this work were to (1) assess the genetic variability of root trait
architecture under low- and high-P conditions, (2) investigate the range of plasticity of each

trait and (3) evaluate their contribution to the PUE and its components.

Materials and methods
Plant material

Fourteen Lactuca genotypes were selected to represent diverse geographic origins and
aerial phenotypes, which will likely present variability in the root system architecture. Wild

species and ancient and modern genotypes of different lettuce types were selected (Table 1).
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Table 1: Species, type, genotype name and origin of the lettuce used in this study.

No. species Type Name of cultivar Origin
1 L. serriola Wild LS367 Public domain
2 L. saligna Wild CR17 Public domain
3 L. sativa Wild P1251245 Public domain
4 L. sativa Butterhead Nenufar Seed company (Vilmorin)
5 L. sativa Butterhead Bourguignonne Public domain
6 L. sativa Loose-leaf Kilervi Seed company (Rijk Zwaan)
7 L. sativa Loose-leaf Feuille de chéne blonde Public domain
8 L. sativa Romaine Blonde lente a monter Public domain
9 L. sativa Butterhead Green Mignonette Public domain
10 L. sativa Crisphead De Pierre Bénite Public domain
11 L. sativa Crisphead Ferega Seed company (Enza Zaden)
12 L. sativa Butterhead Joviale Seed company (Gautier)
13 L. sativa Romaine Socca Seed company (Gautier)
14 L. sativa Stem lettuce Red Orient Public domain

Experimental design

The experiment was carried out under a plastic tunnel at the national research institute

for agriculture, food and the environment (INRAE) in Avignon, France, from October to

November 2018. Seeds were sown in a rock wool cell placed in a growth chamber at 20/17°C

day/night and 85 % relative humidity. Ten days after seeding, uniform plantlets were

transplanted in the tunnel into cylindrical PVC tubes (1 m in height and 10 cm diameter) in a

grid that allowed drainage at the bottom. The substrate was a P-inert 1:1(V/V) mixture of

vermiculite and river sand. A total of 84 tubes, each containing one plant, were set up, thus
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corresponding to three biological replications for each variety and two P treatments.

Water and fertilizers were supplied using a drip system controlled by a programmer. The
substrate water content was controlled using soil moisture sensors (EC-5 Decagon, three per
block placed in randomly selected tubes) and maintained close to field capacity throughout the
experiment.

During the first week, all the plants were fertirrigated with a nutrient solution at a low P

concentration (0.1 mmol. L™! of P supplied with KH,PO4'). After one week, the P-treatments
started with half of the tubes supplied with a low P nutrient solution (LP, 0.1 mmol. L™! of
KH,POx") and the other half with a high P nutrient solution (HP, 1 mmol. L™ of KH,POx").
In LP, KNO3, NH4sNO; and KH,POj4 concentrations of 10.9 mmol. L', 0.1 mmol. L and 0.1
mmol. L'! were applied, respectively, and in the HP treatment, KNO3, NH4sNO3 and KH>PO4
concentrations of 10 mmol. L', 1 mmol. L}, and 1 mmol. L' were applied, respectively. The
slight increase in the NH4" concentration under HP should not have affected plant development
and only had a marginal impact on solution Ec; NO3™-N was not limiting at a concentration of
11 mmol.L"! in both treatments (Lecompte et al., 2013), and the NO3/NH4" ratio of 110 and 11
in the LP and HP treatments, respectively, was well above the levels at which the plant might
show sensitivity to NH4" as a source of N. Other macronutrients were kept constant in the two
nutrients solutions, i.e., 3.5 Mg?"; 3.25 Ca*" and 2.5 SO4* (in mmol. L!), and micronutrients
were also kept constant, i.e., 0.5 B, 0.02 Cu?", 8.2 Fe*", 0.5 Mn?", 0.01 MoO4>" and 0.1 Zn**(in
umol. L.

Plants were grown for three weeks with these different nutrient solutions. All the plants,
regardless of the genotype and P treatment, received the same amount of water required to
maintain substrate water content during growth. Thus, total P supply was the product of P
concentration in the nutrient solutions by the amount of irrigation water, and at harvest, the

plants had received 43 mg and 4.3 mg of P in the HP and LP treatments, respectively.

Root extraction

At the end of the third week after the onset of P treatments, the taproot had almost
reached the bottom of the tube and the plants were harvested. Each plant was carefully removed,
first by submerging the tube in water-filled containers and then by gently tapping the tube,
which was held at a 45° angle. The roots were separated from the substrate by washing above
a sieve to prevent fine root loss. The nature of the substrate made it possible to separate the root
system without causing damage. The aerial part of the plants was separated from the root

systems and then weighed. Root and shoot sub-samples were dried in an oven at 75 °C during
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72h to calculate their dry mass.

Root sampling and scanning

Lettuce and wild-associated species have a root system organized around a taproot that
grows downward. At harvest, older lateral roots may reach similar diameters and lengths to
those of the taproot. Two regions of the root system were sampled to assess the different root
traits (Figurel): the lower part of the taproot in the distal zone and the basal zone, which
provides information on fine roots. Fine roots are lateral roots of the highest branching order
(usually 47). Individual root samples of each plant were collected (total: 168 root samples) and
scanned at 3200 dpi (EPSON V750) in transparent mode. Scanned images were analyzed later

with ImagelJ software (http://rsbweb.nih.gov/ij/) to measure the root architectural traits.

Root trait measurements

At harvest, taproot depth (depth) was measured directly on the root using a ruler. This
trait represents the maximum length reached by the taproot. The other root traits were measured
on the images of the scanned samples using the measuring tools provided by the Imagel
software. Interbranch distance (ibd) was calculated as the average of forty-five measurements

along the taproot in the distal zone starting from the first distal lateral root (Figure 1).

Distal zone Basal zone

Figure 1. Images of scanned root systems illustrating the sampling zones and the positions of

measurements carried out inside the root architecture.
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The minimal diameter (dmin) was calculated as the average of thirty measurements
performed on higher order lateral roots in the basal zone. The diameter is known to vary along
the root axis (Wu et al., 2016). The maximal apical diameter (dmax) was computed as the 90th
quantile in a distribution of diameters along the taproot in the distal zone. One value per plant
was calculated.

The slope of the linear regression of lateral root diameters by their mother root (taproot)
diameter (DIDm) was calculated for each plant based on forty-five measurements of diameters
made of the mother root in the distal zone and its daughter roots, which are the first-order lateral
roots. The line was forced to pass through the point of coordinates (dmin, dmin). A low DIDm
reveals a high dominance of the taproot on the first-order laterals. Elongation activity (elong)
provides information on the actual depth reached by a root of a given diameter during the
experiment, and it is calculated for each plant as the ratio of depth by dmax and by the number
of days since transplantation. Traits were calculated for each plant in the two treatments. Means
for each genotype in the two P treatments were used to compute a relative response for assessing
the phenotypical plasticity of the different traits:

Rtrait (%) =100* [(trait value under LP) - (trait value under HP)]/ (trait value under HP)]

P content and efficiency

Dried plant tissues were ground into fine powder to measure the P concentration in the
shoots and roots with a portable X-ray fluorescence spectrometer (XRF, S1 TITAN, Bruker
Germany). This analyzer determines elemental concentrations by measuring the secondary
fluorescent X-ray emitted by the collection upon excitation (Reidinger et al, 2012). XRF
analysis calibrations were performed by comparison using the inductively coupled plasma-mass
spectrometry (ICLPMS) method as a reference (Jenner et al., 1990). This calibration was
carried out during a preliminary test and conducted on 25 samples in total, i.e., 15 leaf samples
and 10 root samples. Although the correlation between the XRF and ICP measurements was
satisfactory (p<0.001, R?=0.93), the slope differed from 1. Therefore, a correction of the XRF
dosage was uniformly applied to the whole data set presented here according to the linear
adjustment.

PUE and its components were defined as:

PUpE=P absorbed (mg)/ P applied (mg).

PUtE= total dry mass (mg)/P absorbed (mg).

PUE was calculated as PUpE x PUtE (mg total dry mass/ mg P applied).
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Statistical analysis

All statistical analyses were performed using R software (https://www.R-project.org/).

Two-way analyses of variance (ANOVA) were performed to analyze the effects of the genotype
(G), P level and their interactions (G x P) on the root traits. Means for each genotype were
compared with Tukey’s test. The coefficient of variation (CV) is provided to describe the
genetic variability for each trait in the LP and HP treatments. To provide additional information
about the impacts of the treatments for each genotype, values in the HP and LP treatments were
compared with a Wilcoxon-Mann-Whitney nonparametric test at a significance threshold of
p=0.01 because of the limited number of biological replicates.

To summarize the information regarding the response to low P and evaluate the
association between traits, a principal component analysis (PCA) was performed, with the
relative traits as variables. Correlations among the different variables were obtained by the r
Pearson correlation coefficient. A second group of PCAs was performed to link root traits to

PUE and its components under HP and LP.
Results

Genetic variation of the response of traits to P availability

Two-way ANOVAs was carried out for each trait, and revealed an effect of genotype
and P treatment on all the traits except dmin, which was not affected by P stress. Moreover, the
genotype x P treatment interaction were not significant except for depth (Figure 2A). The results
of Wilcoxon tests for the P effect on each individual genotype are given in Figure 2. Taproot
depth at the time of excavation varied between 72 and 98 cm under HP (CV=9.04%) and 58
and 10 cm under LP (CV=16%). Depth was reduced by 8% on average under LP compared to
HP; however, a strong genotype x P interaction was observed. Genotypes G9 (old butterhead
cultivar), G11 (modern crisphead cultivar) and G12 (old crisphead cultivar) showed the
strongest reduction in depth under LP (-28%, -15%, -25% respectively), while for the other
genotypes, the root depth was more moderately reduced (G4, G5, G6, G7, G8) or did not change
significantly (G1, G2, G3, G10, G13, G14) (Figure 2A).

Dmax ranged between 0.83 and 1.15 mm under HP (CV 10.77%) and between 0.66
and 1.01 mm under LP (CV 12.28%) (Figure 2B). Stem lettuce (G14) and wild L. sativa (G3)
produced the thickest taproots, while genotypes G2 (L. saligna) and G9 (old butterhead cultivar)
had the thinnest taproots. Dmax was reduced by 13% on average under LP compared to HP,

although the Wilcoxon test for P treatment was not significant for the four genotypes.
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Figure 2. Mean (+/- standard error) value of the root architecture traits for 14 Lactuca

genotypes grown at sufficient (HP) and limiting (LP) P availability: taproot depth (A),

maximum apical diameter (B), taproot elongation activity (C), minimum diameter (D), linear

regression slope of lateral root diameters by mother root diameter (DIDm) (E), and inter-

branch distance (F). Each bar is the mean of three replications (corresponding to three plant

per genotype).

The significance of the p-value for each factor P, genotype, and genotype x P interaction is

indicated for each trait (*: p<0.05; ***: p<0.001, ns: not significant). Different letters are

used to indicate means that differ significantly (Tukey's HSD, p=0.05). Asterisk (*) indicates a

significant difference between P conditions in the same cultivar using a Wilcoxon test (*:

p<0.1; ns: not significant).
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For elong, regardless of the P treatment, the wild genotypes G1 and G2 showed the
highest elongation potential and genotypes G12 and G13 showed the lowest elongation
potential (Figure 2C). Elong increased slightly under LP by 5% compared to HP (p=0.04), with
the same range of variability among genotypes (CV of 14% under LP and 13% under HP).

Dmin was the trait that showed the least variation between genotypes (CV of 4.21%
in HP and 3.69% in LP). Only two genotypes, G11 and G13, showed a significant increase or
decrease in dmin under LP, respectively (Figure 2D).

DIDm was reduced under LP by 45% on average, indicating a stronger dominance of
the taproot under LP (Figure 2E). The decrease in dmax was lower than that of DIDm, which
also indicates that for most of the genotypes, the diameter of first-order lateral roots showed a
strong decrease. Genotypic variation in DIDm was approximately twice as high under LP as
under HP (27.44% vs 14.90%).

Ibd ranged from 3.85 to 7.55 mm under LP (CV 35%), and from 3 to 5.41 mm under
HP (CV 23.47%) (Figure 2F). Genotype G2 (L. serriola) showed a higher ibd than the other
genotypes. Ibd increased by 23% on average under LP compared to HP, although this increase

was significant in only 9 genotypes out of the 14 studied.

Relationship between root architecture traits in response to low P

The two principal components (PCs) extracted by the PCA accounted for 76.8% of
the variance (Figure 3), and the third component accounted for 11% and is not shown. Relative
taproot depth (Rdepth) was strongly associated with component 1, while relative taproot
dominance (Rdldm) and relative minimum diameter (Rdmin) were associated with component
2. Relative taproot elongation activity (Relong), Relative maximum diameter (Rdmax) and
Relative inter-branch distance (Ribd) were associated with both components.

Correlations among relative responses of root traits to low P are given in
supplementary Table S1. Relong was positively correlated with Rdepth (r=0.91, p<0.001)
(Supplementary Table S1), which is due to the calculation method of elong as the ratio of depth/
(dmax*time). A positive correlation was also observed between Rdmax and Rdepth (r=0.57,
p<0.01). Dmax and depth were correlated under LP (r=0.52, Supplementary fig S1) but not
under HP (r=0.19). Genotypes that showed the highest reduction in dmax at low P availability
also showed strong reductions on their depth.

Depth and ibd were positively correlated in the HP group (r=0.35, p<0.05) but not in
the LP group (r=-0.03). The PCA plot showed that Rdepth and Ribd were opposite in both

component 1 and component 2 (Figure 3) and thus were negatively correlated (r=-0.52, p<0.01,
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Supplementary Table S1).

PCA - Biplot
Rdldm

Figure 3. Principal component analysis (PCA) of six root traits for 14 Lactuca genotypes in
response to low P: Rdepth, relative taproot depth; Rdmax, relative maximum apical diameter;
Rdmin, relative minimum diameter; RDIDm, relative dominance between the mother and

lateral root diameters; Relong, relative taproot elongation activity.

Values are the means of the relative response calculated using the mean for each genotype in
the two P treatments. The fourteen genotypes were identified by their numbers, as given in

Table 1.

This finding indicates that in response to low P, some genotypes maintained the depth
of their main roots and did not greatly increase the distance between their lateral roots (G1, G3,
G13, G14) while others (e.g., G10, G12) tended to decrease the elongation of their main roots
while at the same time increasing the distance between lateral roots (Supplementary Figure
S1A). We also observed a negative correlation between the relative DIDm (RDIDm) and Rdmax
(r=-0.56, p<0.05): the genotypes for which dmax responded weakly to low P, such as G4, G10,
G13 and G14, showed a strong decrease in DIDm, and vice versa (Supplementary Figure S1B).
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Root traits associated with PUE

The PUE value ranged from 16.27 gDM/gP to 69.92 gDM/gP under HP and 61.24
gDM/gP to 455.04 gDM/gP under LP (Supplementary Table S2). In both treatments, genotypes
G3 (wild L. sativa) (455.03 gDM/gP and 68.83 gDM/gP under LP and HP, respectively) and
G14 (stem lettuce) (454.26 gDM/gP and 69.92 gDM/gP under LP and HP, respectively) were
the most efficient. To assess which traits were the most important determinants of PUE, a PCA
was conducted on both treatments. Three components accounted for 82% of the variability in

both cases (Figure 4).
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elong

m3 (15.1%)

Di

s H : o
Dim1 (49%) Dim2 (17.7%)
B:in HP

o
+

Dim3 (13.3%)

dmax

i PULE
I .9

00 25 50 2 0
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Figure 4. Principal component analysis (PCA) of root traits for 14 Lactuca genotypes located
on the plane by components 1, 2 and 3 under LP (A) and HP (B): rb: root biomass; depth,
taproot depth; dmax, maximum apical diameter; dmin, minimum diameter; DIDm, dominance
between the mother and lateral root diameters; elong, taproot elongation activity; and ibd:

interbranch distance.

Values shown represent the mean of three replicates in both the LP and HP treatments. See

Table 1 for the genotype names.
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Similar to the LP treatment, PUE was very strongly associated with root dry mass
along the first component in the HP treatment (Figure 4). This finding was confirmed by very
high coefficients of correlation between the two variables: r=0.93, p<0.001 under HP and
=0.98, p<0.001 under LP. PUpE was also strongly associated with PUE, while PUtE was only
correlated with PUE under LP. Two root traits, depth and dmax, were also associated with PUE,
PUpE and root dry mass along the first component. In contrast, traits describing taproot
dominance (DIDm), branching density (ibd) or thin root diameters (dmin) were not associated
with PUE in either treatment.

The relative increase in PUE under LP compared to HP (RPUE) showed large
variations between genotypes and ranged from 222% (G2, L. saligna) to 747% (G13, a modern
Romaine lettuce), And RPUE was linearly associated with dmax under LP (Figure 5).
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Figure 5. Relationship between the relative increase in P-use efficiency (RPUE) and

maximum apical diameter (dmax) under low P availability (r=0.76, p<0.01).

Values are the means of the relative response calculated using the mean for each genotype in
the two P treatments. The fourteen genotypes are identified by their numbers, as given in Table

1.

Indeed, the highest values of RPUE were observed in genotypes with very large
taproots (G3, G14), or in genotypes for which the decrease in dmax under LP was limited (G13).

Accordingly, the lowest RPUE values were observed in genotypes with thin taproots and/or
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genotypes for which dmax was strongly reduced under LP (G2, G7, and G9) (Figure 5).
This result emphasizes the importance of the maintenance of thick roots in Lactuca genotypes

at low P availability to sustain root biomass and increase PUE.

Discussion

The response of root system architectures to P deficiency may show differences beyond
general tendencies and manifest variation between genera and species, or even within species.
In this study, we investigated common patterns and specificities among a range of genotypes
of Lactuca to identify the main architectural traits related to phosphorus-use-efficiency.
Although the number of genotypes examined was limited to fourteen, this collection was
sufficient to show substantial genetic variability for each trait and made it possible to estimate
the range of responses to low P availability for each of these traits. The results emphasize the

role of thick roots in the root system in such an adaptation and the increase in PUE at low P.

Genetic variation of the root architecture traits in Lactuca

Six root traits were investigated: depth, dmax, elong, dmin, DIDm and ibd. These traits
form useful descriptors of the root system architecture and its variability and they can
summarize the developmental processes (e.g. elongation and branching) as well as the
developmental characteristics (e.g. distribution of the root diameters) of roots, as previously
shown in other studies that focus on intra- and interspecific root diversity (Pages, 2014; Pages
and Picon-Cochard, 2014 ; Bui et al., 2015 ; Moreau et al., 2017; Salinier et al., 2019). These
variables can also be used in modeling approaches such as the one proposed in the Archisimple
model, which was elaborated by (Pages et al., 2014).

Significant genetic variations were observed for all the different traits, and the
magnitude of variations differed across the root traits. The genetic variability of depth and
elong, which are correlated by construction, was not very important, although wild genotypes
(G1, G2 and G3) to show a slightly greater depth and taproot elongation activity than the other
L. sativa genotypes.

In a range of 45 species of dicots, Pages (2014) observed a 4 to 5-fold variation of dmax
ranging between 0.29 and 1.30 mm, and dmin ranging between 0.063 and 0.33 mm, depending
on the species. According to Li et al. (2018), the average diameter in lettuce was approximately
0.5 mm. In our study, we characterized the variation in diameter by Dmax and Dmin. The values
observed at high P availability, which ranged from 0.86 mm to 1.15 mm for dmax and 0.2 mm
to 0.24 mm for dmin, fell within these limits. For dmax, the stem lettuce (G14) and the wild L.

sativa (G3) produced thick taproots. For Dmin, low genetic variability was observed and the
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thinnest lateral roots occurred for either the wild, old or modern genotypes.

The values of ibd reported in this work are within the range of values observed for 60
species, including some belonging to the Asteraceae family (Pages and Kervella, 2018). In
another study on lettuce, the interbranch distance varied between 2.5 mm and 4 mm in L. sativa
and L. serriola (Jackson, 1995), which corresponded to the values observed here. There was no
significant difference among genotypes for ibd except for L. saligna (G2), which showed the
highest ibd, i.e., the lowest branching density.

DIDm defines the rate of diameter transition from the mother root to its laterals. A low
value of DIDm denotes a high dominance of the taproot on first-order lateral roots. The values
reported in this work correspond to those observed in the study of Pagés and Kervella (2018).
The ancient romaine cultivar (G8) showed a low value of DIDm, i.e., a high dominance of the
taproot.

Overall, a systematic pattern that could hierarchize the genotypes according to their
varietal type or origin (ancient or modern) was not observed. However, wild genotypes

sometimes showed some particularities, such as in depth, elong, dmax and ibd.

Effect of P treatment on root architectural traits

The analysis of the response of roots revealed a significant effect of P availability on all
traits except dmin. General trends in response to P deficiency can be deducted from the absence
of significant G x P interaction, except for depth.

P stress reduced the taproot depth, but the extent of reduction varied among genotypes
(ranging from -11% to -55%). Butterhead cultivars (G4, G5, 9 and G12) showed the most
pronounced reductions. In contrast, the root depths of wild species (G1, G2, and G3) were not
significantly affected by low P. Whether or not this reveals a trend for wild species in natural
soils to adapt to a large range of P availability requires further investigation. In a large collection
of mungbean genotypes (153 genotypes), Reddy et al. (2020) showed an increase in primary
root length under low P. Sarker and Karmoker (2009) showed the same result in lentils and
observed that increased root meristem volume was associated with an increase in root length
under P-deficient conditions.

In this study, low P availability resulted in a reduction in dmax but did not affect dmin,
indicating a reduction in the diameter range within the root system, and a shift towards lower
diameters. Similarly, P deficiency decreased the average root diameter in beans (Beebe et al.,
2006) and in oat (Zebrowska et al., 2017). Many papers have shown an increase in specific root

length (SRL, the root length per unit mass) under P deficiency (Zhu and Lynch, 2004 ; Lynch
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and Brown, 2008), and it was associated with a decrease in root diameter (Lambers et al., 2006).
However, contradictory observations were made on Arabidopsis thaliana L. (Heynh) where
larger root diameters measured in the third apical segment were observed under low P (Ma et
al., 2001).

Phenotypic plasticity was more pronounced for the traits relative to that of the branching
pattern and dominance of the taproot, and ibd and DIDm were the most affected variables.
DIDm was the most sensitive trait in response to P shortage and decreased by 45% in LP as
compared to HP. Since dmax was reduced by only 13% on average, the lateral root diameters
were more strongly affected than the taproot diameters. Lateral roots play an important role in
P acquisition by increasing soil exploration and exploitation. As previously stated, the effects
of P on the proliferation and growth of lateral roots seem to depend on the species (Borch et
al., 1999; Mollier and Pellerin, 1999 ; Williamson et al., 2001; Lopez-Bucio et al., 2002 ;
Reymond ef al. 2006). To our knowledge, no information has been previously published about
the effect of P stress on lateral root density in lettuce. Here we measured an increase in ibd in
lettuce under LP, i.e. a decrease in lateral root density. Similar results were observed in rice
(Vejchasarn et al., 2016) and common bean (Borch et al., 1999).

