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Résumé/Abstract

Résumé

Les écosystémes prairiaux sont un des principaux écosystémes terrestres permettant de
limiter le réchauffement climatique grace a leur forte capacité a séquestrer le carbone. Les flux
de séve ascendant et descendant jouent un role primordial dans ce processus en amenant 1’eau
nécessaire a la réalisation de la photosynthése puis en transportant les produits carbonés vers
les puits de carbone. Dans le cas des prairies, cette séquestration a principalement lieu dans le
sol sous forme de mati¢res organiques issues de I’accumulation et de la décomposition de la
biomasse racinaire. Les racines, qui permettent d’absorber I’eau du sol et de répondre a la
demande transpiratoire, ont donc un réle primordial dans ce processus de séquestration. Dans
le contexte actuel de changement climatique, une meilleure compréhension de ces mécanismes
de transport est indispensable pour s’assurer que ces €cosystémes puissent continuer a jouer
leur réle.

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une méthode non destructive, non
invasive et non ionisante qui permet notamment 1’étude des noyaux d’hydrogéne de 1’eau
permettant ainsi la caractérisation de 1’état hydrique des plantes. Grace a la diversité des
parametres mesurables comme les temps de relaxation longitudinale et transversale ou le
coefficient de diffusion, la distribution de 1’eau ou encore sa mobilité peuvent étre caractérisées
selon les différentes populations d’eau présentes dans les tissus biologiques. Par ailleurs, la
RMN n’est pas limitée par I’opacité des milieux. Ainsi, elle peut étre employée pour étudier les
organes souterrains des plantes. Toutefois, la majorité des dispositifs RMN de laboratoire ne
permet pas de réaliser ces mesures dans I’environnement naturel des plantes, i.e., in situ.

Mon travail de theése a donc été de démontrer la faisabilité et I’intérét de I’IRM portable,
a bas champ magnétique, pour caractériser I’état hydrique des racines de plantes prairiales. Pour
cela, des rhizotrons contenant des monocultures d’herbacées ont été étudiés en conditions
environnementales contrdlées. Il a ainsi ét¢ démontré que I’IRM portable permet (i) d’estimer
la quantit¢ d’eau dans les racines, (i1) de révéler un rythme nycthéméral du signal RMN
provenant des racines en lien avec la transpiration, (iii) de mettre en évidence les effets d’un
stress hydrique intense sur ce signal et (iv) de suivre la réhydratation d’une plante apres

application d’un stress hydrique.

Mots-clés : Bas champ magnétique, écophysiologie, herbacées, IRM portable, prairies, profils,

racines, rhizotron, T



Résumé/Abstract

Abstract

Grassland ecosystems are one of the most important terrestrial ecosystems for mitigating
global warming because of their strong capacity to sequester carbon. The upward and
downward flow of sap play a key role in this process by bringing water necessary for
photosynthesis and then transporting the carbon products to the carbon sinks. In the case of
grasslands, this sequestration takes place mainly in the soil organic matter originated from
accumulation and decomposition of root biomass. The roots, which allow to absorb water from
the soil, thus answering the transpiration demand, have a primordial role in this sequestration
process. In the current context of climate change, a better understanding of these transport
mechanisms is essential to ensure that these ecosystems can continue to play their role.

Nuclear magnetic resonance (NMR) is a non-destructive, non-invasive and non-ionizing
method that allows the study of the hydrogen nuclei of water, thus allowing the characterization
of the water status of plants. Thanks to the diversity of measurable parameters such as
longitudinal and transverse relaxation times or the diffusion coefficient, the distribution of
water or its mobility can be characterized according to the different water populations present
in biological tissues. Moreover, NMR is not limited by the opacity of the media. Thus, it can
be used to study the underground organs of plants. However, the majority of laboratory NMR
devices do not allow to perform these measurements in the natural environment of plants, i.e.,
in situ.

My thesis work was therefore to demonstrate the feasibility and the interest of portable
MRI to characterize the water status of grassland plant roots. For this purpose, rhizotrons
containing monocultures of herbaceous species were studied under controlled environmental
conditions. It was demonstrated that portable MRI allows to (i) estimate the amount of water in
roots, (ii) reveal a nychthemeral rhythm of the root NMR signal in relation with transpiration,
(i11) show the effects of intense water stress on this signal and (iv) follow the rehydration of a

plant after a hydric stress.

Keywords: Ecophysiology, grasslands, herbaceous species, low magnetic field, portable MRI,

profiles, rhizotron, roots, T>



Sommaire

Sommaire
REMERCIEMENTS ..tteetteeeteeesuteeesteeeseseeasaeasaseeasssessseeassesaassasansssassssansesessseesnssssssasssssesssssssesasssessnseeesnnes 2
RESUME ...ttt ettt ettt ettt s ettt e e sttt e e s bt e e e s aabt e e e e a bt e e e sabeeeesaabaee e s abaeessaabeeeseanbaeesenabeeesenareeas 4
23y 1Yot SRR 5
SOMMAIRE .ttt eutteesuteeetteesiteesteeesuteessesenseeesasaeessseesaseeensaeesaseeensseesssesanseessssessnsesenssessnsessnsseesssessnssessssessns 6
LISTE DES FIGURES ET TABLEAUX ... uvvteruveeeteeessresssueeessseesssesssssessssesensesssnsesssssessnsesssssessssessssseesssessnssesssseesssees 8
ABREVIATIONS ET ACRONYMES. ....uveeeuvreesureesseeessseesseeasssesssesassssesssesassesessessnsssesssessssesesssessssesasssessssesesnses 11
INTRODUCTION euvvteeteesuteeesureessseeessseessseessssessssesenssessssesssssesssessnssessssessssseesssessnssessnsesssssessssesssnessssessnns 13
CHAPITRE | ETAT DE L/ART.eeeeeieieteeee ettt sttt ettt etesesesessssssssas s s st es s