In a previous study, we showed that the P deficiency imposed in this experimental set-
up limited maximum photosynthesis and leaf area and thus the availability of carbon (C) for
growth. Accordingly, the root biomass under LP was reduced in comparison to that under HP.
The construction of fewer and thinner lateral roots, as observed in this study in response to low
P, requires lower C. Since the growth and diameter of the taproot are less affected, it can be
hypothesized that the reduction in C demand of the lateral root system allows the allocation of
more of the remaining carbohydrates to the taproot. These results suggest that under P
deficiency, lettuce genotypes maintain the extension of the taproot as much as possible to the
detriment of the lateral root system. This adaptation was observed in a more or less pronounced
way in all the genotypes studied. However, despite the absence of the genotype x P interaction,
in the overall analysis of variance, we observed some genetic variability. We observed a
correlation between RDIDm and Rdmax (Supplementary Figure S1B), which indicates a trade-
off between the maintenance of a thick taproot and taproot dominance in response to low P.
Some genotypes maintained a thick taproot associated with increased taproot dominance, while
for other genotypes, reductions in diameter were more homogeneous across root orders.
Samadder et al. (2018) showed in soybean that the increase in the taproot length and taproot
diameter leads to an expansion of the root absorptive surface and soil volume explored by the

roots in soybean. As a result, plants can uptake more P.
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A negative correlation was observed between the relative responses of ibd and depth
(Figure 3 and supplementary Table S1). This simultaneous evolution of depth and branching
density at low P, which showed strong reductions for some genotypes and limited changes for
others, is not a trade-off describing compensatory phenomena because some genotypes had
structurally weakened root systems in terms of both elongation and branching. In particular,
butterhead cultivars G9 and G12 either showed noticeably reduced root depth or increased ibd.
A range of other tradeoffs were observed among root functional traits across species (Ma et al.,
2001; Walk et al., 2006 ; Wen et al., 2019 ; Honvault et al., 2020). According to Wen et al.
(2019), root diameter is a good predictor of the root functional trait variation among species
when P is limited. They showed that species with thinner roots relied on more branched lateral
roots and higher specific root length to exploit more P in the soil. However, species with thicker
roots were dependent on symbiotic mycorrhizal fungi for increasing P acquisition. In our study,
the root diameter and lateral root density were investigated in the Lactuca genus under LP and
HP; however, significant correlation were not observed between DIDm and ibd at either P level.
This finding suggests that root system adaptations to low P vary depending on the species or

families differences in root strategies are more important when several species are represented.

Root traits contribute to the PUE

We observed that PUE was determined to a greater extent by PUpE than by PUtE,
whether under LP or HP. PUE was highly correlated with root biomass under both LP and HP.
The wild L. sativa genotype (G3 cv. PI1251245) and the stem lettuce genotype (G14 cv. red
orient) in particular showed a much higher root biomass and PUE compared to other genotypes.
We explored the determinants of root biomass and their relationship with PUE at the two P
levels. The two depth and dmax traits were most significantly correlated with root biomass and
PUE, regardless of the P availability. PUE varied significantly among lettuce genotypes and
showed important phenotypic plasticity in response to low P. The intensity of responses varied
among genotypes, but we could not observe a pattern according to the origin or the type of the
genotypes.

We identified that this relative variation in PUE under LP was primarily associated to
dmax. Interestingly, a strong increase in PUE was observable in the genotypes that had the
thickest taproots when P was not limiting as well as in the genotypes that showed the smallest
decrease in dmax under low P, such as G10 and G13. Since the breeding effort should focus on
genotypes that are efficient at low P availability, it might be interesting to study the genetic

background that allows the maintenance of dmax under P stress.
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These results are coherent with other works in which P-efficient genotypes exhibited
large root systems in terms of root weight and length, which allowing these plants to explore a
larger soil volume to acquire more P (Liu et al., 2004; Samadder et al., 2018). Additionally,
Reddy et al. (2020) showed that the root dry weight explained most of the variation of the PUE
in mungbean and could be used as a pertinent indicator to breed P-efficient genotype.
However, PUE has been also related to other root architectural traits, such as lateral root density
and lateral hair length and density. Since, the topsoil is often rich in P, the increase in root
density in the upper part is an advantage for PUE (Zhu and Lynch, 2004; Hammond et al.,
2009 ; Van de Wiel et al.,, 2016). In addition, P-efficient genotypes in common bean were
characterized by both denser and longer root hairs (Yan et al., 2004).

Because the root traits associated with increased PUE might depend on P distribution in
the soil, the findings presented in this study should be extended to a wider context, such as to
soils where horizontal extension of the roots would be less constrained while vertical root
growth would be more restricted. However, the experimental setup presented in this study could
reasonably be representative of a range of coarse-texture media and was suitable to explore the

genetic diversity and identify traits associated with improved P efficiency.

Conclusion

The present study showed that significant genotypic variations occurred in the root
architectural traits in Lactuca, and they varied across root traits. DIDm and ibd had the highest
genetic variation. Root trait plasticity was observed in response to low P availability, but there
was no significant genotype x P interaction for most traits. Wild species had specific responses,
particularly in terms of taproot depth and inter-branch distance. Overall, the lettuce genotypes
showed increased primary root growth to the detriment of the branching process in response to
low P. PUE was associated with root biomass under both P conditions. The maintenance of a
large taproot diameter under low P appears to be the most pertinent trait for determining the
relative increase in PUE in Lactuca. These results highlight the specific adaptations of the
Lactuca genus under low P and provide information about the relevant traits to be conserved

when selecting P-efficient varieties.
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Supplementary Material

Supplementary Table S1: correlations among relative responses of root architecture traits.

Pearson correlation coefficients in bold type are significant at the 5% level (P <0.05).

Rrb Rdepth Rdmax Rdmin RDIDm Ribd Relong

Rrb 1
Rdepth  0.65* 1
Rdmax  0.58* 0.57* 1
Rdmin  0.001 -0.20 -0.53* 1
RDIDm  -0.11 -0.08 -0.56%  0.44 1

Ribd -0.26 -0.53* -0.08 0.06 -0.24 1
Relong  0.49*  0.91%%* 0.18 0.03 022  -0.59* 1

Rrb, relative root biomass; Rdepth, Relative taproot depth; Rdmax, relative apical maximum
diameter; Rdmin, Relative minimum diameter; RDIDm, relative dominance between the
diameters of mother and lateral roots; Ribd, relative inter-branch distance; Relong, Relative

taproot elongation activity.
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Supplementary Table S2: PUpE, PUtE and PUE of 14 Lactuca genotypes grown under low P
(LP) and sufficient P condition (HP).

P treatment  Genotypes PUpE PULE PUE
Mean =+ se Mean =+ se Mean =+ se
13 0.085 +0.013 192.64 +6.35 16,27 +1.89
2 0.1 =+0.017 200.6 +9.95 18,99 +2.56
12 0.13 +0.01 170.33 +6.21 21,86 +1.86
1 0.15 =+0.026 159.19 +2.69 24,88 +4.58
4 0.12 =+0.016 21498 +16.00 26,58 +3.35
HP 11 0.15 +£0.057 23125 +59.53 2697  +7.90
10 0.16 +£0.018 184.82 +3.48 29,37 +3.95
5 0.18 £0.009 181.01 +9.23 32,17 +1.04

7 020 +0026 16464 +314 3263  +3.89
8 0.18 +0.008 189.01 +2.14 33,72  +1.97
9 0.15 +0036 23697 +31.60 3434 4343
6 023 +0005 21223 +12.94 4984  +1.75
3 043 +0054 159.16  +405  68.83  +9.45
14 033 +0016 213.15 4573 6992  +4.76
2 0.16 0046 40129 +5284 6124 +10.85
12 025 +0.044 47778 +4407 117.05 +15.56
9 029 +0.056 41432  +852 118,60 +20.84
1 030  +0.042 41125 +10.13 12325 +18.45
7 034 0040 38723 42207 128.68 +10.25
Lp 13 032 +0.034 43226 4877 13798 +14.78
5 033 0047 42802 +1594 14108 +18.86
] 037 +0.012 389.10 42777 14496 +7.39
4 031 0022 47027 4495 14651 +10.48
10 040 0010 437.15 +10.54 17596 4337
8 032 0043 57432 +28.17 186.82 +33.07
6 045 +£0.052 47625 +1595 21550 +20.15
14 0.82  +0.055 55376 +1472 45426 +33.00

3 0.89 +0.104 510.08 +£13.84 455,03 £58.28
PUpE: Phosphorus uptake efficiency; PUtE: Phosphorus utilization efficiency; PUE:

Phosphorus use efficiency.

Genotypes are ordered according to their PUE values.
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Supplementary Figure S1: Correlations among the relative response to low P availability:
(A) relative taproot depth (Rdepth) vs relative inter-branch distance (Ribd) (r=-0.52, p<0.01),
(B) relative dominance between diameters of the taproot and its laterals (RDIDm) vs relative

apical diameter (Rdmax) (r=-0.56, p<0.05).
Values are the means of the relative response, calculated using the mean for each genotype in

the two P treatments. The fourteen genotypes are identified by their numbers, as given in Table
1.
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Chapitre IV : Prise en compte de la variabilité génotypique
et de la disponibilité en P dans la paramétrisation du

modéle d’architecture racinaire « ArchiSimple ».
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IV.1 Introduction

Les données expérimentales présentées dans le chapitre précédent ont permis de
caractériser la variabilité génotypique des traits de 1’architecture racinaire et leur plasticité en
réponse a une diminution du P disponible, chez 14 génotypes du genre Lactuca. Cela a été fait
a travers un ensemble de traits "analytiques" mesurés a partir d’échantillonnages et d’analyses
d’images de racines. Tous les traits considérés (Depth, Dmax, Dmin, Elong, DIDm, Ibd) ont
présenté des variations génotypiques significatives, sauf Dmin.

Dans le chapitre 2, nous avons montré que I’efficience d’acquisition du P est corrélée a
la masse des racines, et qu’un surcroit d’efficience d’utilisation peut étre obtenu en augmentant
la fraction racinaire dans la masse totale produite. Cela montre que la biomasse racinaire est un
bon indicateur d’efficience en P.

Dans le chapitre 3, il a ét¢ montré que la profondeur du pivot et le diamétre apical
maximal étaient les principaux déterminants de la masse racinaire. L’efficience globale en P
¢tait liée a la capacité génotypique a ne pas diminuer le diameétre maximal quand le P est
limitant. Dans d’autres ¢études sur des espéces différentes, 1’efficience de P a été associée a
d’autres traits racinaires. Selon, Fernandez et al. (2009), la capacité d’acquisition du P par unité
de racine est liée a la longueur totale spécifique des racines (SRL) et a la surface racinaire
spécifique. De la méme maniere, Zhou et al. (2016) ont montré que les génotypes de mais les
plus efficients ont eu des racines plus longues, une SRL plus ¢€levée, une surface racinaire plus
large, et un volume racinaire plus grand que ceux non efficients en P. A I’inverse des traits
utilisés dans notre étude, ces traits cités sont plus complexes, difficiles @ mesurer et renseignent
sur des caractéristiques intégrées des systemes racinaires souvent liées a la capacité
d’acquisition des nutriments.

Les démarches expérimentales peuvent montrer des limites pour mesurer ces traits
intégrés, en raison de la lourdeur des dispositifs nécessaires pour 1’excavation du systéme
racinaire et le traitement d’images. C’est pourquoi, la modélisation, comme complément
méthodologique, est un outil privilégié pour rendre compte du fonctionnement intégré des
plantes en interaction avec leur environnement.

La plupart des modeles de représentation et de croissance de racines sont des modéles
dits d’architecture (RSA). Ils sont basés sur une représentation topologique de la structure
ramifiée des racines. La fonctionnalité et 1'application des modeles RSA ont été examinées en
détails par (Dunbabin et al., 2013) et plus récemment par (Postma et al., 2021). Certains
modeles tiennent compte de la variabilité de 1’architecture racinaire observée qui résulte de la

variabilité des ressources dans le sol, mais ils ne sont pas basés sur des formalismes pour
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modéliser explicitement les processus responsables de cette variation (Diggle, 1988; Doussan
et al., 1998; Pages et al., 1989; Lynch et al., 1997). D’autres modeles dits « Mode¢les structure-
fonction » tiennent compte d’aspects physiologiques de la croissance et du fonctionnement des
racines (Postma et al., 2021). Ces mod¢les incluent souvent des relations empiriques entre les
conditions environnementales, 1'¢tat de la plante et les réponses de croissance des racines
(Postma et al., 2017). Un exemple est le modele « OpenSimRoot », une extension du modele
« SimRoot » qui a été beaucoup utilisé pour simuler l'interaction entre les traits architecturaux
et 'efficacité de l'acquisition du phosphore chez le haricot (Ge et al., 2000; Walk et al., 2006)
Arabidopsis (Ma et al., 2001) et le mais (Postma and Lynch, 2012). OpenSimRoot est composé
de plusieurs modules en particulier d’un module d’acquisition des minéraux et un module de
transfert d’eau basés sur I’équation de Richard et les processus de convection-diffusion. Ce type
de modéles, comportant un grand nombre de formalismes, utilise un grand nombre de
parametres, et leur calibration est complexe.

D’autres démarches de modélisation cherchent au contraire a donner une représentation
des systémes racinaires a partir d’un petit nombre de parameétres qui synthétisent les processus
de développement. C’est le cas du modele ArchiSimple, élaboré par (Pages ef al., 2014). Ce
modele inclut les processus majeurs du développement du systéme racinaire, tels que
I’¢longation, 1’émission des racines adventives, la ramification, la croissance radiale et la
mortalité des racines. Il a été congu pour permettre de représenter la diversité de I’architecture
racinaire d’especes végétales variées et calibré sur Musa spp., Pisum sativum, Prunus persica,
Teucrium botrys, Thlaspi perfoliatum et Zea mays. Archisimple n’a encore jamais été calibré
pour représenter des systemes racinaires de laitue. Contrairement aux approches des modeles
structure-fonction ou les conditions environnementales sont décrites de maniere explicite, et ou
des formalismes permettent de représenter 1’effet de ces conditions environnementales sur les
processus de croissance et de développement, le modele Archisimple ne propose pas de
modules d’interaction avec I’environnement. Ce sont les parametres choisis pour la croissance
et le développement qui intégrent implicitement les conditions du milieu influengant
I’architecture racinaire. L ’approche de phénotypage choisie dans le cadre de ce travail a permis
d’acquérir des mesures sur un petit nombre de traits chez des génotypes du genre Lactuca, dans
des conditions différentes de disponibilité en P. Il apparait ainsi intéressant d’étudier la capacité
du mode¢le a simuler des traits intégrés, comme la longueur racinaire totale, la surface racinaire
et le volume exploré, dans des conditions d’environnement variables, et sur plusieurs

génotypes.
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Les objectifs de ce chapitre sont : (1) de paramétrer le modele ArchiSimple a partir des
données obtenues chez les 14 génotypes du genre Lactuca ; (2) de vérifier si le modele est
capable de simuler la biomasse racinaire, et de rendre compte de la variabilité génétique et de
la disponibilit¢ en P ; et (3) de simuler d’autres traits intégrés de I’architecture comme la
colonisation spatiale du substrat et la longueur spécifique des racines.

IV.2. Matériel et méthodes
IV.2.1. Description du modéle

Archisimple est un mode¢le architectural dynamique, dans lequel le systéme racinaire est
représenté comme un ensemble de segments racinaires (de quelques millimetres)
interconnectés. Le temps est divisé en pas de un jour au cours desquels les racines existantes
subissent des modifications liées aux processus de développement. Les sorties du modele
comprennent un fichier contenant des informations générales sur la simulation et un fichier de
structure « seg.txt » contenant la liste des segments simulés avec leurs caractéristiques
(informations de connexion, longueur, diamétre, coordonnées 3D et age).

IV.2.2. Paramétres du modele

1V.2.2.1. Emission des racines séminales et adventives

Dans le modéle, 1’émission des racines séminales est caractérisée par le parametre
« nbmaxsem » représentant le nombre maximal de racines émises. Chez les plantes qui
développent I'ensemble de leur systéme racinaire a partir d'une radicule, cette valeur est de 1.
A linverse, chez certaines espéces végétales, en particulier les monocotylédones, de
nombreuses racines primaires peuvent étre émises durant la période de croissance. Chaque
racine émise est caractérisée par un diametre apical (D) dont dépendra son taux d'élongation
apres 1'émergence. Le modele tient compte €également du taux d’émission des racines s€minales
« emissratesem » (jour!) et de la proportion de leur diamétre par rapport au diamétre maximal
« propdiamsem ». L’apparition des racines adventives a été caractérisée de la méme maniére.
Chez la laitue, il n’y a qu’une seule racine séminale, correspondant au pivot, et il n’a pas été

observé de racines adventives lors de 1’expérimentation.
1V.2.2.2. Elongation

Ce processus désigne la croissance axiale de la racine qui définit sa longueur et sa
trajectoire. Le modéle considére qu’une racine commence a s’allonger aprés le stade du
primordium, qui dure un temps donné (fixé a 5 jours dans le modele).

Le taux d’¢longation potentiel (PER) est calculé en se basant sur le diamétre apical (D) et I’age

de la racine selon cette formule :
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PER=EL * D ; si D>Dmin et age < GD

PER= 0, si D < Dmin ou age > GD

Avec : EL lDactivité d’¢longation des racines, qui correspond au trait mesuré « elong »
(mm.mm™. jour"). Le diamétre minimal (Dmin, mm) est la valeur en dessous de laquelle il n’y
a pas d’allongement. GD correspond a la durée de croissance (parametre « growthdur », en
jours) qui est considérée corrélée au diamétre apical (Cahn et al.,1989). Ce paramétre a été
calculé selon cette formule :

GD =GDs x D?

Avec : D le diamétre apical (mm), et un paramétre GDs (jour.mm™).

La croissance de sa racine est affectée par le gravitropisme. Deux coefficients de
gravitropisme qui renseignent sur la direction (tgravi) et son intensité (igravi) ont été intégrés
dans le modele pour représenter la trajectoire de la racine. Comme aucune donnée spécifique
n’a été recueillie a ce sujet dans I’expérimentation, nous avons pris des valeurs standards

obtenues dans des démarches de paramétrisation du modele sur d’autres especes.
1V.2.2.3. Ramification

Au cours de l'¢longation, chaque racine initie des primordia latéraux qui sont
régulierement espacés tout au long de la racine. La distance entre les primordia successifs est
donnée par le parametre de distance inter ramification (Ibd). Un aspect important de la
ramification est la hiérarchie entre les diamétres apicaux des racines filles et racines meres
(Pages, 2014a). Chaque nouvelle racine émerge avec un diameétre lié au diametre de sa racine
mere. Pour simuler cette relation, le modele dispose du parametre DIDm, qui correspond a la
pente de la relation observée entre le diametre de la racine fille et le diamétre de la racine mere.
La variation relative des diametres des racines latérales autour de la moyenne est estimée a

partir d’un coefficient de variation « CVDD ».
1V.2.2.4. Croissance radiale
La croissance radiale est estimée a partir de l'aire de la section transversale a un endroit
donné le long de la racine. Ce processus est modélisé par le parametre « radgrowth » du modele
qui correspond au coefficient de proportionnalité entre I'aire de section du segment et la somme
des aires des sections distales.

1V.2.2.5. Mortalité

La mortalité des racines correspond a un arrét définitif de leur croissance estimé par le
parametre « lifeexp » dans le modéle. Ce parameétre est calculé en se basant sur le diamétre

apical et la densité des tissus racinaires (RTD). Elle est rapide chez les racines les plus fines.
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Dans notre étude, il n’a pas été tenu compte de la mortalité des racines. Les plantes ont été
observées durant une courte période en début de cycle, si bien que nous n’avons pas observé de
mortalité.

IV.2.3. Paramétrisation du modéle et simulations

L’ensemble des paramétres du modéle sont donnés dans le tableau 1. Certains
parameétres, en particulier ceux qui n’ont pas fait ’objet d’observation expérimentale, ont été
laissés constants. Des analyses d’images supplémentaires ont été réalisées a partir des
observations expérimentales présentées au chapitre 3 pour estimer la durée de croissance des
racines, en particulier des racines fines, (parametre « growthdur »). Pour cela, le diamétre et la
longueur de 20 racines latérales parmi les plus fines ont ét¢ mesurés pour chaque plante. Le
coefficient de la durée de croissance (GDs) qui a servi pour calculer la durée de croissance
(growthdur=GDs x D?), correspond a la pente de la droite de régression linéaire entre le
diamétre et la longueur. D’autres valeurs variables de parametres ont été utilisées,
correspondant aux observations expérimentales présentées dans le chapitre précédent.

Les valeurs simulées de masse racinaire totale des plantes ont ét¢ comparées aux valeurs
observées, en utilisant différentes stratégies de paramétrisation. Quelle que soit la stratégie, 84
simulations ont été faites, mais selon les stratégies les parametres correspondant a chaque plante
observée expérimentalement ou des parametres moyens ont été utilisés. Dans ce second cas, le
méme jeu de paramétres a été utilisé pour plusieurs plantes, et les valeurs simulées par le modele
ne varient que du fait de la stochasticité introduite, en particulier avec le parametre CVDD. Les
comparaisons entre masses racinaires observées et simulées portent alors sur des moyennes.

Dans le modéle, la période simulée est de 30 jours.
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Tableaul : Les parametres d’entrée du modele ArchiSimple

Abréviation Signification Unité Valeur
nbmaxsem Nombre maximale des racines séminales - 1
N 5 7 . . . S . . -1
emisratesem | Taux d’émission des racines séminales jour 1
propdiamsem | Proportion de diamétre des racines séminales par - 1

rapport a celui maximal

ageadvemis Age des racines adventives jours 1000

distmaxadv Distance maximale entre les adventives mm 100
emissrateadv | Taux d’émission des racines adventives jour™! 0
propDiamadv | Proportion des diameétres des adventives par - 1

rapport au diameétre maximal

nbmaxadv Nombre maximal des adventives - 0
tgravi Direction de gravitropisme - 1
igravi Intensité de gravitropisme - 0.005

growthdur Durée de croissance jours variable
lifeexp Mortalité des racines - 20000

radgrowth Croissance radiale - 0.25
Dmax Diametre apical maximal mm variable
Dmin Diametre minimal des racines fines mm variable
elong Activité d’élongation du pivot mm.mm ' jour™! | variable
DIDm La pente de la droite de régression entre les - variable

diameétres des racines mere et racines filles

ibd Distance inter-ramification mm variable
RTD Densité des tissus racinaires g.cm’ 0.10
CVDD La variation relative des diamétres des racines - 0.20
latérales

Stratégie S1 : Dans cette stratégie, 84 simulations ont été faites, correspondant aux 84 plantes
observées (14 génotypes x 2 niveaux de P x 3 réplications biologiques). Les valeurs observées
de Dmax, Dmin, Elong, DIDm et Ibd ont été utilisées dans un paramétrage spécifique pour
chaque plante. La confrontation entre biomasses racinaires simulées et observées porte sur les

84 plantes.
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Stratégie S2 : Dans cette stratégie, une valeur moyenne pour chaque génotype des parameétres
Dmax, Dmin, Elong, DIDm et Ibd a été calculée a partir des observations expérimentales, sans
tenir compte des effets du P. La confrontation entre biomasses racinaires simulées et observées
porte sur 14 valeurs moyennes par génotypes (moyenne de 6 observations, 3 plantes x 2 niveaux
de P, et moyenne de 6 simulations, avec des valeurs identiques de parametres pour ces 6
simulations).

Stratégie S3 : Dans cette stratégie, les simulations ont été réalisées avec des groupes de 3 plantes
ayant des parametres identiques, correspondant aux valeurs moyennes observées pour un
génotype et un niveau de P. Cette stratégie est similaire a S1, sauf que des valeurs moyennes
ont été utilisées pour un ensemble de 3 plantes correspondant a un couple génotype x P, alors
qu’en S1 les valeurs individuelles des paramétres pour chaque plante ont été retenues. La
confrontation entre biomasses racinaires simulées et observées porte sur les 28 couples
génotype x P (moyenne de 3 observations, et moyenne de 3 simulations avec des valeurs
identiques de paramétres pour ces 3 simulations). La stratégie S3, comme la stratégie S1,
représente des effets génotype, P et leur interaction.

Stratégie S4 : Dans cette stratégie, comme dans S3, les simulations ont été réalisées avec des
groupes de 3 plantes ayant des parametres identiques, correspondant aux valeurs moyennes
observées pour un génotype et un niveau de P. Mais a la différence de S3, S4 représente les
effets génotype et P sans I’interaction génotype x P. Pour cela, les simulations ont été réalisées
avec une valeur de paramétre par génotype (G) et par niveau de P, en prenant un effet moyen
du P sur les traits Dmax, DIDm, elong et ibd selon ces deux formules :

En HP : valeur d’un trait = valeur moyenne du trait par génotype + (0.5*[valeur moyenne trait
HP — valeur moyenne trait LP]).

En LP : valeur d’un trait = valeur moyenne du trait par génotype - (0.5*[valeur moyenne trait
HP — valeur moyenne trait LP])

Les résultats des observation expérimentales faites sur les racines fines ont montré que celles-

ci sont plus longues en LP (Fig.1)
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Figure 1 : Relation entre le diametre et la longueur des racines fines.

Ce résultat suggere que les racines ont poussé plus vite ou bien plus longtemps ou les
deux. Pour cela, deux corrections supplémentaires ont été appliquées dans la stratégie S4 ; la
premiere sur les valeurs du trait « elong » dans le mode¢le selon cette formule :

En HP : valeur d’un trait = 10*valeur moyenne du trait par génotype + (50*[valeur moyenne
trait HP — valeur moyenne trait LP]).
En LP : valeur d’un trait = 10*valeur moyenne du trait par génotype - (50*[valeur moyenne
trait HP — valeur moyenne trait LP])
La deuxiéme correction a été apportée sur le parameétre « growthdur » en donnant des valeurs
différentes de durée de croissance : 55 jours en HP et 70 jours en LP. Dans les stratégies S1 a
S3, ce parametre avait une valeur fixe de 50 jours.
Pour Dmin, une valeur moyenne par génotype a été calculée car le P n’a pas affecté ce trait. La
confrontation entre biomasse racinaire simulée et observée porte sur les 28 couples génotype x
P (moyenne de 3 observations, et moyenne de 3 simulations avec des valeurs identiques de
parametres pour ces 3 simulations).

IV.2.4. Les sorties du modéle

Le fichier obtenu comme sortie de modéle pour chaque plante contient les cordonnées
des segments. Ces coordonnées sont utilisées pour calculer la longueur totale, la surface

racinaire et la biomasse.
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Les autres traits intégrés sont :
-Longueur spécifique SRL : Longueur totale des racines / Biomasse racinaire simulée (en m/g).
-Volume colonisé : le voxel est un cube dans I’espace 3D. Dans notre cas, le volume du sol a
¢été divisé en voxels. Nous avons choisi deux tailles de voxel soit de 6 mm de c6té, soit 24 mm
pour calculer un volume colonisé situé a environ 3 mm et 12 mm en moyenne autour des
racines. Le nombre des voxels ayant été touchés au moins par un segment racinaire a été calculé.
Le produit du nombre de voxels par le volume d’un voxel donne ainsi une estimation du volume
total colonisé par le systéme racinaire.
-Efficience de colonisation : Il s’agit du rapport entre le volume de sol colonisé en considérant
des voxels de 6mm et de 24 mm et la masse du systéme racinaire. Dans le cas d’une répartition
homogene du P dans le milieu, la variabilité génétique du volume exploré pourrait étre un bon
indicateur de I’efficience d’acquisition du P.
IV.3. Résultats :
IV.3.1. Evaluation de la simulation pour chaque stratégie

Le modele Archisimple a été exécuté pour les différentes stratégies présentées ci-dessus.
Lorsque plusieurs simulations ont été réalisées avec le méme jeu de parametres, la variabilité
des valeurs de biomasse simulées liée a I’effet stochastique du mod¢le était d’environ 7%, soit
1/3 de la variabilité expérimentale moyenne observée dans les réplications biologiques pour un
couple génotype x P (21%).

Les coefficients des corrélations entre la biomasse simulée et celle observée, ainsi que
le RMSE, la moyenne des carrés des écarts entre masse racinaire simulée par le modele et celle

observée, ont été calculés pour chaque stratégie de simulation (tableau 2).

Tableau 2 : Coefficient de corrélation entre la biomasse simulée et celle observée et les
RMSE pour chaque situation de simulation.

Stratégie de simulation Masse racinaire observée
Corrélation RMSE (g)
S1 0.29%** 0.46
Masse racinaire S2 (0.55%** 0.23
simulée S3 0.35%** 0.37
S4 0.56%** 0.24

La relation entre les masses racinaires simulées et observées a été représentée dans la figure 2,
pour les quatre stratégies. Pour mieux évaluer la simulation chez chaque génotype et a chaque

niveau du P, les résidus du modele ont été calculés pour chaque stratégie de simulation (Fig. 3).
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Figure 2 : Relation entre masse racinaire simulée et observée a chaque stratégie de
simulation.

D’une maniére générale, le modele simule des masses de systemes racinaires du méme
ordre de grandeur que les masses observées, avec cependant des erreurs significatives, plus ou
moins importantes d’un génotype a 1’autre.

En S1, les simulations ont été effectuées en utilisant les 84 valeurs mesurées pour chaque
trait. Le mod¢le surestime globalement la masse racinaire en HP et il la sous-estime en LP, sauf
pour le génotype G7 ou la masse a été surestimée dans les deux conditions de P, et le génotype
G14 ou la masse a été sous-estimée dans les deux cas. En HP, les génotypes les moins bien
simulés sont G4, G7, G12, G13 (résidu relatif > 100%, Fig. 3 S1).

En S2, les simulations sont réalisées sans tenir compte des effets du P sur la valeur des
parametres. Cette stratégie de simulation corrige en les annulant les biais liés au P observés en
S1, du fait de I’utilisation de parameétres moyens quel soit le P disponible : les écarts entre
valeurs observées et simulées sont moins importants. La masse racinaire reste mal estimée dans

certains cas, en particulier pour le génotype G7 en LP et le génotype G14. Pour le génotype G7,
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I’utilisation de parameétres non dépendants du P diminue la masse du systéme racinaire moyen
simulé : en comparaison avec la valeur observée en HP, la simulation moyenne est plus proche,
en revanche pour LP les paramétres moyens utilisés dans la simulation aboutissent a une
prédiction de masse racinaire plus €levée qu’en S1, alors que les paramétres de S1 aboutissaient
déja a une surestimation.

La stratégie (S3) est par construction trés similaire a S1. Le fait de calculer une valeur
moyenne pour chaque génotype et chaque niveau de P augmente marginalement la qualité de
la prédiction, et la tendance de surestimation en HP et de sous-estimation en LP est identique.
(Fig. 3 S3).

L’utilisation en S4 d’effets « moyens » du P sur les traits, sans interaction génotype x P
a permis d’obtenir des résultats comparables en qualité de prédiction a la stratégie S2, ou ’on
n’observe plus de biais systématique entre LP et HP (Fig. 2 S4, Fig. 3 S4). Si certains génotypes
sont simulés de maniére relativement satisfaisante pour les deux niveaux de disponibilité en P,
le modele ne parvient pas, comme dans les autres stratégies, a simuler correctement la masse
racinaire des génotypes G7 et G14, en particulier. Les valeurs observées des traits racinaires du
génotype G7, qui ont servi a la paramétrisation, ne révelent pas des caractéristiques spécifiques
qui pourraient expliquer la surestimation systématique de sa masse racinaire. C’est également

le cas pour G14.
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Figure 3 : Résidu du modele a chaque stratégie de simulation.

Une analyse de sensibilité a été¢ ébauchée de fagon a identifier les traits racinaires (les 5
traits pour lesquels des valeurs variables ont été utilisées dans cette étude) ayant un effet sur la
masse racinaire comme variable de sortie de modele. Cette analyse consiste a faire varier (+/-
20%) la valeur d’un parameétre et a évaluer son impact sur la masse simulée. Cette analyse a été
réalisée de la méme manicre pour chaque variable d’entrée du modele. La valeur de base des
parametres est celle utilisée en S4. Les résultats obtenus ont montré que tous les traits ont une
influence sur la variation de la masse racinaire simulée et I’augmentation ou la réduction de
leur valeur ont permis d’avoir des écarts importants entre la masse racinaire simulée et celle
observée (tableau 3). Globalement, I’augmentation des valeurs des traits (Dmax, Dmin, DIDm
et elong) de I’ordre de 20% a permis de simuler une masse plus ¢élevée que celle de référence
simulée. La réduction de 20% des valeurs des traits a permis de simuler une masse plus faible
que la masse racinaire simulée de référence. Inversement pour le trait Ibd, une réduction de

20% des valeurs a permis de simuler une masse plus €levée et inversement.
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Le modele est plus sensible a 1’augmentation de 20% des valeurs des traits, ce qui a
engendré des variations trés importantes de la masse simulée. Les traits induisant les variations
de masse les plus importantes sont « Dmax », « Dmin» et «elong», en particulier en
augmentant les valeurs de +20% : ils portent donc sur les processus d’élongation et de durée

croissance. L’intensité de la variation de la masse a dépendu également du génotype.

Tableau 3 : Variation relative de la masse racinaire simulée en S4 en variant +/-20% la valeur

de trait.
G |P Variation Dmax Dmin ibd DIDm elong
globaleen |00 [ +20% | 20% | +20% | -20% | +20% | -20% | +20% | -20% | +20 %
S4 (%)
1 | HP 60,05 -46,34 | 109,05 | -44,25 | 105,11 | 59,51 | -22,35 | -36,42 | 58,86 | -39.97 | 68,26
LP 17,20 -54,49 | 85,55 | -48,25 | 101,14 | 38,75 | -20,25 | -27,65 | 27,95 | 43,66 | 52,98
2 | HP -26,53 -43,96 | 152,75 | -30,18 | 133,26 | 97,77 | -747 | -17.88 | 75,95 | -14,40 | 116,46
LP 35,90 -49.95 | 111,90 | -36,99 | 131,39 | 54,81 | -11,29 | -4,11 50,77 | -35,60 | 81,50
3 | HP 6,28 -55,43 | 95,64 | -35,72 | 90,91 | 59,62 | -28,09 | -34,75 | 69,58 | 41,18 | 69,80
LP -35,64 -49,67 | 116,36 | -41,77 | 109,54 | 56,14 | -16,27 | -15,78 | 39,15 | 4021 | 70,41
4 | HP 29,26 -41,52 | 148,90 | -28,79 | 144,47 | 75,41 7,32 | -14,95 | 127,92 | 2855 | 110,02
LP 2,50 -32,37 | 136,14 | -32,58 | 198,58 | 119,80 | 7,37 4,82 | 79,19 | -17,14 | 140,57
5 | HP -3,43 -54,02 | 130,34 | -32,66 | 115,48 | 75,60 | -13,64 | -26,71 | 76,18 | 3509 | 74,50
LP -16,05 -31,05 | 137,92 | -33,28 | 174,17 | 76,29 0,09 -6,01 65,99 | 2251 | 121,34
6 | HP 8,48 -55,48 | 163,70 | -36,78 | 117,51 | 82,16 | -18,60 | -28,50 | 106,42 | 38 54 | 114,14
LP 2,93 -43,40 | 122,61 | -36,76 | 169,13 | 64,04 4,16 -6,81 80,13 | 30,22 | 111,12
7 | HP 126,73 -48,54 | 166,16 | -39,40 | 123,11 | 83,98 | -19,36 | -34,99 | 113,30 | -3933 | 112,74
LP 233,31 -50,04 | 97,60 | -49,24 | 120,25 | 75,49 | -16,64 | -23,48 | 63,58 | 3974 | 68,85
8 | HP -33,83 -53,23 | 112,77 | -36,10 | 91,92 | 48,37 | -12,26 | -18,64 | 39,65 | -36,94 | 54,36
LP -41,83 -49,34 | 73,88 | -40,23 | 96,46 | 23,46 | -20,87 | -16,19 | 17,88 | 3564 | 53,63
9 | HP -42.81 -55,23 | 107,78 | -35,68 | 116,26 | 50,51 | -17,53 | -24,89 | 59,05 | 30,93 | 79,47
LP -9,62 -49,54 | 90,86 | -41,81 | 117,48 | 56,70 | -13,56 | -12,00 | 36,56 | -3335 | 85,29
10 | HP 11,13 -57,28 | 104,94 | -40,98 | 98,80 | 28,66 | -17,98 | -35,60 | 56,79 | _42.46 | 48,41
LP -31,64 -46,50 | 104,34 | 40,20 | 135,74 | 46,70 | -6,81 9,17 | 50,08 | 3394 | 68,03
11 | HP 45,12 -54,96 | 120,54 | -36,32 | 146,65 | 68,35 | -21,09 | -25,56 | 87,85 | 37,62 | 95,03
LP 59,91 -38,38 | 145,75 | -47,37 | 169,72 | 74,24 | -15,74 | -20,93 | 64,19 | 26,63 | 92,03
12 | HP -4,20 -50,11 | 108,76 | -31,14 | 80,44 | 51,15 | -13,22 | -28,93 | 51,98 | 4500 | 83,08
LP 16,06 -46,11 | 96,43 | -37,79 | 103,59 | 46,32 | -6,79 | -11,22 | 29,32 | 3447 | 60,56
13 | HP 81,19 -54,20 | 121,43 | -36,46 | 9490 | 68,22 | -15,59 | -24,55 | 73,08 | 3225 | 94,42
LP 3,34 -34,17 | 119,91 | -30,68 | 126,39 | 76,32 7,28 1,92 64,67 | 21,18 | 91,88
14 | HP -36,29 -57,48 | 88,41 | -40,59 | 73,38 | 31,75 | -26,39 | -33,89 | 57,23 | 4189 | 61,06
LP -62,94 -51,66 | 92,42 | -39,43 | 86,76 | 37,44 | -18,64 | -21,21 | 28,33 | 40,53 | 52,45
0 HP 15,79 -51,98 | 123,66 | -36,07 | 109,44 | 62,93 | -16,16 | -27,59 | 75,27 | -36,01 | 84,41
=
;f; LP 11,96 -44.76 | 109,40 | -39,74 | 131,45 | 60,46 | 9,14 | -12,68 | 49,84 3249 | 82,19
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IV.3.2. Simulation des traits intégrés

D’autres variables intégratives ont été calculées a partir des résultats des simulations.
Ces traits ont été calculés avec les parametres de la stratégie S4, qui permet de simuler I’effet
du P sur I’architecture sans biais systématique.

La longueur totale simulée des racines pour une durée de 30 jours se situe entre 10 m et
36 men LP, etentre 11 et 59 m en HP (Fig.4 A). La longueur totale des racines a été réduite en
LP, avec une moyenne de réduction de 1’ordre de 17%. La réduction la plus forte de la longueur
totale des racines a été observée chez le génotype G7 (-38%).

Une augmentation systématique de la longueur spécifique des racines (SRL) a été
observée chez tous les génotypes en LP. La surface racinaire spécifique (SRL) varie entre 53
m/g! et 68 m/g! en LP et entre 41 et 53 m/g"! en HP (Fig. 4 B).

La surface racinaire simulée varie entre 0.03 et 0.12 m? en LP et entre 0.04 et 0.22 m?

en HP. La surface racinaire est plus faible en LP, avec une réduction moyenne de I’ordre de
25%. Les génotypes G3 et G7 ont eu les surfaces racinaires les plus larges en LP et HP.
Le volume colonisé a été calculé en plongeant le systeéme racinaire dans un espace de voxels de
6mm et de 24 mm pour calculer le volume situé¢ a environ 3 mm et 12 mm respectivement aux
alentours des racines. En considérant des voxels de 6 mm, le modele simule un volume qui
varie entre 349 et 1182 cm? en LP, et entre 346 et 1661 cm® en HP. 1l a été réduit d’environ
4% en moyenne en LP comparé a HP. En revanche, dans 1’espace de voxels de 24 mm, le
modele a simulé un plus grand volume colonis¢ en LP comparé a HP (Fig. 4 F), avec une
variation allant de 4409 et 11860 cm3 en LP et entre 3128 et 11068 cm3 en HP, soit une
augmentation moyenne de 13% en LP par rapport a HP. Les génotypes G3 et G7 ont eu les
volumes colonisés les plus élevés en LP et HP.

Ces traits intégrés longueur totale, surface racinaire, longueur spécifique et volume
colonisé sont fortement auto corrélés, du fait de leur définition. La mise en relation de ces traits
avec la PUE a montré des résultats similaires. La PUE a été corrélée positivement a la longueur
totale des racines (r=0.40, p<0.01 en LP et HP), la surface racinaire (r=0.42, p<0.01 en LP et
HP), au volume a 6mm (r=0.43, p<0.01 en LP et HP) et négativement au SRL (r=-0.35 en HP
et =-0.46 en LP, p<0.01).
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Figure 4 : Valeurs moyennes des traits simulés chez 14 génotypes de laitue cultivés dans des
conditions limitantes et non limitantes en P.

1V.3.3. Efficience de colonisation

La corrélation entre la biomasse simulée et le volume colonisé simulé dans des voxels
de 6 mm est positive et forte en LP (r=0.98, p<0.001) et HP (r= 0.98, p<0.001) (Fig. 6 A). De
méme, le volume colonisé dans des voxels de 24 mm est corrélée positivement a la biomasse

en LP (r=0.97, p<0.001) et HP (r=0.95, p<0.001) (Fig. 6 B).
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Figure 6 : Efficience de colonisation dans des voxels de 6 mm (A) et de 24 mm (B).

Les efficiences de colonisation calculées a partir d’un volume simulé dans un espace de
voxels de 6 mm ou 24 mm sont plus élevées en LP chez tous les génotypes (Fig. 6 A, B). On
peut faire I’hypotheése que les génotypes ayant une efficience de colonisation élevée auront la

possibilité de mieux explorer le sol et acquérir plus de P.

En LP, le trait « ibd » était le déterminant majeur de 1’efficience de colonisation (24 mm)
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(r=0.91**). En HP, I’efficience de colonisation est positivement associée a « ibd » et « elong »

(r=0.81* et 0.91** respectivement, et négativement a « Dmax » (r=-0.90**).

IV 4. Discussion

L’objectif de ce travail était d’étudier la capacité d’un modele d’architecture racinaire
basé sur un nombre réduit d’équations et de parameétres a simuler la variabilité génotypique et
la réponse a la disponibilité en P. La particularité du modele utilisé¢ est qu’il n’y a pas de
formalismes simulant I’effet de I’environnement sur les processus d’émission, de croissance ou
de ramification. Ce sont les valeurs choisies des parameétres qui permettent de simuler
implicitement ces processus dans des environnements et pour des génotypes variés. La
démarche réalisée ici s’apparente a une étape de calibration, mais pas de validation du mod¢le,
dans la mesure ou I’on s’est limité a utiliser des observations expérimentales pour obtenir des
parametres et une variable intégrée, la masse du systéme racinaire, qui est comparée a une
valeur simulée. Une démarche de validation du modéle aurait demandé de comparer des
données observées et simulées a partir d’observations n’ayant pas servis a la paramétrisation.

IV.4.1. Evaluation de la simulation du modéle

La simulation de la masse racinaire a été effectuée en se basant sur 4 stratégies pour
tester le fonctionnement du mod¢le en tenant compte de la variabilité génotypique et du niveau
de P. Dans la simulation S1, les valeurs des traits pour chaque plante ont été utilisées. Cette
stratégie est trés similaire de celle S3 ou une valeur moyenne a été considérée pour chaque
génotype plutot que les plantes individuelles. Ces deux stratégies de simulation en reproduisant
chaque couple génotype x P étaient a priori les plus a méme de rendre compte de la variabilité
expérimentale observée. Cependant, les résultats obtenus ont montré que la masse racinaire
simulée en S1 et S3 était systématiquement surestimée en HP et sous-estimée en LP a
I’exception des génotypes G14 et G7. Dans S1 et S3, le modele estime une réduction de la
masse racinaire de I’ordre de 75% en LP comparée a HP. Cette réduction est beaucoup plus
¢levée par rapport a la réduction de la masse racinaire observée en LP comparée a HP (25%).

Pour pallier a cela, une correction des valeurs des traits a été faite dans la stratégie S4
en utilisant un effet moyen de P sur Dmax, ibd et DIDm. Le trait « elong » avait été mesuré
expérimentalement uniquement sur le pivot. Dans le modele, ce trait est appliqué a toutes les
catégories de racines. Une étude complémentaire sur la relation entre le diametre et la longueur
des racines fines a montré qu’a diametre égal, les racines sont plus longues en LP. On peut faire
I’hypothése que ces racines ont pu pousser plus vite, ou plus longtemps ou les deux. En se

basant sur cette hypothése, une correction a été faite dans la stratégie S4 pour diminuer les
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valeurs de elong en HP et les augmenter en LP. Suite & ces observations, le parametre
« growthdur » du modele qui renseigne sur la durée de croissance a été ¢galement modifiée (55
jours en HP et 70 jours en LP).

La stratégie S4 a permis d’enlever 1’effet systématique du P sur les écarts entre la masse
simulée et celle observée. Globalement, on a une estimation correcte de la masse racinaire en
S4 avec une réduction de la biomasse racinaire de 1’ordre de 35% en LP comparé a HP qui est
plus proche a celle observée (de I’ordre de 25%). Cependant, une surestimation systématique
de la biomasse chez le génotype G7, et une sous-estimation de celle-ci chez les deux génotypes
G8 et G14 en LP ont été constatée.

L’effet du génotype a été considéré dans la stratégie S2. Une valeur moyenne par
génotype a été calculée pour chaque trait sans tenir compte de 1’effet P. Cette stratégie a permis
d’avoir des masses simulées proches de celles observées. L’erreur moyenne relative entre la
masse racinaire simulée et observée est de I’ordre de 40%. Une simulation a été faite en utilisant
une valeur moyenne de tous les génotypes pour chaque trait pour déterminer I’erreur moyenne
pour tous les génotypes (résultats non montrés). On a obtenu une erreur moyenne entre masse
simulée et observée plus grande, de I’ordre de 57% avec une sous-estimation systématique de
la masse racinaire. Ce résultat souligne I’importance de tenir compte de la variabilité
génotypique dans le modele pour réduire 1’erreur de simulation en S2.

La stratégie S4 a été identifiée comme la meilleure méthode pour mieux simuler la
masse racinaire. En revanche, la masse racinaire de certains génotypes (G3, G14 et G7) reste
mal estimée. Aucune particularité spécifique n’a été identifiée chez ces génotypes pour
expliquer ces résultats. L’analyse de sensibilité effectuée en S4 a permis d’identifier les
parametres d’entrée du modele les plus sensibles. En effet, une variation de I’ordre de +20% de
la valeur des traits Dmax, Dmin, elong et DIDm a conduit a des variations trés importantes de
la masse simulée. Les traits qui renseignent sur la croissance et 1’élongation (Dmax, Dmin et
elong) sont identifiés comme les parametres les plus sensibles du modéle et qui ont contribué a
des variations plus importantes de la masse simulée. Cette premicre réflexion d’analyse de
sensibilité mériterait d’étre réalisée de manicre plus exhaustive en utilisant des méthodes
statistiques plus appropriées afin de mieux étudier I’effet de chaque trait et en étudiant les effets
de variations croisées entre plusieurs traits.

IV.4.2. Simulation des traits intégrés

Le modéle nous a permis de simuler des traits intégrés du systéme racinaire. Ces traits

sont : la longueur totale, la surface racinaire, la longueur spécifique (SRL) et le volume exploré.

Ces traits ont été calculés a partir des coordonnées des segments racinaires obtenus dans le
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fichier de sortie de modele. Ces traits sont complexes et difficiles a déterminer
expérimentalement. Dans la littérature, ces traits sont souvent liés a 1’acquisition du P.

Chez Beta vulgaris, une augmentation accrue de la longueur totale des racines en faible
P a contribué a une augmentation de I’absorption du P d’environ 25% (Steingrobe, 2001). Le
méme résultat a été constaté chez I’orge (Steingrobe et al., 2001; Heydari et al., 2019). Dans
notre étude, le modele a simulé une longueur totale des racines plus faible en LP. Nos résultats
sont cohérents avec ceux obtenus chez d’autres especes tels que le haricot mungo (Reddy et al.,
2020) et la patate douce (Minemba et al., 2019).

Le modele a simulé également une surface racinaire plus faible en LP chez les 14
génotypes, avec une réduction moyenne d’environ 21%. Chez la pomme de terre, une réduction
plus importante de la surface racinaire (60%) a été observée en faible P (Fernandes et al., 2014).
Une surface racinaire large permet d’explorer un plus grand volume et d’augmenter la capacité
d’acquisition de P (Marques ef al., 2020). Dans notre étude, la surface racinaire et la longueur
totale sont autos corrélées par construction. Ces deux traits sont corrélés positivement a la PUE
en LP et HP et par conséquent a la PUpE, le principal déterminant de la PUE dans le genre
Lactuca.

La longueur spécifique des racines (SRL) est un trait pertinent et il est un bon indicateur
de modification de I’environnement. Le mode¢le a simulé une SRL plus élevée en LP chez tous
les génotypes. Cette réponse est commune et elle a été observée chez plusieurs especes (
Gahoonia and Nielsen, 2004; Minemba et al, 2019). Des valeurs de SRL similaires a nos
résultats ont été obtenues chez le mais. Selon da Silva ef al. (2016) une augmentation du SRL
a ¢té associée a une plus grande efficience d'absorption du P chez des cultivars de blé, et ce
parameétre pourrait €tre utilisé pour identifier les variétés les plus efficients en absorption du P.
Selon nos résultats, le SRL simulée est corrélée négativement a la PUE en LP et en HP.

Le volume exploré par le systéme racinaire a été¢ simulé¢ en plongeant le systeme
racinaire dans un espace de voxels de 6 mm ou 24 mm. Cela donne des approches de la
rhizosphere avec des dimensions variables, soit 3 mm et 6 mm aux alentours du systéme
racinaire. Ge et al. (2000) ont utilisé cette notion de voxel pour calculer le volume de la zone
de déplétion en P. L’inconvénient de cette méthode réside du fait que chaque segment de racine
a son propre voxel et que ces segments peuvent se chevaucher, la somme des volumes de tous
les voxels surestime donc le volume exploré par le systéme racinaire.

Les résultats de simulations ont montré que le volume exploré¢ a 6 mm a diminué
globalement en LP (10%). En revanche, pour les voxels de 24 mm, le mode¢le a simulé un plus

grand volume en LP comparé a HP, avec une augmentation moyenne de 1’ordre de 15%. Cette
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augmentation du volume pourrait étre expliquée par la méthode utilisée en considérant des
voxels de 24 mm. On peut aussi faire [’hypothése que les racines fines plus longues en LP ont
pu explorer plus de volume.

Le ratio volume/biomasse a ¢été calculé pour estimer un nouvel indicateur d’efficience
qui est I’efficience de colonisation du milieu par le systéme racinaire. En effet, une variabilité
génotypique de cette efficience pourrait favoriser une meilleure exploration du milieu et
acquérir plus de P. Les résultats de simulation ont montré que la biomasse et le volume de sol
colonisé sont corrélés en LP et HP. Cependant, la relation entre ces deux traits est différente en
fonction du traitement P. Pour une méme biomasse, on a eu une augmentation du volume
exploré en LP, avec une augmentation beaucoup plus marquée en considérant des voxels de 24
mm. L’efficience de colonisation a été associée a «ibd », le trait qui renseigne sur la
ramification du systéme racinaire. L’importance de chacun des traits dans les réponses sur

I’efficience de colonisation devrait étre menée par une analyse de sensibilité pour mieux évaluer

la contribution de chaque trait seul et en corrélation avec les autres.
IV.5. Conclusion

Les données expérimentales des traits racinaires ont permis de paramétrer le modele
ArchiSimple en tenant compte de la variabilité génotypique a chaque niveau de disponibilité de
P. Le mode¢le était capable de simuler correctement la masse racinaire pour certains génotypes,
mais pas pour d’autres, particuliérement les génotypes G3, G7 et G14. A partir des données de
la masse racinaire simulée, on a pu calculer par simulation un ensemble de traits intégrés pour
chaque génotype et chaque niveau de P, qui sont parfois mesurés dans la littérature : longueur
totale, nombre de racines, SRL, surface racinaire.

Le volume colonisé a été estimé en plongeant le systéme racinaire dans un espace de
voxels. Le mode¢le a simulé un plus grand volume quand le P est limitant. Le volume exploré
simulé a été fortement corrélé a la masse racinaire simulée. Le ratio entre ces deux traits a abouti
a une efficience de colonisation qui pourrait €tre un indicateur d’exploration du sol.

Cette démarche de modélisation n’est cependant pas achevée. Elle semble étre
intéressante pour enrichir le travail mené durant cette theése. L’étude devrait étre complétée par
une analyse de sensibilité par exemple par criblage globale pour explorer la variation de la sortie

de modele a partir d’'une gamme de variation définie des parameétres d’entrée du modele.
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Chapitre V : Caractérisation de la variabilité génotypique
de la croissance aérienne et de ’efficience d’utilisation du

P chez 50 génotypes du genre Lactuca.
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V.1. Introduction

L’étude précédente a confirmé D’existence d’une variabilit¢ génotypique de
I’architecture racinaire et ’effet de la disponibilité en P sur celle-ci, au sein d’un panel de 14
génotypes du genre Lactuca représentant cinq types morphologiques différents. La surface
foliaire et les teneurs en P dans la plante ont été les variables les plus sensibles a la variation du
P, avec des réductions fortes de 1’ordre de 61% et 57% respectivement en LP comparé a HP.
Cela s’est accompagné d’une réduction de la masse des feuilles d’environ la moitié, avec des
variations selon les génotypes.

La littérature rapporte des teneurs en P recommandées pour une croissance optimale. Il
apparait que ces teneurs en P optimales sont susceptibles de diminuer au cours du cycle de la
plante, a mesure que s’accroit la masse séche. Cela est di a un effet de dilution de P, analogue
a celui que I’on observe pour I’azote, et qui a été largement décrit (Lemaire et al., 2008).
Williams (1948) a expliqué le phénomeéne de dilution de P par le fait qu’un apport
supplémentaire de P induit une stimulation de la production de matiére séche (notamment les
carbohydrates et les protéines) favorisant ainsi la dilution de la quantité accrue de P absorbée.
Selon Duru ef al. (1992) la courbe de dilution du P, qui représente la relation entre la biomasse
et la teneur en P, permet de déterminer les valeurs critiques de P qui sont un bon indicateur de
1’état de nutrition des plantes.

Des courbes de dilution critiques de P ont été rapportées chez plusieurs especes telles
que la pomme de terre (Soratto et al., 2020; Nyiraneza et al., 2021), le blé¢ (Raut, 2017).
Cependant, a notre connaissance il n’y a pas de données rapportées pour la laitue. Bolland and
Brennan (2005) ont rapporté que les teneurs en P critiques diminuent avec 1’age de la plante,
c’est a dire avec 1’augmentation de la masse seche produite. Il en résulte une réduction relative
du contenu en P dans la plante qui est le produit de ces deux variables (masse x teneur en P),
ainsi qu’une augmentation de 1’efficience d’utilisation du P (PUtE). Une variété efficiente en P
est considérée capable de maintenir la production de biomasse dans des conditions déficientes
en P. Selon Ahmad et al. (2001), la PUtE dépend de la durée de croissance des plantes, par
conséquent elle varie au cours du cycle en fonction de la masse produite et du contenu en P
dans les tissus. De la méme manicre, Rose and Wissuwa (2012), ont li¢ la variation de
I’efficience d’utilisation au génotype et aux conditions de milieu. Beebe et al. (1997) ont
attribué la variabilité génétique de 1’efficience d’utilisation de P chez le haricot a I’origine
géographique des cultivars utilisés et ils ont suggéré d’étudier un grand nombre de génotypes

pour détecter une variation génétique de la PUtE.
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L’¢étude des efficiences en P chez les 14 génotypes du genre Lactuca (chapitre 2 et 3) a
révélé I’existence d’une variabilité génotypique significative de la PUE et de ses composantes
en réponse au faible P. La PUE se situe entre 16.27 gMS/gP appliqué et 69.92 gMS/gP appliqué
en HP, et entre 61.24 gMS/gP appliqué et 455.05 gMS/gP appliqué en LP. L’efficience
d’acquisition (PUpE) était le principal déterminant de la PUE en LP et HP. En LP, la PUE était
corrélée positivement a la PUtE, mais il n’y avait pas de corrélation significative en HP. Buso
and Bliss (1988) ont étudié 1’efficience d’utilisation de P chez 15 variétés de laitue cultivées
dans un mélange de substrat (sable et alumine) et a deux niveaux de P et ils ont montré une
variabilité génétique de 1’efficience d’utilisation de P avec des valeurs allant de 407 mg MS/
mg P par plante a 526 mg MS/ mg P par plante en faible P (CV=7%), et de 264 mg MS/ mg P
par plante a 328 mg MS/ mg P par plante en P disponible (CV=6%). Ces valeurs sont
comparables a nos résultats de PUtE chez les 14 génotypes en LP (333-574 mg MS/ mg P par
plante (CV=11%), mais plus forte en HP (159-236 mg MS/ mg P par plante (CV=10%). Cock
et al. (2002) ont également étudié les efficiences de P chez 19 variétés de laitue appartenant a
trois cultigroupes cultivées en mélangeant du sable et du sol. IIs ont montré que I’efficience
d’utilisation de P varie significativement en fonction du génotype et a chaque niveau de P avec
des coefficients de variation qui sont plus élevés, de I’ordre de 21 % et 18% en faible P et en P
non limitant respectivement.

Notre précédente étude a €té menée sur des plantes trés jeunes et un nombre limité de
génotypes, cultivés dans un dispositif expérimental spécifique pour caractériser la variabilité
génétique des traits de 1’architecture racinaire en réponse au P, ainsi que leur contribution a
I’efficience d’utilisation de P. Il nous semble donc intéressant de vérifier la robustesse des
résultats obtenus dans un panel plus large de génotypes, sur des plantes plus agées et dans
d’autres conditions de P.

Une expérience complémentaire, limitée & du phénotypage aérien, a été donc menée en
serre. Les objectifs de cette étude sont : (1) d’étudier I’effet du P sur la croissance et ’efficience
d’acquisition du P chez 50 génotypes du genre Lactuca (2) de comparer et d’étendre chez les
14 génotypes communs dans les deux essais les résultats obtenus.

V.2. Matériel et méthodes
V.2.1. Matériel végétal et semis

L’essai a été mené en serre de Décembre a Janvier 2020. 50 génotypes de laitue ont été

utilisés : le principe de construction de 1’échantillon a été le méme que dans I’essai sous tunnel,

a savoir représenter une diversité de types variétaux, d’origines géographiques, de niveau
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d’amélioration génétique et de date d’obtention pour les variétés sélectionnées. (Tableau 1 ;

les 14 génotypes communs aux essais sous serre et sous tunnel sont représentés en gras).

Tableau 1 : Liste des génotypes utilisés

N° Espece Type classe Nom Date Origine/Mainteneur
inscription
1 L. sauvage sauvage LS367 NI collecte BM 1990
serriola
2 L. sauvage sauvage LS258 NI collecte Inrae 1982
serriola
3 L. sauvage sauvage CR17 NI pathologiste de GB
saligna
4 L. sauvage sauvage P1261653 NI Portugal
saligna
5 L. virosa sauvage sauvage LS238 NI collecte Inrae 1982
6 L. virosa sauvage sauvage PIVT280 NI Jardin Horticole
7 L. sativa sauvage sauvage PI1251245 NI Egypte
8 L. sativa beurre ancien Bourguignonne 1952 LC0091
9 L. sativa beurre ancien Merveille des quatre 1952 LC0365
saisons
10 | L. sativa batavia ancien De Pierre Bénite 1952 LC0443
11 | L. sativa batavia ancien Rouge grenobloise 1952 LC0496
12 | L. sativa batavia ancien Reine des glaces 1952 LC0477
13 | L. sativa | feuille de chéne ancien Feuille de chéne 1931 LC0205
blonde
14 | L. sativa | feuille de chéne ancien Red salad bowl avant 1970 LC0473
15 | L. sativa romaine ancien Blonde lente a 1952, puis LC0082
monter réinscrite
1991
16 | L. sativa romaine ancien Little leprechaun avant 2002- LC0324
radiée 2015
17 | L. sativa | rougette/sucrine | ancien Green Mignonette NI LC0245
18 | L.sativa | rougette/sucrine ancien Gallega de invierno NI LC0230
19 | L. sativa tige ancien Red Orient NI LC0706
20 | L. sativa Batavia moderne Yeti 2016 Gautier
21 | L. sativa Batavia moderne Olmetie NI Rijk Zwaan
22 | L. sativa Batavia moderne Costabella NI Vilmorin
(BVA6660)
23 | L. sativa Batavia moderne SVLA4113 non trouvée au Seminis
catalogue
24 | L. sativa Batavia moderne Ferega 2017 Enza Zaden
25 | L. sativa Batavia moderne Gondola 2017 Syngenta
26 | L.sativa Batavia moderne Granola non trouvée au Syngenta
catalogue
27 | L. sativa Batavia moderne Toutatis (SVLA non trouvée au Seminis
3345) catalogue
28 | L.sativa Batavia moderne Solasie 2015 Rijk Zwaan
29 | L. sativa Batavia moderne Madie 2015 Rijk Zwaan
30 | L. sativa Batavia moderne Voulsky 2017 Rijk Zwaan
31 | L. sativa beurre moderne | Minibar (BRA 730) | non trouvée au Vilmorin
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catalogue
32 | L. sativa beurre moderne Lavendria 2012 Rijk Zwaan
33 | L. sativa beurre moderne Panukia 2015 Syngenta
34 | L. sativa beurre moderne Nenufar non trouvée Vilmorin
au catalogue
35 | L. sativa beurre moderne Espelo 2018 Enza Zaden
36 | L. sativa beurre moderne Ondatra 2015 Rijk Zwaan
37 | L. sativa beurre moderne Meteore 2015 Syngenta
38 | L. sativa beurre moderne SVLB4169 non trouvée au Seminis
catalogue
39 | L. sativa beurre moderne Fakto 2014 Enza Zaden
40 | L. sativa | Chéne blonde | moderne Kilervi 2016 Rijk Zwaan
41 | L. sativa Chéne blonde moderne Belanice 2015 Gautier
42 | L. sativa Chéne blonde moderne Ivernice 2015 Gautier
43 | L. sativa Chéne blonde moderne Kimenoz non trouvée au Rijk Zwaan
catalogue
44 | L. sativa Chéne blonde moderne Padawane 2015 Vilmorin
45 | L. sativa Chéne rouge moderne E01C.30497 non trouvée au Enza Zaden
catalogue
46 | L. sativa Chéne rouge moderne Zoumai 2016 Rijk Zwaan
47 | L. sativa Rougette moderne Joviale 2010 Gautier
48 | L. sativa Sucrine moderne Socca 2009 Gautier
49 | L. sativa Lollo blonde moderne Azory 2016 Enza Zaden
50 | L. sativa Lollo blonde moderne Jokary 2018 Enza Zaden

V.2.2. Semis et mise en culture des plantes

Les semis ont été réalisés mi-novembre 2019 dans des petits dés de laine de roche placés
dans une chambre de culture réglée a une température de 17°/20° jour/nuit. Aprés une semaine,
les plantules ont été repiquées en insérant les dés dans des cubes de laine de roche en serre.
Durant cette période d’acclimatation, les plantes ont été arrosées par une solution nutritive
commerciale (liquoplant) pendant une semaine.

Dé¢s I’enracinement des plantules, les cubes de laine de roche ont été déposés sur des
pots en plastique de 41, remplis d’un mélange (1 :1 V) de pouzzolane et vermiculite. 3 plantes
par variété a 3 niveaux d’alimentation en P ont été mises en place, soit 450 plantes au total.
Deux lots de 25 variétés ont été chacun répartis dans deux compartiments de serre adjacents,
régis par les mémes consignes climatiques. Dans chaque compartiment, les pots ont été disposés
en rangs de 25 pots sur I’axe O-E, avec 4 double rangs et 1 simple rang le long de la bordure
sud des compartiments. Pour chaque rang le traitement nutritif a été attribu¢ aléatoirement (du
sud au nord : P3, P1, P2, P1, P2, P3, P2, P3, P1). Chaque pot était €équipé d’un goutteur d’un
débit de 21/h raccordé a la ligne de fertirrigation du traitement correspondant.

Trois traitements de fertirrigation ont ét¢ mis en place le 17 Décembre 2019, avec des
solutions a 0.1mM (P1), 0.2 mM (P2) et 1 mM (P3). Le principe de compensation anions-

cations a ¢été le méme que celui décrit pour I’essai en tunnel, avec des variations des

104



concentrations d’apport de NH4-NO3, KNO3, et KH2PO4, en considérant que les différences de
concentration en NH4" dans les solutions, inférieures a 1 mM et avec un excés de NOs™ (11
mM), avaient une incidence négligeable sur le fonctionnement des plantes. L’arrosage des
plantes a été réalisé quotidiennement a 1’aide d’un dispositif automatique contrélé par un
programmateur. Le nombre et la durée des irrigations fertilisantes ont été ajustés chaque jour,
a partir de mesures de la teneur en eau des pots avec des capteurs d’humidité Decagon GS1.
Une courbe d’étalonnage a été établie pour lier le signal électrique mesuré par les sondes a la
teneur en eau dans les pots. Six sondes par traitement ont été utilisées. Les irrigations ont été
ajustées, pour chaque traitement, de maniere a ce que la teneur en eau avant chaque irrigation
ne soit pas inférieure a 80-85% de la teneur en eau a la capacité au champ. Les quantités d’eau
apportées durant 1’essai, depuis le repiquage, ont ¢té¢ enregistrées pour pouvoir estimer la
quantité totale de P apportée aux plantes a la récolte. La quantité de P appliquée a chaque plante
a été¢ calculée comme la somme de la quantité apportée en pépiniere, de la quantité apportée
pendant la phase d’acclimatation dans les pots, et de la quantité apportée entre le début des
traitements nutritifs différenciés et la récolte. Une erreur dans le protocole a été identifiée au
cours de I’expérimentation : les phosphates ont été introduits dans le bac de solution mere
alcalin (contenant en particulier les ions calcium), au lieu du bac acide. En conséquence, une
précipitation de phosphates de calcium a pu survenir, aboutissant a des concentrations en P en
sortie de goutteurs inférieures aux concentrations attendues, en particulier pour le traitement P3
1 mM. Des mesures de contrdle ont été réalisées les 21/12/18, 02/01/19 et 14/01/19, mais la
nature de I’erreur expérimentale n’a été identifiée qu’en fin d’essai. Les quantités de P apportées
aux plantes ont donc été calculées a partir de ces concentrations mesurées en sortie de goutteur
et non des concentrations « théoriques » issues des quantités de sels apportés. Elles ont été
estimées a P1 : 34 mg, P2 : 44 mg et P3 : 85 mg. Mais avec cette correction, il apparait (voir
résultats) que certaines plantes ont accumulé davantage de P que ces apports calculés. En
conséquence, les quantités indiquées permettent d’obtenir des approximations de masse de P
apportées, et des €carts entre les traitements, mais avec une incertitude assez élevée. 11 n’a donc
pas été possible de quantifier avec précision une efficience d’acquisition du P (PUpE) (rapport
entre quantité apportée et quantité absorbée), et ’analyse a porté sur la quantité absorbée

uniquement.

105



Photo 1 : Dispositif expérimental

V.2.3. Mesures non destructives sur les plantes avant la récolte

A partir du 14/12, une mesure hebdomadaire de la surface foliaire projetée a été
réalisée : les plantes ont été photographiées avec une prise d’image verticale a partir d’un
support de hauteur fixe. La surface foliaire projetée (cm?) a été obtenue par analyse d’image
avec le logiciel Image-J (https://imagej.nih.gov/ij).

Environ trois semaines aprés la mise en place des traitements P, une mesure de la
photosynthese, de la transpiration, et de la conductance stomatique a été effectuée sur chaque
plante, & I’aide d’une pince a photosynthése (Li-Cor 6400, Lincoln, NE, USA) réglée en
rayonnement émis fixe (800 pmol/m?/s). Les mesures ont été réalisées entre le 07/01 et le 09/01
dans le compartiment 1 et entre le 14/01 et le 16/01 dans le compartiment 2. Les 9 plantes d’une
méme variété ont ét¢ mesurées dans une plage de temps réduite, permettant ainsi d’évaluer
I’effet du traitement P sur les fonctions de transpiration et photosynthése. En revanche, du fait
du temps requis pour mesurer I’ensemble des 450 plantes, et dun possible biais li¢ a I’évolution
des conditions environnementales sur cet intervalle, malgré le for¢age du rayonnement admis,
ces mesures n’ont pas €té utilisées pour comparer les variétés entre elles.

V.2.4. Récolte des plantes et analyses minérales

Les plantes ont été récoltées le 22/01/2020. Les masses fraiches des parties aériennes
ont ét¢ mesurées immédiatement a la récolte. Un échantillon d’environ 100 g de chaque plante
été sécheé a I’étuve a 70°C pendant 72h pour calculer sa teneur en eau, et en déduire la masse
séche correspondant a la plante enti¢re. Les échantillons secs ont été broyés et stockés.

Les teneurs en éléments minéraux dans la matiére séche (particulicrement P, K, Mg et

Ca) ont ¢ét¢ quantifiées avec un analyseur par fluorescence a rayons X (XRF titan), selon la

106


https://imagej.nih.gov/ij

méthode décrite aux chapitres précédents. En particulier, la méme courbe de calibration par
rapport a la méthode de référence ICP a été utilisée.

L’efficience d’utilisation du P (PUtE) a été calculée comme le ratio entre la masse séche
aérienne produite (g) et la quantité de P absorbée (g). Cette PUE « feuilles » différe de celle
calculée en tunnel, qui prenait en compte la masse des racines et leur quantité de P.

V.2.5. Analyses statistiques
Des descripteurs statistiques usuels et des analyses de la variance a deux facteurs

(ANOVA) ont été réalisées pour étudier ’effet du traitement P, du génotype et de leur

interaction sur les variables mesurées.
V.3. Résultats

Une analyse de la variance de la masse séche des feuilles des plantes a la récolte avec
les traitements génotype, dose de P et leur interaction rend bien compte de la variabilité
observée (p<0.0001, R?>=0.89, 446 ddl), avec un effet significatif des traitements génotype et P
(p<0.0001) mais pas de leur interaction (p=0.22). En outre, la variabilité¢ de la masse seéche li¢e
au P pour un génotype donné est apparue relativement faible par rapport a la variabilité de la
masse s¢che liée au génotype pour un niveau de P donné (moyenne des coefficients de variation
de 18.3% et 45.4% respectivement). Ainsi les résultats sont-ils présentés en deux parties, une
premicre portant sur I’analyse de la variabilité génotypique de la croissance sans tenir compte
du niveau de P, la seconde s’attachant a décrire les effets des quantités de P apportées.

V.3.1. Croissance des génotypes

V.3.1.1. Biomasse seche des feuilles

La masse seche des feuilles a la récolte a varié de 0.98 g 2 20.85 g (Fig. 1). Les génotypes
sauvages se sont situés aux extrémes de cette distribution : les génotypes de L. serriola, L.
saligna et L. virosa ont produit les masses les plus faibles, tandis que la L. sativa sauvage
(PI251245) et la laitue tige (Red orient) ont produit les biomasses les plus élevées. Les
génotypes sauvages ayant une teneur en eau environ deux fois plus élevée que les génotypes
cultivés, les écarts de masse fraiche entre les génotypes des especes serriola, saligna et virosa

et les génotypes cultivés étaient encore plus conséquents (données non montrées).
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Figure 1 : Masse séche moyenne produite par génotype.

Les barres représentent les moyennes (+/- écart type) calculées a partir de 9 répétitions

biologiques pour chaque génotype indépendamment du traitement P.

Afin de comparer les différences génotypiques de croissance chez les 14 génotypes
communs a I’essai serre et I’essai tunnel, 1’indice de récolte d’une variété dans une
expérimentation a été calculé comme le rapport entre la masse séche moyenne des plantes de la
variété et la masse seche moyenne de la variété ayant eu la plus forte croissance dans chaque
essal (moyennes sur 6 plantes en tunnel et 9 plantes en serre). La représentation graphique de
ces indices de récolte montre une assez bonne concordance entre les deux essais (Fig. 2) : le
classement par ordre croissant est assez similaire, avec cependant des différences pour Ferega

et Kilervi qui ont respectivement mieux et moins bien cru en serre qu’en tunnel.
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Figure 2 : Comparaison des indices de récolte chez les 14 génotypes sous serre et sous tunnel.
Les barres représentent l’indice de récolte d’une variété qui est le rapport entre la masse seche
moyenne des plantes de la variété et la masse seche moyenne de la variété ayant eu la plus forte

croissance dans chaque essai.

V.3.1.2. Surface foliaire projetée

La dynamique, en cm?.degrés jours, d’accroissement de la surface projetée des 50
génotypes est montrée dans la figure 3. Ces profils de croissance sont conformes aux
observations de masse séche a la récolte, les génotypes sauvages montrant une croissance faible
en particulier en début de cycle, a I’exception de la L. sativa sauvage (P1251245) et de la laitue
tige (Red orient), qui ont présenté une croissance trés marquée les distinguant des autres
génotypes. Corroborant ces observations, le coefficient de corrélation entre la surface projetée

une semaine avant la récolte (662 degrés. jours) et la masse séche a la récolte était de 0.93.
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Figure 3 : Evolution de la surface projetée en dynamique chez les 50 génotypes.

Les points représentent les moyennes calculées a partir de 6 répétitions biologiques pour

chaque génotype indépendamment du traitement P.

I1 est intéressant de noter que les courbes de la figure 3 s’entrecroisent peu, ce qui
signifierait que le développement foliaire précoce est un assez bon prédicteur de la croissance
au cours du cycle. Une régression linéaire entre les surfaces projetées a la premicre et a la
derniére date apparait en effet hautement significative, avec un R* d’environ 50% (Fig.4).
Certaines variétés s’écartent cependant plus que d’autres de cette tendance, soit qu’elles aient
eu un début croissance vigoureux puis plus faible ensuite (exemple : LS367, Blonde lente a

monter) soit au contraire qu’elles aient montré une forte croissance en fin de cycle (exemple :

Green Mignonette, Rouge Grenobloise) (Fig. 4).
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Figure 4 : Surface foliaire projetée au début de croissance et a la récolte chez les 50
génotypes.
Les noms des génotypes représentent les moyennes calculées a partir de 6 répétitions

biologiques pour chaque génotype indépendamment du traitement P.

Cette variabilité génotypique s’illustre davantage en considérant le taux d’accroissement
de la surface foliaire projetée entre deux dates de mesure. Le taux d’accroissement a chuté entre
460 et 532 degrés jours (Fig. 5 a), mais de 460 a 662 degrés jours il a été significativement plus

¢levé chez les génotypes sauvages (Fig. 5 b).
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Figure 5 : Evolution du taux d’accroissement de la surface foliaire projetée chez les 50
génotypes (a) et en moyenne par type variétal (b).

V.3.1.3. Masse surfacique

Le rapport masse/surface projetée des feuilles, calculé en utilisant la masse séche a la
récolte et la surface projetée a la derniere date de mesure avant la récolte, a varié¢ de 60 g/cm? a
180 g/cm? selon les génotypes (Fig. 6). Les génotypes sauvages se sont distingués par un rapport
masse/surface plus faible, tandis que les génotypes modernes, particulierement les laitues de
type Batavia (Yeti, Costabella, Olmetie, Ferega) ont présenté de fortes masses surfaciques. Il
faut probablement voir dans ce résultat les efforts de sélection variétale pour obtenir chez les
variétés modernes des laitues compactes, avec un cceur dense, qui développent en conséquence

un rapport masse/surface plus élevé.
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Figure 6 : Rapport masse / surface projetée (masse surfacique) chez les 50 génotypes.
Les barres représentent les moyennes calculées a partir de 6 répétitions biologiques pour

chaque génotype indépendamment du traitement P. Les erreurs barres représentent l’intervalle

+/- écart type).

V.3.2. Effet de P sur la croissance, la teneur en P et les efficiences
V.3.2.1. Effet de P sur la Biomasse
La masse seche des feuilles a varié¢ de 1.04 a 17,6 gen P1,de 1.07 a22.7 gen P2 et de
0.96 et 22.48 g en P3 (Fig.7). L’effet du traitement P sur la biomasse est assez faible, avec une
réduction de la biomasse en moyenne 13 % en P1 par rapport a P3. Ces faibles écarts résultent

probablement des différences limitées de quantité de P apportée entre les différents traitements.
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Les barres représentent les moyennes calculées a partir de 3 répétitions biologiques pour
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V.3.2.2. Effet du P sur les teneurs en P dans les feuilles

Les traitements nutritifs ont abouti a des teneurs en P différentes, et comme attendu
croissantes de P1 a P3. Une variation de la teneur en P liée a un accroissement de la biomasse
a été constatée chez les laitues en serre, avec une division par 2 environ de la teneur en P entre
1g et 10g de matiére s€che, et ce pour les trois niveaux de P, cela est dii probablement a 1’effet
de dilution de P (Fig. 8). Les valeurs mesurées dans I’expérimentation en tunnel ont é¢galement
¢été reportées sur la figure 8. Les teneurs en P étaient comparables en serre et en tunnel pour les
apports de P élevés, en revanche on distingue le groupe de points correspondant au bas niveau
de P en tunnel. Pour des concentrations de P dans la solution nutritive équivalentes (0.1 mM),
et a des biomasses sensiblement comparables, les teneurs en P mesurées dans les laitues de serre
ont ¢été bien plus élevées. Cela semblerait indiquer que le stress en P subi par les laitues en
tunnel a été plus fort que celui subi par les laitues en serre. Les comparaisons des teneurs en P
chez les 14 génotypes communs et chez les 36 génotypes observés uniquement en serre ont
montré que la gamme de variation des teneurs en P était la méme en serre et en tunnel. Cela
suggere qu’avoir 36 génotypes de plus n’a pas apporté plus de variabilité en termes des teneurs

en P (données non montrées).
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Figure 8 : Relation entre teneur en P et biomasse des feuilles en serre et en tunnel.
V.3.2.3. Effet du P sur le contenu en P

En serre, le contenu en P des parties aériennes, égal au produit de la teneur par la masse
seche des feuilles, a varié entre 0.004 2 0.053 gen P1, 0.005 2 0.078 gen P2 et 0.004 2 0.086 g
en P3 (Fig. 9).

Les points obtenus en tunnel et les droites de régression pour les traitements LP et HP
ont été insérées dans la figure 9. Ces droites de régression bornent assez bien le nuage de points
obtenu sous serre, permettant d’estimer les contenus en P minimaux et maximaux attendus pour
une biomasse donnée. Cependant, du fait de la dilution, la limite haute d’accumulation n’est
linéaire que pour les faibles masses et doit présenter une forme asymptotique pour des masses
plus élevées, (forme asymptotique que 1’on peut deviner avec les données du traitement P3,

cependant trop peu nombreuses pour faire un ajustement).
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Figure 9 : Relation entre contenu en P et biomasse des feuilles en serre et en tunnel.

Une séparation des données obtenues sous serre par niveau de traitement permet de
mieux identifier les effets des limitations en P (Fig. 10). La quantité¢ de P accumulée par les
plantes plafonne en P1 a 40mg environ, en P2 a 50mg environ, et en P3 a 80mg (avec quelques
points « outliers » pouvant correspondre a des erreurs de mesure). Ces plafonds sont du méme
ordre de grandeur, mais légerement supérieurs, aux quantités d’apport estimées (respectivement
34 mg, 44 mg et 85 mg). Les limites en P1 et P2 sont clairement distinctes de la courbe

d’accumulation maximale évoquée ci-dessus.
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Figure 10 : Effet du traitement P sur la biomasse des feuilles.

La ligne rouge représente la quantité de P apportée estimée dans chaque traitement.

Dans le paragraphe qui suit, on considére surtout les deux traitements intermédiaires P1 et P3.
Si 40 mg de P permettent d’apres la figure 9 la production d’environ 20 g de masse séche au
maximum, on peut en déduire que les variétés les plus efficaces pour récupérer le P du milieu,
et ayant un potentiel d’accumulation de masse seche inférieur a 20g, on subit peu de contrainte
en P, méme dans le traitement P1. Ces données indiquent surtout que certaines variétés a faible
potentiel de croissance ont pu trouver suffisamment de P dans le milieu pour réaliser ce
potentiel : on peut observer sur la figure 11 que les génotypes ayant une masse séche en P3
(condition a priori non limitante) inférieure a 5g ont en moyenne présenté une masse seche
similaire en P1 (ratio de masse P3/P1 proche de 1). Ce n’est que pour les génotypes ayant
produit une masse s€che supérieure a 10g en P3 que le ratio P3/P1 s’écarte significativement

de 1, indiquant un déficit en P dans le traitement P1 (Fig.11).
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Figure 11 : Rapport de masse séche des feuilles en P3/P1 en fonction du potentiel de masse
en P3.

Cependant, les variétés a faible potentiel de croissance mais qui sont moins capables de
récupérer le P disponible dans le milieu ont pu voir leur accumulation de masse limitée en P1.
Les résultats par génotype sont donnés dans la figure 12. Les génotypes qui ont eu une réduction
significative de leur masse seche en P1 comparé a P3 sont représentées en rouge dans la figure
12. L’effet de P sur la masse seche n’était pas significatif chez les génotypes ayant un potentiel
de masse faible (<10g), avec un rapport de masse séche en P3/P1 proche de 1. En revanche, une
réduction significative de la masse séche en P1 comparé a P3 a été constatée chez les génotypes
a potentiel élevé (>10 g), mais certains génotypes (exemple : Red orient, Blonde lente a monter,
Ondatra, Ferega, Meteore) sont caractérisés par un potentiel de masse élevé et un rapport masse
P3/P1 faible ; on peut en déduire que ces génotypes sont plus efficients en acquisition de P et

en utilisation du P lorsque la disponibilité est faible.
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Figure 12 : Relation entre le rapport de biomasse en P3/P1 et la biomasse en P3.

Les génotypes représentés en rouge ont eu une réduction significative de leur biomasse en Pl
comparé a P3 a un seuil de signification de 5%. La droite en noir représente la régression
linéaire. La droite horizontale en pointillée rouge distingue entre les génotypes ayant un

rapport masse seche en P3/ Pl supérieur ou inférieur a 1.

La réduction significative de la masse seche produite en P1 comparé a P3 observée chez
les génotypes ayant un rapport masse P3/P1 élevé (représentés en rouge dans la Figure 12) a
¢été fortement corrélée a la réduction de la masse surfacique en P1 par rapport a P3 (r=0.85,
p<0.001), et faiblement associée a la réduction de la surface foliaire projetée en P1 comparé a
P3 (r= 0.30, p<0.05). Cette réduction a été faiblement associée a la réduction de la
photosynthese en P1 comparé a P3 (r=0.37, p<0.05).

L’analyse de la variance de 1’effet type de laitue sur le rapport masse seéche en P1/P3 a
révélé qu’il n’y avait pas d’effet significatif de type de laitue (p=0.28) sur la réduction de la

masse en P1 comparé a P3.
V.3.2.4. Effet du P sur l’efficience d utilisation

Une analyse de variance a montré un effet significatif du génotype, du traitement P et

de leur interaction sur la PUtE « feuille ». Celle-ci a varié¢ de 196 gMS / g P par plante a 520gMS
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/ gP par plante en P1, de 185 gMS / g P par plante a 501 gMS / gP par plante en P2 et de 135

gMS / g P par plante a 327 gMS / g P par plante en P3 (Fig. 13). Globalement, la PUtE a diminué

avec I’ajout de P, elle est en moyenne de 304 gMS /gP par plante en P1, 279 gMS /gP par plante
en P2 et 209 gMS /gP par plante en P3.
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Figure 13 : Efficience d’utilisation de P (PUtE) chez les 50 génotypes.

Les barres sont classées par ordre croissant selon les valeurs de PUtE en Pl et elles

représentent les moyennes calculées a partir de 3 répétitions biologiques pour chaque génotype

et a chaque traitement P. Les erreurs barres représentent l’intervalle +/- écart type).
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La PUtE en P1 est corrélée positivement a celle en P3 (=0.79, p<.0.001) (Fig. 14). Ce
résultat ne corrobore pas ce qui a été¢ observé en tunnel. En effet, aucune relation n’avait été
identifiée entre la PUtE en LP et HP (voir résultats chapitre 2).

On retrouve aux extrémités de cette distribution d’efficience la laitue tige « Red orient » et
I’ancien laitue type romaine « Blonde lente a monter » pour les valeurs hautes, et deux

génotypes sauvages L. saligna « CR17 » et L. serriola « LS258 » pour les valeurs basses.
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Figure 14 : Relation entre PUtE en P1 et P3.

La droite correspond a la régression linéaire entre PUtE en Pl et PUtE en P3.

Une PULE «feuille » équivalente a été recalculée chez les 14 génotypes en tunnel
comme le ratio de la masse seéche des feuilles et le contenu en P dans les feuilles pour ne pas
tenir compte de la masse seche racinaire et afin d’évaluer sa robustesse chez les 14 génotypes
communs dans les deux essais (Fig.15).

En faible P, la PUtE « feuille » a varié entre 267 et 461 gMS / gP par plante en tunnel
et entre 203 et 520 gMS /gP par plante en serre, avec une variation génotypique plus importante
en serre (CV=11% et 24% respectivement en tunnel et serre). Avec une plus forte disponibilité
en P, la PUtE est apparue ¢€levée en serre, allant de 135 a 327 gMS / gP par plante comparée a
celle observée en tunnel (de 133 a 199 gMS /gP plante).
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Le classement des génotypes est assez similaire en serre en P1 et tunnel en LP (r=0.51,

p<0.05), avec cependant des différences pour les génotypes Nenufar, Kilervi, Joviale, Socca,

Green mignonette et LS367 qui ont eu une efficience d’utilisation plus élevée en tunnel (Fig.

15 a). En revanche, en P disponible, les génotypes ont eu des comportements différents en

termes de PUtE dans les deux essais, avec un coefficient de corrélation de 1’ordre de 0.09.

(Fig.15 b).
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Figure 15 : Comparaison de PUtE en tunnel et en serre chez les 14 génotypes communs en

faible P (a) et en P disponible (b).

La droite en noir représente la régression linéaire entre PULE en serre et en tunnel en faible P

et en P disponible. La droite en pointillé rouge correspond a la premiere bissectrice.
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V 4. Discussion
V.4.1. Caractérisation de la variabilité génétique chez les 50 génotypes

Cette ¢étude a confirmé I’existence d’une diversité génétique importante de I’efficience
d’utilisation de P au sein des 50 génotypes étudiés du genre Lactuca. Ces génotypes ont présenté
une variabilité significative de la masse produite (allant de 1g a 20 g MS). Les génotypes
sauvages ont produit les masses seéches les plus faibles (particulicrement les espéces de L.
saligna, L. virosa et L. serriola), mais également plus fortes dans le cas de la laitue sauvage (L.
sativa). La variation de la masse est moins forte pour les especes cultivées, allant de 5g pour
«yeti » a 14g pour « Blonde lente a monter ». Un effet significatif du type de laitue a été
observé. Les laitues type rougette/sucrine et lollo ont produit des masses faibles (environ 6g en
moyenne) comparé a celle de type romaine (12 g). Les laitues types Batavia, Beurre et feuille
de chéne ont eu un potentiel de masse similaire.

Le premier critére d’appréciation du rendement chez la laitue est le poids frais des
plantes a la récolte. Les feuilles représentent la quasi-totalité de la masse récoltée chez la laitue.
Nous avons montré que prés de 50% du potentiel de croissance en surface est déterminée tres
précocement au cours du cycle. Pour I’autre moitié de la variabilité, I’allure d’évolution de la
surface foliaire projetée en cours du temps a dépendu du génotype. Certains génotypes ont
exprimé leur potentiel de croissance a un stade trés précoce avec une surface foliaire projetée
forte a partir de la premicre date de mesure. D’autres génotypes ont plutot exprimé leur potentiel
de croissance vers la récolte et ils ont eu des surfaces foliaires plus fortes a la derniere date de
mesure. Le déterminisme génétique de la surface foliaire chez la laitue a été peu étudié¢e. Dans
une étude de Zhang et al. (2007), des QTL associés a la surface foliaire ont été détectés dans
une population issue d’un croisement entre L. sativa et L. serriola.

D’apres Gay (2002), le rendement de laitue peut étre calculé a partir de la surface foliaire
et de la masse surfacique. Il a montré que la surface foliaire est corrélée positivement au poids
frais a différents stades de croissance. Selon nos résultats, la surface foliaire projetée est corrélée
positivement a la biomasse des feuilles au début de la croissance et a la récolte. Cela confirme
que la surface foliaire projetée, comme mesure non destructive, pourrait estimer le rendement
d’une culture de laitue.

La masse surfacique a varié en fonction du génotype, mais également en fonction du
type variétal avec un rapport de 1 a 3. Les génotypes sauvages ont eu une masse surfacique
faible, tandis que les variétés modernes, particulicrement de type Batavia, ont eu des masses

surfaciques élevées, c’est-a-dire une forte biomasse par unité de surface. On peut faire
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I’hypothése que c’est le résultat d’un effet de sélection pour obtenir des variétés de laitues
compactes.

Une comparaison de I’indice de rendement définit comme le ratio entre la masse séche
moyenne d’une variété et la masse moyenne de la variété ayant la plus forte croissance, chez
les 14 génotypes communs dans 1’essai serre et tunnel a été faite, pour pouvoir évaluer d’une
maniére plus robuste le potentiel de croissance dans deux conditions d’expérimentations
différentes. Les résultats obtenus ont révélé que les génotypes ont eu globalement des potentiels
de croissance similaires en serre et tunnel. La laitue tige « Red orient » et la laitue sauvage
« PI261653 » ont été identifiés comme génotypes a gros potentiel de biomasse, tandis que le
génotype sauvage L. saligna « CR17 » a eu la masse séche la plus faible dans les deux essais.
Irfan et al. (2019), ont testé les performances des variétés de laitue en sol et en hydroponie. Ils
ont évalué les variétés en se basant sur la masse produite dans chaque milieu et ont montré que
les conditions de culture avaient un effet significatif sur la production de matiere seche avec
des valeurs significativement différentes en hydroponie et en sol.

V.4.2. Effet du traitement P sur la croissance

L’effet du traitement P sur la biomasse en serre a été assez faible, avec une moyenne de
réduction de I’ordre de 13% en P1 comparé a P3. Ce taux de réduction est plus faible comparé
a celui observé en tunnel (en moyenne -58 %). Cela semble dii a une variation du potentiel de
masse. En effet, la variabilité génotypique de la masse produite était beaucoup plus €levée en
serre (un rapport de 1 a 20) comparée a celle en tunnel (un rapport de 1 a 6). Ceci suggere que
I’effet du traitement P devient plus marqué quand on une variabilité génotypique importante de
potentiel de masse.

En plus, la quantité de P disponible pour la plante était différente dans les deux essais.
L’intensité du stress en P était plus sévere sur les laitues en tunnel et il a ét¢€ introduit a un stade
plus précoce sur des plantes tres jeunes. Selon Mollier and Pellerin (1999), la réduction de la
surface foliaire est le principal facteur contribuant a la réduction de matic¢re séche produite chez
le mais. Chez la pomme de terre, la réduction de la masse des feuilles dans des conditions
déficientes en P a été associée a une réduction forte du nombre des feuilles et de la surface
foliaire totale (Balemi, 2010). Rodriguez et al. (1998) ont trouvé les mémes résultats chez le
tournesol, avec une réduction d’environ 74% du taux d’émission des feuilles et plus de 50 %
de réduction de la photosynthese a lumicere saturée. Dans notre étude, la réduction significative
de la masse des feuilles en P1 comparé a P3 a ¢été fortement liée a la réduction de la masse
surfacique et faiblement associée a la réduction de la surface foliaire projetée et a la
photosynthese en P1 comparé a P3.
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Selon Neocleous and Savvas (2019), la réponse au faible dépend également du type de
laitue. Ils ont constaté que la laitue de type Romaine a eu une réduction significative de la
biomasse et de I’activité photosynthétique, mais il n’y avait pas d’effet significatif de P sur la
biomasse et la photosynthese sur la laitue de type lollo. Dans notre étude, nous n’avons pas pu
identifier d’effet significatif du type de laitue sur la masse seche produite en réponse au P. Le
méme résultat a été observé en tunnel avec une influence importante du génotype, mais sans
pouvoir distinguer I’effet du type de laitue.

V.4.3. Effet de P sur la teneur en P et sur ’efficience d’utilisation

Dans les deux essais, les gammes de variations des teneurs en P étaient globalement
similaires en serre et en tunnel. En tunnel, la teneur en P a vari¢ en fonction du génotype et du
traitement P. En serre, nous avons montré que la teneur en P diminue avec la production de la
masse en cours du cycle. Au sein d’un traitement donné, on a plus de variabilité génétique des
teneurs en P dans I’essai en serre (CV = 22% en P1 et 23% en P3) qu’en tunnel (CV=13 % en
LP et HP).

Le contenu en P a diminué en cours de la croissance des laitues en serre. Cela est di
probablement a I’effet de dilution du P. Cet effet de dilution de P a été largement étudié chez la
pomme de terre (Soratto et al., 2020; Nyiraneza et al., 2021) et le blé (Ziadi et al., 2008). Les
expérimentations nous ont permis d’identifier les contenus en P minimaux et maximaux pour
une masse seche donnée. Les contenus en P observés en tunnel sont cohérents avec ceux
observés en serre. Il s’agit donc d’une premiere référence qui renseigne sur les contenus en P
nécessaires pour produire un niveau donné de biomasse dans le genre Lactuca et qui pourrait
étre utilisée pour mieux gérer les apports en P.

En serre, I’efficience d’acquisition du P (PUpE) n’a pas pu étre calculée en raison des
incertitudes sur les quantités de P apportées aux plantes. La PUpE représente le ratio entre le
contenu en P et la quantité de P apportée. Dans la mesure ou la méme quantité de P a été
apportée a tous les génotypes, la PUpE est liée linéairement a la quantité de P absorbée et la
variabilité génétique de la PUpE est donc la méme que celle du contenu en P. Le contenu en P
dépend de la teneur en P et de la masse seche. Selon nos résultats, les teneurs en P ont varié
significativement en fonction des génotypes. On peut donc faire I’hypothese qu’il existe une
variabilité génotypique de la PUpE en serre comme cela a été montré en tunnel.

Les données obtenues nous ont permis de calculer I’efficience d’utilisation (PUtE) chez
les 50 génotypes. La PUtE a varié en fonction du génotype, du traitement P et de leur
interaction. Globalement, la PUtE est plus ¢levée en P1 et diminue avec I’augmentation de la
disponibilité en P. Le méme résultat a été observé en tunnel chez les 14 génotypes. En tunnel,
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on n’avait pas observé un lien entre PUtE en LP et PUtE en HP. Par contre, en serre la
corrélation entre PUE en P1 et celle en P3 est assez forte.

La variabilité globale de la PUtE est associée a la variabilité¢ de masse seche des feuilles
produite et du contenu en P. Comme en serre, la masse des feuilles a beaucoup varié en fonction
du génotype, la variation de la PUtE a été beaucoup plus liée a la variation de la masse seche
qu’au contenu en P. D’autre part les effets relativement réduits du P ont fait que la masse en
P1 était corrélée a celle en P3, ¢’est pourquoi on a observé en serre une corrélation forte obtenue
entre PUtE a différents niveaux de P.

La PULE varie en fonction du cycle de la culture, en fonction de la masse produite, du
contenu en P ainsi que des conditions du milieu. Une comparaison de la PUtE a été effectuée
chez les 14 génotypes communs pour évaluer sa robustesse dans deux conditions différentes.
Quand le P est limitant, les génotypes ont eu des performances similaires en termes de PUtE
avec quelques variations pour certains génotypes ayant une PUtE plus ¢élevée en tunnel, mais
aucune relation significative n’a été observée en cas de P disponible. Irfan et al. (2019) ont
montré que les variétés de blé ont eu des efficiences d’utilisation différentes en sol et en
hydroponie. Cette différence a été associée a un effet significatif des conditions de culture sur
la production de masse séche. Cela corrobore nos observations concernant la forte relation entre
PULE et la masse produite. Selon Rose ef al. (2011), la biomasse doit étre corrélée a I’efficience
d’utilisation de P et 1’absence de corrélation en P disponible suggere que la production de
biomasse a été déterminée par d’autres facteurs que le P.

Il est intéressant d’identifier des génotypes efficients quand le P est limitant. La
cohérence des données obtenues en serre et en tunnel nous ont permis d’identifier trois
génotypes non efficients en PUtE (CR17, LS367 et Green mignonette) dans les deux essais.
Ces génotypes ont eu ¢galement des contenus faibles en P en LP, ce qui permet de les considérer
comme non efficients en PUpE et par conséquent en PUE.

Les trois génotypes « Red orient », « Blonde lente & monter » et « P1251245 » étaient
les plus efficients en PUtE. Les deux génotypes sauvages « Red orient » et « P1251245 » sont
caractérisés par des contenus en P élevés et ils sont identifiés comme tres efficients en PUpE et
en PUE en tunnel. Cependant, le génotype « Blonde lente a monte » a eu des contenus en P

faibles dans les deux essais.
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V.5. Conclusion

Ce travail nous a permis d’étudier la variabilité génétique existante dans un panel de 50
génotypes du genre Lactuca, ainsi que 1’effet de la variation de P sur leur croissance et leur
efficience d’utilisation du P.

L’effet du traitement P sur la croissance a varié en fonction du potentiel de biomasse
des génotypes. Cela représente une limite de la méthode de phénotypage utilisée. En effet,
I’é¢tude des génotypes a potentiel de masse tres variable nécessite une adaptation du protocole
pour pouvoir évaluer 1’effet du P.

Les résultats obtenus nous ont permis de produire des références sur les contenus
minimaux et maximaux en P nécessaires pour produire une telle masse dans le genre Lactuca.
Les variations de la masse produite et du contenu en P ont impacté la PUtE et son interprétation.
On suggére donc de tenir compte de la capacité d’acquisition du P, du potentiel de biomasse et
du stade des plantes au moment de la mesure de PUtE pour étudier la variabilité génétique de
la PUtE.

Les observations de la croissance et des efficiences en P limitant en tunnel et en serre
chez les 14 génotypes ont permis d’identifier des génotypes a gros potentiel de croissance et
efficients en utilisation et en acquisition du P tels que la laitue tige « Red orient » et la laitue
sauvage « P1251245 », et d’autres qui ne sont pas efficients, le cas des génotypes sauvage
« CR17 », « LS367 » et « « Green mignonette ». Des études supplémentaires devront étre
menées pour étudier les déterminants génétiques responsable de 1’efficience en P chez ces deux
génotypes et qui pourraient étre utilisés dans des programmes de sélection afin d’améliorer la

PUE chez la laitue.
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I. Discussion générale

L’agriculture contemporaine doit relever plusieurs défis. Elle doit accroitre la
productivité des écosystemes cultivés pour satisfaire I’augmentation de la demande alimentaire
consécutive a 1’évolution démographique ; dans le méme temps, elle doit limiter les impacts
négatifs sur I’environnement et gérer durablement les ressources indispensables a la production
agricole, en particulier le P (Sharpley et al., 2001; Vance et al., 2003; Van de Wiel et al., 2016).
Pour cela, il est important de mieux comprendre les conséquences sur la croissance et le
développement des plantes d’une diminution de la disponibilit¢ en P, afin identifier les
génotypes qui sont capables d’acquérir plus de P et de mieux I'utiliser. Il est acquis que
I’exploration du sol et I’acquisition des nutriments sont intrinséquement liés aux capacité de
développement et d’adaptation des systémes racinaires (Gahoonia and Nielsen, 2004; Lambers
et al., 2006; Da Silva et al., 2016). Mais ces adaptations peuvent varier en fonction des genres
botaniques, et peu d’informations sur le role de systéme racinaire dans I’acquisition de P sont
disponibles dans le genre Lactuca.

Le premier objectif de la thése consistait a caractériser la réponse aérienne et racinaire
a la disponibilité en P et évaluer la variabilité génétique associée. Deux expérimentations ont
été menées. La premiere portait sur 1’étude, pendant une durée limitée, de 14 génotypes du
genre Lactuca cultivés en tunnel dans des conditions limitantes (LP) et non limitantes en P
(HP), avec un dispositif expérimental spécifique permettant d’étudier le systéme racinaire. La
seconde a été¢ menée en serre sur un panel de génotypes plus large, 50 génotypes (y compris les
14 génotypes utilisés dans I’essai 1) cultivés dans trois conditions de P, et elle était limitée a du
phénotypage aérien.

Dans les deux expérimentations, la contrainte en P a été appliquée en ajustant les
concentrations dans les solutions nutritives par rapport a une dose non limitante, définie a partir
d’essais préliminaires. Avec cette méthode, la quantité appliquée de P dans un traitement donné
¢tait identique pour chaque plante, et liée a la quantité de solution apportée. La disponibilité en
P pour les plantes a par ailleurs pu étre influencée par le dispositif expérimental, et la répartition
du P dans le substrat a partir du point source d’injection de la solution. Nous avons pu constater,
a partir de I’analyse des teneurs en P dans les plantes, que bien que les concentrations appliquées
dans les traitements en faible P et en fort P des deux essais €taient identiques, 1’intensité du
stress a été plus importante dans la premiére expérimentation en tunnel. La réponse des plantes
en termes de croissance aérienne a été en conséquence différente en termes d’intensité dans les
deux essais, mais similaire dans ses mécanismes. Dans 1’expérimentation en tunnel, la masse

seche des feuilles a été réduite chez les 14 génotypes, en moyenne de 57%. Cette réduction a
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¢été associée a une diminution forte de la croissance foliaire et une influence marginale de la
photosynthése maximale des feuilles. En serre, avec une contrainte de disponibilité en P moins
forte, la réduction de masse n’a été que de 13%, la encore sans impact notable de la
photosynthése maximale. Dans d’autres études, I’impact de la disponibilit¢ en P sur la
photosynthése a pourtant été signalé (Wissuwa et al., 2005).

I a été montré en tunnel que la masse racinaire a été réduite a faible P, mais dans une
proportion moindre que I’appareil aérien, et pas chez tous les génotypes, quand bien méme
ceux-ci avaient subi une perte importante de masse séche aérienne. Le maintien de la masse
racinaire a faible P a été observé aussi bien chez des génotypes sauvages que des variétés
cultivées anciennes et modernes. Cette réponse au faible P consistant a augmenter le rapport
masse racine / masse parties aérienne est universellement observée chez les végétaux, chez la
laitue (Buso and Bliss, 1988) comme chez d’autres especes (Hammond and White, 2011; Gerke,
2015), et est due a un surcroit d’allocation relative de carbone aux racines. Classiquement
¢galement, la teneur en P a diminué dans les feuilles et dans les racines avec des réductions de
plus de 50%. Cette diminution de la teneur en P n’a modifié que marginalement la surface
spécifique des feuilles, ainsi que cela a pu étre montré en tunnel. En serre, une approche
comparative a partir de la variabilité génotypique des potentiels de croissance en masse a permis
d’illustrer une source de variation de la teneur en P des feuilles, liée a I’accroissement de la
biomasse. Ceci est probablement dii a un effet de dilution, bien décrit chez de nombreuses
especes, a la fois pour le phosphore et 1’azote (Lemaire et al., 2008; Nyiraneza ef al., 2021).

L’expression du potentiel de croissance chez les 14 génotypes communs aux deux essais
est apparue assez similaire, avec une variabilité génétique de la masse plus importante en serre
(de 1 220 en P3) qu’en tunnel (1 a 6 en HP). Les expérimentations ont ét¢ menées en automne
pour la premicre, et en début d’hiver pour la seconde. Les variétés de laitue sont de nos jours
sélectionnées pour s’inscrire dans un créneau calendaire assez restreint, définit par une intensité
lumineuse, une durée de photopériode, et une gamme de températures. Les différences de
croissance observées entre les génotypes ont pu partiellement refléter I’adéquation ou non aux
périodes d’essais, et le créneau de production n’a pas €té un critére de choix des variétés, pas
plus qu’il n’a été considéré explicitement dans ’analyse des résultats. Malgré une bonne
concordance entre les données obtenues dans les deux essais, des différences de classement des
génotypes ont pu étre liées a une expression accrue du potentiel de croissance d’un génotype
dans une condition plutdt qu’une autre. Pour ce qui est de la réponse au P, il a été observé sous
serre que, a dose fixe de P apportée pour tous les génotypes, la contrainte subie par la plante

n’était pas la méme en fonction de son potentiel de croissance, et donc de sa demande en P en
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masse : avec un écart d’apport relativement restreint entre les traitements P, le faible niveau de
P n’a été significativement limitant que pour les génotypes ayant un fort potentiel de masse
séche lorsque le P n’est pas limitant. Cela constitue indéniablement une limite a la méthodologie
de phénotypage. Une alternative, plus difficile a mettre en ceuvre, aurait été d’adapter les doses
hautes et basses de P a chaque génotype en fonction de son potentiel de croissance. Il aurait été
nécessaire dans ce cas d’étudier dans un premier temps ces potentiels, pour ensuite réaliser les
essais de restriction en P. Du fait d’une faible plasticité, pour un génotype donné, de la masse
surfacique des feuilles dans les conditions expérimentales des essais, la surface foliaire projetée
est apparue bien corrélée a la masse seche. En serre, la surface projetée mesurée a un stade
précoce a expliqué la moiti¢ de la variabilité de la masse seche mesurée a la récolte, illustrant
I’importance de la croissance en début de cycle sur le potentiel de développement. Néanmoins
des différences génotypiques sont apparues ; en particulier, les génotypes sauvages ont tous
présenté un accroissement relatif de la surface projetée plus ¢élevé en fin de cycle, en
comparaison des variétés cultivées, probable conséquence des objectifs de sélection variétale

Dans I’essai en tunnel, les traits racinaires ont été mesurés aprés échantillonnage et
numérisation d’image des échantillons, sauf pour la profondeur du pivot qui a été mesurée
directement sur le systéme racinaire extrait du substrat. Les six traits racinaires considérés
(Depth, Dmax, Dmin, Elong, DIDm et Ibd) ont présent¢ des variations génotypiques
significatives, et a part Dmin ont été affectés par la disponibilité en P. La variabilité des traits
s’est accompagnée d’écarts de masse seche du systéme racinaire de 1 a5en HP etde 1 4 8 en
LP, avec une corrélation importante entre la masse de racines et la masse de feuilles. Cette
corrélation est la résultante d’un rapport de masse entre racines et feuilles qui varie relativement
moins que les masses absolues, et dont les variations ne dépendent pas du potentiel de
croissance du génotype. En d’autres termes, et d’apres ces observations, sélectionner pour un
« gros » systéme racinaire s’accompagne d’une sélection pour un « gros » systéme aérien, mais
il y a une source résiduelle de variabilité¢ dans le rapport racine/feuille, qui peut étre ciblée en
valeur haute ou faible indépendamment du potentiel de croissance.

L’absence d’effet d’interaction génotype x phosphore dans les analyses statistiques
réalisées laisse penser que la plasticité phénotypique racinaire liée a la disponibilité en P varie
relativement peu avec le génotype. Le peu de variabilité observée a néanmoins permis de
montrer que I’adaptation du systeme racinaire a une faible disponibilité en P ne se fait pas par
une augmentation du nombre de racines latérales, et que la diminution de la densité de
ramification s’observait tendanciellement davantage chez les génotypes réduisant fortement la

croissance de leur pivot. Ce résultat suggere qu’il n’y a pas de phénoméne de compensation sur
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cet aspect, mais plutdt un systéme racinaire fragilisé chez certains génotypes en termes de
croissance des racines primaires et d’émission de racines latérales. En revanche, il a été d’une
part observé une relation linéaire négative entre la réduction du diamétre du pivot et la
diminution de DIDm a faible P, indiquant un compromis possible entre maintien du potentiel
de croissance du pivot et augmentation du diametre des racines latérales relativement au pivot.
D’autre part, une légere augmentation de la variable Elong a été observée a faible P disponible,
tandis que la longueur observée des latérales en fonction du diamétre a été tres significativement
augmentée. Ces résultats montrent dans I’ensemble, en réponse a une baisse de la disponibilité
en P, une stratégie de maintien du potentiel de croissance du pivot, accompagnée d’une
diminution de la densité et du diameétre des racines latérales, compensée par une intensité ou
une durée de croissance accrue de ces latérales, pour un diametre donné. Ces résultats différent
sensiblement d’autres stratégies connues chez d’autres espéces en réponse a une baisse de P. Il
a en effet été¢ fréquemment reporté une formation accrue de racines latérales, accompagnée
d’une inhibition de la croissance des racines primaires. Cela aurait pour conséquence
I’augmentation de la surface racinaire développée pour un volume donné, principalement dans
les couches superficielles du sol ou le P est majoritairement présent (Ho et al., 2005; Lynch,
2007; Péret et al., 2014; Miguel et al., 2015; Sun et al., 2018). L’extension des observations
réalisées dans ce travail a d’autres contextes permettrait de confirmer un type de plasticité
environnementale en réponse au P spécifique dans le genre Lactuca.

Le deuxieme objectif de la thése consistait a étudier la variabilité génotypique de
I’efficience en P et identifier les traits associés a cette efficience. La PUE a été classiquement
divisée en deux composantes, 1’efficience d’acquisition (PUpE) et I’efficience d’utilisation
(PUtE). En, tunnel, une variabilité génotypique de la PUE et de ses composantes a été observée
confirmant les résultats de quelques autres études sur laitue (Buso and Bliss, 1988; Cock et al.,
2002). La PUE a vari¢ davantage selon les génotypes en LP (d’un facteur 10) comparé a HP
(d’un facteur 4), avec une variation relative de la PUpE plus importante que celle de la PUtE.
On retrouve aux extrémités de la distribution de la PUE les génotypes sauvages, les variétés
cultivées présentant des valeurs intermédiaires.

Dans I’essai en serre, les incertitudes concernant les quantités de P apportées n’ont pas
permis de calculer la PUpE et la PUE chez les 50 génotypes. Cependant, tous les génotypes
ayant recu la méme quantité de P dans un traitement donné, la PUpE est en conséquence li¢e
linéairement a la quantité de P absorbée et la variabilité génétique de la PUpE est donc la méme
que celle du contenu en P. La PUtE en serre a été mesurée 1égérement plus élevée qu’en tunnel,

et a présenté une gamme de variation génotypique similaire avec un facteur de variation
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d’environ 2.5 pour les deux traitements P1 et P3.

Afin de vérifier la robustesse des classements d’efficience dans les deux essais, la
PUE « feuilles » a été calculée pour les 14 génotypes communs aux deux essais : en tunnel a
partir des deux composantes en considérant le contenu en P dans les feuilles (i.e. sans tenir
compte de la composante racine en termes de contenu en P et de masse séche), et de la méme
maniére en serre, en utilisant pour la PUpE une estimation a partir des quantités théoriques de
P apportée et de la quantité de P réellement mesurée dans les feuilles. Le tableau 1 montre un
relative similitude entre les classements des génotypes par ordre d’efficience en tunnel et en
serre, et d’un niveau de P disponible a un autre. Les deux génotypes sauvages, la laitue tige
« Red orient », et la L. sativa « P1251245 » et I’ancienne variété de Romaine « Blonde lente a
monter » sont les plus efficients en PUE dans les deux conditions de P et dans les deux essais,
tandis que I’espéce sauvage L. saligna « CR17 » est la moins efficiente dans les quatre
conditions. Les variétés beurre ancienne Green Mignonette et la batavia moderne Ferega

présentent un classement plus divergent en fonction des conditions.

Tableau 1 : Classement des 14 génotypes communs dans chaque essai et a chaque niveau de P

Les génotypes sont classés en ordre croissant de moins efficients au plus efficients en PUE

PUE en serre PUE en tunnel
P1 P3 LP HP
CR17 CR17 CR17 CR17
LS367 Green Mignonette Ferega Socca
Socca Joviale Joviale LS367
Green Mignonette Socca Green Mignonette Joviale
Joviale LS367 LS367 Ferega
Bourguignonne Feuille de chéne Bourguignonne Nenufar
blonde
Feuille de chéne Ferega Socca De Pierre Bénite
blonde
Kilervi Nenufar Feuille de chéne Feuille de chéne
blonde blonde
Nenufar Bourguignonne Nenufar Bourguignonne
De Pierre Bénite Kilervi De Pierre Bénite Green Mignonette
Ferega De Pierre Bénite Blonde lente a monter | Blonde lente a monter
Blonde lente a monter | Blonde lente & monter Kilervi Kilervi
Red Orient Red Orient PI251245 PI251245
P1251245 P1251245 Red Orient Red Orient

I a été montré dans ce travail que la PUpE est le déterminant majeur de la PUE quand

le P est limitant. En P disponible, la PUE est davantage corrélée a la PUtE, avec néanmoins
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toujours une contribution majoritaire de la PUpE. Ce résultat a ét¢ déja suggéré chez d’autres
especes (Parentoni and De Souza Junior, 2008; Wang et al., 2010; Gemenet et al., 2015).

L’amélioration de la PUpE apparait donc comme la composante la plus importante pour
améliorer la PUE dans le genre Lactuca quel que soit le niveau de P, et ceci implique 1’étude
des caractéristiques racinaires chez cette espéce. L’effet du P sur les traits de I’architecture
racinaire, ainsi que leur contribution chez la laitue n’avaient jamais été étudiés auparavant d’ou
I’intérét de ce travail. Nous avons montré que la PUpE est corrélée positivement a la masse
racinaire dans les deux conditions du P. Les deux génotypes les plus efficients sont ceux qui
ont la masse de racines la plus élevée. D’autres travaux ont souligné I’importance de la taille
du systéme racinaire et la relation entre 1’efficience d’acquisition et le ratio « root : shoot », par
exemple chez le café (Neto ef al, 2016), le blé (De Souza Campos et al., 2019), ou ’orge
(Gahoonia and Nielsen, 2004). Plusieurs auteurs ont souligné qu’un systéme racinaire large et
profond permet a la plante d’explorer un plus large volume du sol et d’acquérir plus de P (Liu
et al., 2004; Samadder ef al., 2018). Les principaux déterminants de la masse racinaire dans ce
travail ont été le diamétre apical du pivot (Dmax) et la profondeur de celui-ci (Depth), quel que
soit le niveau de P disponible. En accord avec ces résultats I’augmentation relative de la PUE
en LP comparé a HP, a été associée au diametre apical (Dmax), soit que les génotypes aient eu
un pivot de gros diametre, soit que le diametre n’ait pas trop diminué avec la contrainte en P.
Cependant le lien entre volume, profondeur et efficience n’est pas universel et il est discuté. Il
a été souligné par Wang et al. (2010) que chez le Soja, les génotypes modernes ont des systémes
racinaires superficiels et des PUpE élevées, les rendant efficients vis-a-vis du P majoritairement
disponible en surface, tandis que les génotypes sauvages, a systéme racinaire plus profond, ont
une PUpE plus faible. Chez Lactuca, dans les conditions de cette étude, les résultats s’opposent
a ceux sur le soja : ce sont les génotypes sauvages a forte croissance du pivot qui sont les plus
efficients.

La PUtE a augmenté chez tous les génotypes en LP. Cette augmentation a été associée a la
capacité génotypique a augmenter la fraction des racines dans la masse totale en LP comparé a
HP. Cela suggere que les génotypes ayant une faible plasticité en termes de fraction racinaire
auront une faible augmentation de leur PUtE, ce qui limite finalement leur PUE et leur
croissance par unité de phosphore acquis. La dimension originale de ce résultat obtenue en
comparant 14 génotypes a été soulignée, méme si d’autres auteurs ont discuté les questions de

I’intérét d’allouer du carbone vers les racines en cas de déficit en P.
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Le troisiéme objectif de la thése visait a évaluer la capacité d’un modele d’architecture
racinaire simple a rendre compte de la variabilité¢ génotypique et de la disponibilité en P. Le jeu
de données issue de I’expérimentation en tunnel nous a permis de paramétrer le modele
d’architecture racinaire « ArchiSimple ». Ce mod¢le ne contient pas de formalismes permettant
de simuler I’effet de I’environnement sur les processus de développement du systéme racinaire.
Les traits racinaires mesurés ont servi comme parameétres d’entrée du modéle. Ce sont ces
paramétres qui intégrent implicitement les conditions du milieu influengant 1’architecture
racinaire. L’enjeu était alors de vérifier si un petit nombre de parameétres pouvaient rendre
compte de ’adaptation du systéme racinaire a la contrainte en P, et lesquels, sur un panel de
génotypes. Ce travail de calibration a consisté a utiliser les observations des masses racinaires
et a les comparer aux simulations. Cette démarche a été 1’occasion d’un dialogue intéressant
entre expérimentation et modélisation pour identifier les parametres a représenter. En effet il
est apparu que rendre compte de maniére non biaisée de ’effet du P sur la masse totale du
systéme racinaire nécessitait de modifier des paramétres n’ayant pas été regardés en premicre
approche lors de I’expérimentation, en particulier ceux illustrant 1’effet du P sur la croissance
des racines latérales. Accéder a I’information sur la vitesse d’élongation et la durée
d’allongement des racines latérales est impossible sans un dispositif d’observation dynamique
du systéme racinaire (Lecompte et al., 2001), puisque la longueur finale des racines dépend des
deux variables. C’est la raison pour laquelle, dans 1’expérimentation, le parametre Elong n’a
ét¢ mesuré que sur les pivots, dont on pouvait estimer avec une relative certitude qu’ils
s’allongeaient encore au moment de I’échantillonnage. La vitesse d’allongement rapportée au
diamétre pouvait donc étre calculée sur ces pivots en divisant la longueur par un temps et par
un diameétre, en faisant ’hypothése implicite d’une vitesse de croissance constante entre
I’émission de la racine et la mesure de sa longueur. Mais cette démarche n’est pas applicable
aux racines fines, dont on ne pouvait préjuger au moment de I’observation si elles avaient cessé
de croitre ou pas, et depuis combien de temps. L’analyse a posteriori des relations diametres-
longueurs sur ces racines latérales a permis de montrer leur adaptation a faible P disponible, et
de faire I’hypothése d’une vitesse d’élongation ou d’une durée de croissance accrue. La prise
en compte d’un effet P sur les parametres Elong et Growthdur dans le scenario de simulation
S4 a permis de supprimer le biais constaté de surestimation de la masse en HP et de sous-
estimation en LP, lorsque les valeurs initialement mesurées des traits avaient €té employés.

Le modéle a pu rendre compte de maniere partielle de la variabilité génétique, avec un
gain de prédiction obtenu en considérant les parametres génotypiques individuels plutot qu’une

valeur moyenne pour I’ensemble des génotypes. Cependant I’erreur de prédiction reste

136



importante pour certains génotypes, sans que 1’analyse des valeurs des parametres et une
premicre approche d’analyse de sensibilité puisse expliquer ces écarts. Ainsi la modulation de
quelques paramétres dans le modele Archisimple permet de représenter a la fois une partie de
la variabilité génétique et de la plasticité phénotypique, sans néanmoins pouvoir simuler
finement les spécificités architecturales de certaines variétés. Il aurait pu étre tenté dans le cadre
de ce travail de simuler une efficience d’acquisition du P en considérant le P appliqué et en
calculant le P contenu dans les racines a partir des biomasses simulées et des teneurs en P, mais
I’incertitude sur les masses aurait probablement généré une erreur importante par rapport aux
PUpE effectivement mesurées.

A Dissue de ce travail, on peut en conclusion considérer que les objectifs ont été
partiellement atteints, et que de nouvelles informations ont été acquises sur le développement
aérien et racinaire dans le genre Lactuca, la réponse a la disponibilité en P, et la variabilité
génétique de I’efficience d’acquisition du P.

I1. Perspectives
I1.1. Perspectives scientifiques

Ce travail de theése s’est restreint a une approche descriptive des génotypes, sans
chercher a caractériser les mécanismes physiologiques sous-jacents aux processus de croissance
et d’adaptation a la contrainte en P. De nombreux travaux ont €t€¢ menés pour déterminer les
mécanismes physiologiques responsables de la modification de 1’architecture racinaire en
réponse au P. Ils ont montré que la variation de la disponibilité du P altere la production, la
sensibilité et le transport des sucres et des hormones, en particulier I’auxine, 1’éthyléne et les
cytokinines (Liao et al., 2001; Nacry et al., 2005; Chiou and Lin, 2011; Hammond and White,
2011; Niu et al., 2013). Chez le Lupin, la formation des racines protéoides en faible P est
contrélée par au moins deux systemes de régulation médiés par des signaux de sucres (Zhou et
al., 2008). Chez Arabidopsis, 1’augmentation de la densité de ramification en réponse a une
limitation en P est associée a une augmentation de la teneur en sucres (Péret ef al., 2011). Chez
Arabidopsis, le développement des racines latérales et l'arrét des divisions cellulaires dans les
apex en cas de privation en P résultent de la modification du transport et/ou de la sensibilité a
I’auxine (Lopez-Bucio et al., 2002). Chez le haricot, I’angle des racines basales peut étre
modulé par la sensibilité des racines basales a 1'éthyléne stimulée en faible P (Niu et al., 2013).

La variabilité génétique constatée dans cette étude pourrait étre explorée davantage en
analysant les contenus métaboliques et la signalisation hormonale résultant de la perception du

milieu. De méme, les mécanismes physiologiques activés pour s’adapter a un déficit en P
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pourraient faire I’objet de démarches d’analyse phénotypique. Les plantes secrétent également
des enzymes telles que les phosphatases acides et les phytases pour hydrolyser les formes
organiques de P. La sécrétion intracellulaire de ces enzymes joue un rdle important dans la
remobilisation du P (Vance et al., 2003; Balemi and Negisho, 2012). De plus, Les plantes
libérent des acides organiques dans la rhizosphére pour solubiliser les formes de P difficilement
disponible (Yan et al., 2004).

Des travaux en génétique ont identifi¢é une série de geénes et de régulateurs
transcriptionnels qui interviennent dans la modification de 1'architecture des racines en réponse
a une faible disponibilité en P chez diverses espéces (Ramaekers et al., 2010; Hammond and
White, 2011; Péret et al., 2011; Niu et al., 2013). Chez le haricot, deux QTL majeurs ont été
identifiés et représentaient 19-61 % de la variation phénotypique totale des traits racinaires des
racines adventices dans des conditions de faible P (Ochoa et al., 2006). Chez le mais, une
analyse QTL a permis de détecter une région chromosomique ou deux QTL codent pour la
PUE, trois pour la PUpE et trois pour I’architecture racinaire. La sélection assistée par marqueur
a identifié neuf lignées issues de rétrocroisements qui ont montré des augmentations moyennes
de 22 % a 26 % de PUE en cas de faible P reposant principalement sur des changements dans
la morphologie des racines dans des conditions hydroponiques et en sol (Gu et al., 2016).

D’autres études ont mis en évidence I’importance de nombreux génes impliqués dans la
réponse a la privation en P (PSR), particulierement les génes AVP1, PHO1 et OsPHT1 qui ont
été¢ étudiés chez le riz et Arabidopsis (Heuer et al., 2017). Ces génes codent pour des protéines
impliquées dans le transport du P. Il a été suggéré que I’introduction de ces génes dans les
plantes pourrait améliorer la PUE quand le P est limitant (Gamuyao et al., 2012; Heuer et al.,
2017). Chez la laitue, Kerbiriou, (2014) a identifi¢ des QTL responsables de I’efficience
d’acquisition de 1’azote, mais aucune information semble étre disponible a propos du P.

L’identification de QTL impliqués dans I’efficience renvoie a la diversité génétique
utilisée pour quantifier les variations. Dans ce travail, I’observation d’especes sauvages de
Lactuca a permis d’illustrer une diversité génétique aérienne et racinaire plus importante que
celle observée chez les L. sativa cultivées. C’est un constat général pour de nombreux caracteres
d’intérét agronomiques, et justifie le croisement avec des especes sauvages dans les
programmes de sélection variétale. Parmi les génotypes sauvages étudiés, deux ont été identifiés
comme les plus efficients en P, ce qui illustre ’importance de 1’exploration des ressources
génétiques sauvages pour identifier les génotypes capables de se développer dans des milieux
moins favorables que ceux qui sont exploités dans 1’agriculture occidentale contemporaine.

Nous avons observé une variabilité génétique comparable dans les essais en tunnel et en serre
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chez les 14 génotypes communs aux deux essais. L’ajout de 36 génotypes supplémentaires en
serre n’a pas permis d’obtenir davantage de variabilité phénotypique, par exemple en termes de
teneur en P. Cependant, on ne peut en conclure que 1’exploration de davantage de diversité,
notamment au sein des especes sauvages apparentées, ne permettrait pas d’identifier une
gamme encore plus large d’architecture, de réponse au P, et d’efficience.

Le choix des dispositifs expérimentaux construits lors de ce travail s’est basé sur
I’expérience de I’équipe scientifique d’accueil, en particulier dans sa focalisation sur les traits
importants pour explorer la variabilité¢ génétique des traits racinaires. L’acces a ces traits est
relativement facile a partir de prélévements destructifs, mais il a été¢ souligné plus haut que
certains aspects dynamiques d’adaptation des racines a leur environnement pouvaient étre
occultés. Il convient donc de souligner la complémentarité possible de ce type d’approche avec
des démarches ayant davantage recours a des enregistrements d’images séquentielles dans le
temps, ou des techniques d’imagerie 3D. D’autre part, les images de scans de racines obtenues,
malgré leur définition, n’ont pas permis de mesurer la longueur et la densité des poils absorbants
dont on sait qu’ils ont souvent été associés a la capacité d’acquisition de P (Ma et al., 2001;
Haling et al., 2013). Si ’approche utilisée dans ce travail ne questionne pas I’acces au calcul
d’efficience d’acquisition et d’utilisation du P, la caractérisation incompléte du systéme
fonctionnel d’acquisition a pu occulter I’importance de certains traits dans cette efficience.

Enfin, les résultats ont été obtenus dans un substrat qui n’est pas structuré en horizon et
ou la répartition du P dans le volume n’a pas été évaluée. Afin de généraliser les résultats
obtenus, il conviendrait de diversifier les environnements d’étude, en particulier dans des sols
cultivés, dans lesquels 1’acquisition des variables mesurées ici est beaucoup plus difficile.

I1.2. Perspectives agronomiques

La variabilité d’efficience vis-a-vis du P mise en évidence dans cette étude questionne
sur la pertinence agronomique de sa valorisation. On peut utiliser les valeurs obtenues pour
étudier les économies possibles en fertilisants phosphatés en conditions de production agricole.
Pour cela, on considérera des laitues de 400 g de matiere fraiche (24 tonnes de matiere fraiche
par hectare avec une densité de 140000 plantes/ha). Sur cette base de biomasse et en considérant
les extrémes des valeurs mesurées (en tunnel) et estimées (en serre) de PUE, en condition non
limitante de P, les quantités a appliquer varieraient de 10 a 150 kg P/ha pour I’ensemble des
génotypes et de 15 a 150 kg P/ha pour les seules variétés cultivées. De maniere plus théorique,
car en cas de limitation en P les niveaux de rendements utilisés pour le calcul ne seraient pas
atteints, les PUE mesurées a faible P conduiraient a un apport de 5 a 50 kg P/ha pour I’ensemble
des génotypes, et de 8 a 30 kg P/ha pour les variétés cultivées. Ces écarts de besoins d’un facteur

139



variable suivant les conditions mais toujours supérieur a 5 montrent que 1’utilisation de variétés
efficientes pourrait permettre des économies trés significatives de fertilisants. Comme chez
d’autres familles végétales, chez Lactuca I’ efficience vis-a-vis du P a probablement un contrdle
polygénique et du fait de compromis a trouver avec d’autres caracteres, seule une partie de
I’efficience des génotypes sauvage pourrait étre transmise aux variétés cultivées modernes.
D’autre part ces valeurs, obtenues dans un substrat inerte ou le sol ne fournit pas de P, devraient
étre vérifiées dans un sol agricole ou la phase solide réapprovisionne en permanence la solution.
Néanmoins, on peut noter que les outils agronomiques modernes de réflexion de la fertilisation
en P basés sur les extractions chimiques permettent des économies en P comparables a celles
estimées ici en utilisant des génotypes efficients. C’est donc bien par la combinaison de
techniques évaluant la biodisponibilité dans le sol et I’utilisation de variétés efficientes que des
¢économies importantes de phosphore, ressource miniére limitée et polluante a I’échelle des
écosystemes, pourront tre réalisées.

D’autres approches complémentaires sont possibles. Des études suggérent 1'utilisation
d'autres formes chimiques de P, moins susceptibles d'étre adsorbées sur les particules du sol ou
de former des complexes insolubles afin de minimiser la rétention du P sur la phase solide du
sol. Récemment, une nouvelle technologie a ét¢ développée en se basant sur l'ingénierie
métabolique permettant aux plantes de métaboliser le phosphite (Phi ; une forme réduite de P)
(Heuer ef al., 2017). La majorité des organismes vivants ne sont pas capables d’utiliser le
phosphite. Néanmoins, quelques bactéries qui possédent le géne ptxD sont capables de
transformer le phosphite en phosphate. Ce géne a été transféré dans des plantes qui sont
devenues aptes a assimiler le phosphite (Lopez-Arredondo ef al., 2014). Et bien entendu,
I’intensification écologique des agrosystémes cultivés apportera une partie de la réponse. En
particulier, & mesure que les apports de fertilisants seront restreints, les plantes mobiliseront
davantage les interactions symbiotiques avec les mycorhizes, dont on sait qu’elles sont
actuellement d’efficacité limité du fait de leur colit en carbone important pour la plante quand
la biodisponibilité en P est forte, en conséquence d’un exces de fertilisation (Richardson and

Simpson, 2011).

L’utilisation des variétés efficientes doit donc étre accompagnée par une baisse de la
fertilisation phosphatée, par I’utilisation de produits qui sont capables de modifier I’interaction

entre la phase solide et liquide et de favoriser I’interaction entre plante et micro-organismes.
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Low phosphorus (P) bioavailability in the soil and concerns over global P reserves
have emphasized the need to cultivate plants that acquire and use P efficiently.
Root architecture adaptation to low P can be variable depending on species or
even genotypes. To assess the genetic variability of root architectural traits and their
responses to low P in the Lactuca genus, we examined fourteen genotypes including
wild species, ancient and commercial lettuce cultivars at low (LP, 0.1 mmol. L=7)
and high P (HP, 1 mmol. L~"). Plants were grown in cylindrical pots adapted for the
excavation and observation of root systems, with an inert substrate. We identified
substantial genetic variation in all the investigated root traits, as well as an effect of
P availability on these traits, except on the diameter of thinner roots. At low P, the main
responses were a decrease in taproot diameter, an increase in taproot dominance over
its laterals and an increase in the inter-branch distance. Although the genotype x P
treatment effect was limited to root depth, we identified a tradeoff between the capacity
to maintain a thick taproot at low P and the dominance of the taproot over its laterals.
Regardless of the P level, the phosphorus-use-efficiency (PUE) varied among lettuce
genotypes and was significantly correlated with total root biomass regardless of the P
level. As taproot depth and maximum apical diameter were the principal determinants
of total root biomass, the relative increase in PUE at low P was observed in genotypes
that showed the thickest apical diameters and/or those whose maximal apical diameter
was not severely decreased at low P availability. This pre-eminence of the taproot in the
adaptation of Lactuca genotypes to low P contrasts with other species which rely more
on lateral roots to adapt to P stress.

Keywords: Lactuca, phosphorus, Root architectural traits, phosphorus-use-efficiency, maximum apical diameter,
root biomass, genotypes variations
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INTRODUCTION

Phosphorus (P) is an important plant macronutrient and a
component in various molecules such as ATP, nucleic acid,
phospholipids and phosphoproteins. Phosphorus also plays an
important role in an array of processes, including photosynthesis,
energy generation, enzyme activation and inactivation (Vance
et al., 2003). Plants absorb P through their roots mainly as
orthophosphate ions H,PO4~ and HPO42~, which can be tightly
adsorbed into soil particles, form insoluble complexes with
cations, and have poor mobility in the soil solution (Shen et al,,
2011). As a consequence, P availability can be limited, which leads
to the use of high amounts of mineral P fertilizers by farmers to
overcome this limitation and sustain high crop yields. However,
P fertilizer recovery is usually low, and an excess of P application
following runoff or erosion can foster environmental damage
such as water eutrophication (Shen et al., 2011; Sattari et al.,
2016). Moreover, P fertilizers mostly derived from phosphate
rocks and P is considered a non-renewable resource whose global
reserve may be depleted in the future (Cordell et al., 2009).
A more careful exploitation of P is required and one strategy is to
increase P efficiency and recovery using plants, including varieties
that are able to produce high yields with low P availability (Singh
Gahoonia and Nielsen, 2004; Hammond et al., 2009; van de Wiel
et al., 2016). Lettuce, Lactuca sativa L., is an important leafy
vegetable, that is primarily consumed fresh in salads. As a cash
crop that requires intensive labor at planting and harvest, lettuce
is mostly cultivated in conventional systems that maximize yield
and quality by supplying abundant water and nutrients, including
P (Gallardo et al., 1996; Hoque et al., 2010; Kerbiriou et al.,
2013). Phosphorus-use-efficiency (PUE) is generally defined as
the amount of biomass or yield per unit of applied P (g dry mass/g
applied P). PUE can be separated into the product of uptake
efficiency (PUpE) (g P/g applied P) and utilization efficiency
(PUtE) (g dry mass/g P). PUpE is based on the ratio pf P uptake
in plants to the amount of P applied, and PUE represents the
production of plant biomass per unit P accumulated in the plant
(Gourley et al., 1994).

The intensity of plant responses to low P availability varies
among and within species (Abdolzadeh et al., 2010; Balemi, 2010;
Rose and Wissuwa, 2012). Intraspecific variations of PUE and
its components have been observed in many species such as rice
(Vejchasarn et al., 2016), wheat (Bilal et al., 2018), barley (Wang
etal., 2015), maize (Parentoni and De Souza Junior, 2008), potato
(Wacker-Fester et al., 2019) and the common bean (da Silva
et al., 2014). A common pattern is an increase in PUE and its
components (PUpE and PUE) under P deficiency, which is made
possible by several adaptive mechanisms. Plants can adapt to low
P via several physiological mechanisms, and higher exudation of
organic acids and enzymes, such as phosphatases and phytases, is
commonly observed to facilitate the solubilization of P complexes
and organic P in the rhizosphere (Balemi and Negisho, 2012;
Minemba et al., 2019).

Plants can also improve P uptake through symbiotic
associations with mycorrhizal fungi, whose hyphae increase
the soil volume that can be explored (Campos et al., 2018).
Plants may also improve P utilization by recycling internal P,

remobilizing P from mature to young developing organs and
reprioritizing metabolic P utilization in plants (Veneklaas et al.,
2012; Irfan et al., 2020).

In response to low P, plants also adapt their function, such
as carbon assimilation and allocation. A common feature is the
increase in the root/shoot ratio under P deficiency and then an
increased allocation of carbohydrates to the root system (Zhou
et al., 2016; De Souza Campos et al., 2019). For example, tomato
plants are able to recapture the carbon lost from root exudates,
such as citrate and malate, to increase the translocation of carbon
to shoots (Tiziani et al., 2020).

Plants with larger root systems have access to a greater soil
volume and may recover more P (Lynch and Brown, 2008).
Increased P acquisition can also be achieved by altering root
morphology and architecture. The root system architecture, as
the length, direction and spatial distribution of roots, is highly
plastic and varies according to the genotype and environmental
conditions (Lynch and Brown, 2008).

In many soils, P tends to be more available in the topsoil;
therefore, in cases of P deficiency plants prefer a shallow root
system that grows outward rather than downward. This “topsoil
foraging” strategy is well observed in common bean (Ramaekers
et al., 2010). The architectural traits associated with this topsoil
exploration are the growth angle of basal roots, the dispersion of
basal root lateral branching and the production of adventitious
roots (Bonser et al., 1996; Lynch, 2007; Niu et al., 2013).
Another widespread adaptation to low P is the modification
of root hair length and density (Gahoonia and Nielsen, 1998;
Brown et al., 2012).

In Arabidopsis, low P availability induced a highly branched
root system with reduced primary root growth (Lopez-Bucio
etal., 2003). In lentils, P deficiency caused a significant increase in
total root length and lateral root number (Sarker and Karmoker,
2009). However, such responses are not universal and the
lateral root density has been shown to decrease under low P
availability in several plant species such as rice (Vejchasarn
et al., 2016) and the common bean (Borch et al., 1999). Such
apparent discrepancies among root trait responses to low P
could be explained by the phenotyping method, the intensity
of P stress and other environmental conditions and/or the
genetic material used.

Global, cumulative, or average root traits, such as total root
length, root number, or average diameter, are not well suited
to study the developmental path by which a plant adapts
to nutrient deficiency. In addition, complex variables, such
as specific root length, which aggregates information on the
length, diameter, and density of a root, are also parameters
not easy to interpret. Traits directly related to developmental
processes should preferably be registered. If contrasting root
architectural responses can be observed between different genera,
less information is available regarding intraspecific or intragenus
variability. In lettuce, although data on PUE are available (Buso
and Bliss, 1988; Neocleous and Savvas, 2019), information
on genetic variability is scarce, and to our knowledge, no
information has been published regarding the plasticity of lettuce
root system architecture in response to P nutrition and its impact
on P acquisition.

Frontiers in Plant Science | www.frontiersin.org

May 2021 | Volume 12 | Article 658321


https://www.frontiersin.org/journals/plant-science
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/plant-science#articles

Beroueg et al.

Phosphorus Use Efficiency in Lactuca

This study aimed to characterize the intragenus variability
of root system adaptation to variable P availability in Lactuca.
We examined a panel of 14 Lactuca genotypes belonging to
old and modern cultivars as well as wild-associated species.
Traits reflecting the developmental process of the root system,
including root elongation, root diameter and branching density,
were observed. Six root traits were considered, and Pages and
Kervella (2018) indicated that they summarize the essential root
architecture traits connected to the exploration and exploitation
capacities of the root system.

The specific aims of this work were to (1) assess the genetic
variability of root trait architecture under low- and high-P
conditions, (2) investigate the range of plasticity of each trait and
(3) evaluate their contribution to the PUE and its components.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material

Fourteen Lactuca genotypes were selected to represent diverse
geographic origins and aerial phenotypes, which will likely
present variability in the root system architecture. Wild species
and ancient and modern genotypes of different lettuce types were
selected (Table 1).

Experimental Design

The experiment was carried out under a plastic tunnel at
the national research institute for agriculture, food and the
environment (INRAE) in Avignon, France, from October to
November 2018. Seeds were sown in a rock wool cell placed in a
growth chamber at 20/17°C day/night and 85% relative humidity.
Ten days after seeding, uniform plantlets were transplanted in
the tunnel into cylindrical PVC tubes (1 m in height and 10 cm
diameter) in a grid that allowed drainage at the bottom. The
substrate was a P-inert 1:1(V/V) mixture of vermiculite and river
sand. A total of 84 tubes, each containing one plant, were set

TABLE 1 | Species, type, genotype name and origin of the lettuce
used in this study.

No. species Type Name of cultivar Origin

1 L. serriola Wild LS367 Public domain

2 L. saligna Wild CR17 Public domain

3 L. sativa Wid P1251245 Public domain

4 L. sativa Butterhead Nenufar Seed company (Vilmorin)

5 L. sativa Butterhead Bourguignonne Public domain

6 L.sativa Loose-leaf Kilervi Seed company (Rijk Zwaan)
7 L. sativa Loose-leaf Feuille de chéne blonde Public domain

8 L. sativa Romaine Blonde lente @ monter  Public domain

9 L. sativa Butterhead Green Mignonette Public domain

10 L. sativa Crisphead De Pierre Bénite Public domain

11 L. sativa Crisphead Ferega Seed company (Enza Zaden)
12 L. sativa Butterhead Joviale Seed company (Gautier)

13 L. sativa Romaine Socca Seed company (Gautier)

14 L. sativa Stem lettuce Red Orient Public domain

up, thus corresponding to three biological replications for each
variety and two P treatments.

Water and fertilizers were supplied using a drip system
controlled by a programmer. The substrate water content was
controlled using soil moisture sensors (EC-5 Decagon, three per
block placed in randomly selected tubes) and maintained close to
field capacity throughout the experiment.

During the first week, all the plants were fertirrigated with a
nutrient solution at a low P concentration (0.1 mmol. L™1 of P
supplied with KH,PO4 7). After 1 week, the P-treatments started
with half of the tubes supplied with a low P nutrient solution (LP,
0.1 mmol. L=! of KH,PO, ™) and the other half with a high P
nutrient solution (HP, 1 mmol. L~ of KH,PO4 ™).

In LP, KNO3, NH4NOj3, and KH,PO4 concentrations of
10.9 mmol. L™1, 0.1 mmol. L™! and 0.1 mmol. L™! were applied,
respectively, and in the HP treatment, KNO3;, NH4NO3 and
KH, PO, concentrations of 10 mmol. L=, 1 mmol. L1, and
1 mmol. L™! were applied, respectively. The slight increase in the
NH4 " concentration under HP should not have affected plant
development and only had a marginal impact on solution Ec;
NO;~-N was not limiting at a concentration of 11 mmol.L~! in
both treatments (Lecompte et al., 2013), and the NO3~/NH, "
ratio of 110 and 11 in the LP and HP treatments, respectively, was
well above the levels at which the plant might show sensitivity to
NH4™ as a source of N. Other macronutrients were kept constant
in the two nutrients solutions, i.e., 3.5 Mg?>*; 3.25 Ca?* and
2.5 SO4%~ (in mmol. L™1), and micronutrients were also kept
constant, i.e., 0.5B,0.02 Cu**, 8.2 Fe**, 0.5 Mn**, 0.01 MoO4*~
and 0.1 Zn?>* (in pmol. L™1).

Plants were grown for 3 weeks with these different nutrient
solutions. All the plants, regardless of the genotype and P
treatment, received the same amount of water required to
maintain substrate water content during growth. Thus, total
P supply was the product of P concentration in the nutrient
solutions by the amount of irrigation water, and at harvest, the
plants had received 43 mg and 4.3 mg of P in the HP and LP
treatments, respectively.

Root Extraction

At the end of the third week after the onset of P treatments,
the taproot had almost reached the bottom of the tube and the
plants were harvested. Each plant was carefully removed, first
by submerging the tube in water-filled containers and then by
gently tapping the tube, which was held at a 45° angle. The roots
were separated from the substrate by washing above a sieve to
prevent fine root loss. The nature of the substrate made it possible
to separate the root system without causing damage. The aerial
part of the plants was separated from the root systems and then
weighed. Root and shoot sub-samples were dried in an oven at
75°C during 72 h to calculate their dry mass.

Root Sampling and Scanning

Lettuce and wild-associated species have a root system organized
around a taproot that grows downward. At harvest, older lateral
roots may reach similar diameters and lengths to those of
the taproot. Two regions of the root system were sampled to
assess the different root traits (Figure 1): the lower part of the
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Distal zone

FIGURE 1 | Images of scanned root systems illustrating the sampling zones and the positions of measurements carried out inside the root architecture.

Basal zone

taproot in the distal zone and the basal zone, which provides
information on fine roots. Fine roots are lateral roots of the
highest branching order (usually 4th). Individual root samples of
each plant were collected (total: 168 root samples) and scanned at
3,200 dpi (EPSON V750) in transparent mode. Scanned images
were analyzed later with Image] software' to measure the root
architectural traits.

Root Trait Measurements

At harvest, taproot depth (depth) was measured directly on the
root using a ruler. This trait represents the maximum length
reached by the taproot. The other root traits were measured on
the images of the scanned samples using the measuring tools
provided by the Image] software. Interbranch distance (ibd) was
calculated as the average of forty-five measurements along the
taproot in the distal zone starting from the first distal lateral
root (Figure 1). The minimal diameter (dmin) was calculated as
the average of thirty measurements performed on higher order
lateral roots in the basal zone. The diameter is known to vary
along the root axis (Wu et al., 2016). The maximal apical diameter
(dmax) was computed as the 90th quantile in a distribution of
diameters along the taproot in the distal zone. One value per
plant was calculated.

The slope of the linear regression of lateral root diameters
by their mother root (taproot) diameter (DIDm) was calculated
for each plant based on forty-five measurements of diameters
made of the mother root in the distal zone and its daughter
roots, which are the first-order lateral roots. The line was forced

Uhttp://rsbweb.nih.gov/ij/

to pass through the point of coordinates (dmin, dmin). A low
DIDm reveals a high dominance of the taproot on the first-order
laterals. Elongation activity (elong) provides information on the
actual depth reached by a root of a given diameter during the
experiment, and it is calculated for each plant as the ratio of depth
by dmax and by the number of days since transplantation. Traits
were calculated for each plant in the two treatments. Means for
each genotype in the two P treatments were used to compute a
relative response for assessing the phenotypical plasticity of the
different traits:

Rtrait(%) = 100*[(trait value under LP) —

(trait value under HP) / (trait value under HP)].

P Content and Efficiency

Dried plant tissues were ground into fine powder to measure the
P concentration in the shoots and roots with a portable X-ray
fluorescence spectrometer (XRFE, S1 TITAN, Bruker Germany).
This analyzer determines elemental concentrations by measuring
the secondary fluorescent X-ray emitted by the collection upon
excitation (Reidinger et al., 2012). XRF analysis calibrations were
performed by comparison using the inductively coupled plasma-
mass spectrometry (ICLPMS) method as a reference (Jenner et al.,
1990). This calibration was carried out during a preliminary test
and conducted on 25 collections in total, i.e., 15 leaf samples and
10 root collections. Although the correlation between the XRF
and ICP measurements was satisfactory (p < 0.001, R? = 0.93),
the slope differed from 1. Therefore, a correction of the XRF
dosage was uniformly applied to the whole data set presented here
according to the linear adjustment.
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PUE and its components were defined as:

PUpE = P absorbed (mg) / P applied (mg).
PUtE = total dry mass (mg) / P absorbed (mg).

PUE was calculated as PUpE x PUtE (mg total dry
mass/mg P applied).

Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using R software’. Two-
way analyses of variance (ANOVA) were performed to analyze
the effects of the genotype (G), P level and their interactions (G
x P) on the root traits. Means for each genotype were compared
with Tukey’s test. The coeflicient of variation (CV) is provided
to describe the genetic variability for each trait in the LP and
HP treatments. To provide additional information about the
impacts of the treatments for each genotype, values in the HP and
LP treatments were compared with a Wilcoxon-Mann-Whitney
non-parametric test at a significance threshold of p = 0.01 because
of the limited number of biological replicates.

To summarize the information regarding the response to
low P and evaluate the association between traits, a principal
component analysis (PCA) was performed, with the relative
traits as variables. Correlations among the different variables
were obtained by the r Pearson correlation coeflicient. A second
group of PCAs was performed to link root traits to PUE and its
components under HP and LP.

RESULTS

Genetic Variation of the Response of
Traits to P Availability

Two-way ANOVAs was carried out for each trait, and revealed
an effect of genotype and P treatment on all the traits except
dmin, which was not affected by P stress. Moreover, the genotype
x P treatment interaction were not significant except for depth
(Figure 2A). The results of Wilcoxon tests for the P effect
on each individual genotype are given in Figure 2. Taproot
depth at the time of excavation varied between 72 and 98 cm
under HP (CV = 9.04%) and 58 and 100 cm under LP
(CV = 16%). Depth was reduced by 8% on average under LP
compared to HP; however, a strong genotype x P interaction
was observed. Genotypes G9 (old butterhead cultivar), G11
(modern crisphead cultivar) and G12 (old crisphead cultivar)
showed the strongest reduction in depth under LP (—28%,
—15%, —25% respectively), while for the other genotypes,
the root depth was more moderately reduced (G4, G5, G6,
G7,G8) or did not change significantly (G1, G2, G3, G10, G13,
G14) (Figure 2A).

Dmax ranged between 0.83 and 1.15 mm under HP (CV
10.77%) and between 0.66 and 1.01 mm under LP (CV 12.28%)
(Figure 2B). Stem lettuce (G14) and wild L. sativa (G3) produced
the thickest taproots, while genotypes G2 (L. saligna) and
G9 (old butterhead cultivar) had the thinnest taproots. Dmax

Zhttps://www.R-project.org/

was reduced by 13% on average under LP compared to HP,
although the Wilcoxon test for P treatment was not significant
for the four genotypes.

For elong, regardless of the P treatment, the wild genotypes G1
and G2 showed the highest elongation potential and genotypes
G12 and G13 showed the lowest elongation potential (Figure 2C).
Elong increased slightly under LP by 5% compared to HP
(p = 0.04), with the same range of variability among genotypes
(CV of 14% under LP and 13% under HP).

Dmin was the trait that showed the least variation between
genotypes (CV of 4.21% in HP and 3.69% in LP). Only two
genotypes, G11 and G13, showed a significant increase or
decrease in dmin under LP, respectively (Figure 2D).

DIDm was reduced under LP by 45% on average, indicating
a stronger dominance of the taproot under LP (Figure 2E). The
decrease in dmax was lower than that of DIDm, which also
indicates that for most of the genotypes, the diameter of first-
order lateral roots showed a strong decrease. Genotypic variation
in DIDm was approximately twice as high under LP as under HP
(27.44% vs 14.90%).

Ibd ranged from 3.85 to 7.55 mm under LP (CV 35%), and
from 3 to 5.41 mm under HP (CV 23.47%) (Figure 2F). Genotype
G2 (L. serriola) showed a higher ibd than the other genotypes.
Ibd increased by 23% on average under LP compared to HP,
although this increase was significant in only 9 genotypes out
of the 14 studied.

Relationship Between Root Architecture

Traits in Response to Low P

The two principal components (PCs) extracted by the PCA
accounted for 76.8% of the variance (Figure 3), and the
third component accounted for 11% and is not shown.
Relative taproot depth (Rdepth) was strongly associated
with component 1, while relative taproot dominance
(Rdldm) and relative minimum diameter (Rdmin) were
associated with component 2. Relative taproot elongation
activity (Relong), Relative maximum diameter (dmax) and
Relative inter-branch distance (Ribd) were associated with
both components.

Correlations among relative responses of root traits to low
P are given in Supplementary Table 1. Relong was positively
correlated with Rdepth (r = 0.91, p < 0.001) (Supplementary
Table 1), which is due to the calculation method of elong as the
ratio of depth/(dmax™*time).

A positive correlation was also observed between Rdmax and
Rdepth (r = 0.57, p < 0.01). Dmax and depth were correlated
under LP (r = 0.52, Supplementary Figure 1) but not under
HP (r = 0.19). Genotypes that showed the highest reduction
in dmax at low P availability also showed strong reductions
on their depth.

Depth and ibd were positively correlated in the HP group
(r = 035, p < 0.05) but not in the LP group (r = —0.03).
The PCA plot showed that Rdepth and Ribd were opposite
in both component 1 and component 2 (Figure 3) and
thus were negatively correlated (r = —0.52, p < 0.01,
Supplementary Table 1).
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This finding indicates that in response to low P, some
genotypes maintained the depth of their main roots and did not
greatly increase the distance between their lateral roots (G1, G3,
G13, G14) while others (e.g., G10, G12) tended to decrease the
elongation of their main roots while at the same time increasing
the distance between lateral roots (Supplementary Figure 1A).
We also observed a negative correlation between the relative
DIDm (RDIDm) and Rdmax (r = —0.56, p < 0.05): the genotypes

for which dmax responded weakly to low P, such as G4, G10,
G13, and G14, showed a strong decrease in DIDm, and vice versa
(Supplementary Figure 1B).

Root Traits Associated With PUE

The PUE value ranged from 16.27 gDM/gP to 69.92 gDM/gP
under HP and 61.24 gDM/gP to 455.04 gDM/gP under LP
(Supplementary Table 2). In both treatments, genotypes G3
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(wild L. sativa) (455.03 gDM/gP and 68.83 gDM/gP under LP
and HP, respectively) and G14 (stem lettuce) (454.26 gDM/gP
and 69.92 gDM/gP under LP and HP, respectively) were the
most efficient. To assess which traits were the most important
determinants of PUE, a PCA was conducted on both treatments.
Three components accounted for 82% of the variability in both
cases (Figure 4). Similar to the LP treatment, PUE was very
strongly associated with root dry mass along the first component
in the HP treatment (Figure 4). This finding was confirmed by
very high coeflicients of correlation between the two variables:
r = 093, p < 0.001 under HP and r = 098, p < 0.001
under LP. PUpE was also strongly associated with PUE, while
PUE was only correlated with PUE under LP. Two root traits,
depth and dmax, were also associated with PUE, PUpE and
root dry mass along the first component. In contrast, traits
describing taproot dominance (DIDm), branching density (ibd)
or thin root diameters (dmin) were not associated with PUE in
either treatment.

The relative increase in PUE under LP compared to HP
(RPUE) showed large variations between genotypes and ranged
from 222% (G2, L. saligna) to 747% (G13, a modern Romaine
lettuce), and RPUE was linearly associated with dmax under LP

(Figure 5). Indeed, the highest values of RPUE were observed in
genotypes with very large taproots (G3, G14), or in genotypes
for which the decrease in dmax under LP was limited (G13).
Accordingly, the lowest RPUE values were observed in genotypes
with thin taproots and/or genotypes for which dmax was strongly
reduced under LP (G2, G7, and G9) (Figure 5). This result
emphasizes the importance of the maintenance of thick roots in
Lactuca genotypes at low P availability to sustain root biomass
and increase PUE.

DISCUSSION

The response of root system architectures to P deficiency
may show differences beyond general tendencies and manifest
variation between genera and species, or even within species.
In this study, we investigated common patterns and specificities
among a range of genotypes of Lactuca to identify the
main architectural traits related to phosphorus-use-efficiency.
Although the number of genotypes examined was limited to
fourteen, this collection was sufficient to show substantial genetic
variability for each trait and made it possible to estimate the range
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of responses to low P availability for each of these traits. The
results emphasize the role of thick roots in the root system in such
an adaptation and the increase in PUE at low P.

Genetic Variation of the Root

Architecture Traits in Lactuca
Six root traits were investigated: depth, dmax, elong, dmin,
DIDm and ibd. These traits form useful descriptors of the root
system architecture and its variability and they can summarize
the developmental processes (e.g., elongation and branching) as
well as the developmental characteristics (e.g., distribution of the
root diameters) of roots, as previously shown in other studies that
focus on intra- and interspecific root diversity (Pages, 2014; Pages
and Picon-Cochard, 2014; Bui et al., 2015; Moreau et al., 2017;
Salinier et al., 2019). These variables can also be used in modeling
approaches such as the one proposed in the Archisimple model,
which was elaborated by (Pages et al., 2014).

Significant genetic variations were observed for all the
different traits, and the magnitude of variations differed across
the root traits. The genetic variability of depth and elong,

which are correlated by construction, was not very important,
although wild genotypes (G1, G2, and G3) to show a slightly
greater depth and taproot elongation activity than the other
L. sativa genotypes.

In a range of 45 species of dicots, Pages (2014) observed a 4
to 5-fold variation of dmax ranging between 0.29 and 1.30 mm,
and dmin ranging between 0.063 and 0.33 mm, depending on
the species. According to Li et al. (2018), the average diameter in
lettuce was approximately 0.5 mm. In our study, we characterized
the variation in diameter by Dmax and Dmin. The values
observed at high P availability, which ranged from 0.86 mm
to 1.15 mm for dmax and 0.2 mm to 0.24 mm for dmin, fell
within these limits. For dmax, the stem lettuce (G14) and the wild
L. sativa (G3) produced thick taproots. For Dmin, low genetic
variability was observed and the thinnest lateral roots occurred
for either the wild, old or modern genotypes.

The values of ibd reported in this work are within the range
of values observed for 60 species, including some belonging to
the Asteraceae family (Pages and Kervella, 2018). In another
study on lettuce, the interbranch distance varied between
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2.5 mm and 4 mm in L. sativa and L. serriola (Jackson, 1995),
which corresponded to the values observed here. There was
no significant difference among genotypes for ibd except for
L. saligna (G2), which showed the highest ibd, i.e., the lowest
branching density.

Describing taproot dominance defines the rate of diameter
transition from the mother root to its laterals. A low value of
DIDm denotes a high dominance of the taproot on first-order
lateral roots. The values reported in this work correspond to those
observed in the study of Pages and Kervella (2018). The ancient
romaine cultivar (G8) showed a low value of DIDm, i.e., a high
dominance of the taproot.

Overall, a systematic pattern that could hierarchize the
genotypes according to their varietal type or origin (ancient
or modern) was not observed. However, wild genotypes
sometimes showed some particularities, such as in depth,
elong, dmax, and ibd.

Effect of P Treatment on Root

Architectural Traits
The analysis of the response of roots revealed a significant effect
of P availability on all traits except dmin. General trends in

response to P deficiency can be deducted from the absence of
significant G x P interaction, except for depth.

P stress reduced the taproot depth, but the extent of
reduction varied among genotypes (ranging from —11 to —55%).
Butterhead cultivars (G4, G5, 9, and G12) showed the most
pronounced reductions. In contrast, the root depths of wild
species (G1, G2, and G3) were not significantly affected by low
P. Whether or not this reveals a trend for wild species in natural
soils to adapt to a large range of P availability requires further
investigation. In a large collection of mungbean genotypes (153
genotypes), Reddy et al. (2020a) showed an increase in primary
root length under low P. Sarker and Karmoker (2009) showed the
same result in lentils and observed that increased root meristem
volume was associated with an increase in root length under
P-deficient conditions.

In this study, low P availability resulted in a reduction in dmax
but did not affect dmin, indicating a reduction in the diameter
range within the root system, and a shift toward lower diameters.
Similarly, P deficiency decreased the average root diameter in
beans (Beebe et al., 2006) and in oat (Zebrowska et al., 2017).
Many papers have shown an increase in specific root length
(SRL, the root length per unit mass) under P deficiency (Zhu
and Lynch, 2004; Lynch and Brown, 2008), and it was associated
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with a decrease in root diameter (Lambers et al., 2006). However,
contradictory observations were made on Arabidopsis thaliana L.
(Heynh) where larger root diameters measured in the third apical
segment were observed under low P (Ma et al., 2001).

Phenotypic plasticity was more pronounced for the traits
relative to that of the branching pattern and dominance of the
taproot, and ibd and DIDm were the most affected variables.
DIDm was the most sensitive trait in response to P shortage
and decreased by 45% in LP as compared to HP. Since dmax
was reduced by only 13% on average, the lateral root diameters
were more strongly affected than the taproot diameters. Lateral
roots play an important role in P acquisition by increasing soil
exploration and exploitation. As previously stated, the effects of P
on the proliferation and growth of lateral roots seem to depend
on the species (Borch et al., 1999; Mollier and Pellerin, 1999;
Williamson et al., 2001; Lépez-Bucio et al., 2002; Reymond et al.,
2006). To our knowledge, no information has been previously
published about the effect of P stress on lateral root density in
lettuce. Here we measured an increase in ibd in lettuce under
LP, i.e.,, a decrease in lateral root density. Similar results were
observed in rice (Vejchasarn et al., 2016) and common bean
(Borch et al., 1999).

In a previous study, we showed that the P deficiency imposed
in this experimental set-up limited maximum photosynthesis
and leaf area and thus the availability of carbon (C) for
growth. Accordingly, the root biomass under LP was reduced
in comparison to that under HP. The construction of fewer
and thinner lateral roots, as observed in this study in response
to low P, requires lower C. Since the growth and diameter of
the taproot are less affected, it can be hypothesized that the
reduction in C demand of the lateral root system allows the
allocation of more of the remaining carbohydrates to the taproot.
These results suggest that under P deficiency, lettuce genotypes
maintain the extension of the taproot as much as possible to
the detriment of the lateral root system. This adaptation was
observed in a more or less pronounced way in all the genotypes
studied. However, despite the absence of the genotype x P
interaction, in the overall analysis of variance, we observed some
genetic variability.

We observed a correlation between RDIDm and Rdmax
(Supplementary Figure 1B), which indicates a trade-off between
the maintenance of a thick taproot and taproot dominance in
response to low P. Some genotypes maintained a thick taproot
associated with increased taproot dominance, while for other
genotypes, reductions in diameter were more homogeneous
across root orders. Samadder et al. (2018) showed in soybean that
the increase in the taproot length and taproot diameter leads to an
expansion of the root absorptive surface and soil volume explored
by the roots in soybean. As a result, plants can uptake more P.

A negative correlation was observed between the relative
responses of ibd and depth (Figure 3 and Supplementary
Table 1). This simultaneous evolution of depth and branching
density at low P, which showed strong reductions for some
genotypes and limited changes for others, is not a trade-oft
describing compensatory phenomena because some genotypes
had structurally weakened root systems in terms of both
elongation and branching. In particular, butterhead cultivars

G9 and G12 either showed noticeably reduced root depth
or increased ibd.

A range of other tradeoffs were observed among root
functional traits across species (Ma et al., 2001; Walk et al,
2006; Wen et al, 2019; Honvault et al., 2020). According to
Wen et al. (2019), root diameter is a good predictor of the root
functional trait variation among species when P is limited. They
showed that species with thinner roots relied on more branched
lateral roots and higher specific root length to exploit more P
in the soil. However, species with thicker roots were dependent
on symbiotic mycorrhizal fungi for increasing P acquisition.
In our study, the root diameter and lateral root density were
investigated in the Lactuca genus under LP and HP; however,
significant correlation were not observed between DIDm and
ibd at either P level. This finding suggests that root system
adaptations to low P vary depending on the species or families.
Differences in root strategies are more important when several
species are represented.

Root Traits Contribute to the PUE

We observed that PUE was determined to a greater extent
by PUpE than by PUtE, whether under LP or HP. PUE was
highly correlated with root biomass under both LP and HP.
The wild L. sativa genotype (G3 cv. PI251245) and the stem
lettuce genotype (G14 cv. red orient) in particular showed a much
higher root biomass and PUE compared to other genotypes. We
explored the determinants of root biomass and their relationship
with PUE at the two P levels. The two depth and dmax traits
were most significantly correlated with root biomass and PUE,
regardless of the P availability. PUE varied significantly among
lettuce genotypes and showed important phenotypic plasticity
in response to low P. The intensity of responses varied among
genotypes, but we could not observe a pattern according to the
origin or the type of the genotypes.

We identified that this relative variation in PUE under LP
was primarily associated to dmax. Interestingly, a strong increase
in PUE was observable in the genotypes that had the thickest
taproots when P was not limiting as well as in the genotypes that
showed the smallest decrease in dmax under low P, such as G10
and G13. Since the breeding effort should focus on genotypes
that are efficient at low P availability, it might be interesting to
study the genetic background that allows the maintenance of
dmax under P stress.

These results are coherent with other works in which
P-efficient genotypes exhibited large root systems in terms of
root weight and length, which allowing these plants to explore
a larger soil volume to acquire more P (Liu et al., 2004; Samadder
et al., 2018). Additionally, Reddy et al. (2020b) showed that the
root dry weight explained most of the variation of the PUE in
mungbean and could be used as a pertinent indicator to breed
P-efficient genotype.

However, PUE has been also related to other root architectural
traits, such as lateral root density and lateral hair length and
density. Since, the topsoil is often rich in P, the increase
in root density in the upper part is an advantage for PUE
(Zhu and Lynch, 2004; Hammond et al., 2009; van de Wiel
et al, 2016). In addition, P-efficient genotypes in common
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bean were characterized by both denser and longer root hairs
(Yan et al., 2004).

Because the root traits associated with increased PUE might
depend on P distribution in the soil, the findings presented in
this study should be extended to a wider context, such as to soils
where horizontal extension of the roots would be less constrained
while vertical root growth would be more restricted. However, the
experimental setup presented in this study could reasonably be
representative of a range of coarse-texture media and was suitable
to explore the genetic diversity and identify traits associated with
improved P efficiency.

CONCLUSION

The present study showed that significant genotypic variations
occurred in the root architectural traits in Lactuca, and they
varied across root traits. DIDm and ibd had the highest
genetic variation. Root trait plasticity was observed in response
to low P availability, but there was no significant genotype
x P interaction for most traits. Wild species had specific
responses, particularly in terms of taproot depth and inter-
branch distance. Overall, the lettuce genotypes showed increased
primary root growth to the detriment of the branching
process in response to low P. PUE was associated with root
biomass under both P conditions. The maintenance of a
large taproot diameter under low P appears to be the most
pertinent trait for determining the relative increase in PUE
in Lactuca. These results highlight the specific adaptations
of the Lactuca genus under low P and provide information
about the relevant traits to be conserved when selecting
P-efficient varieties.
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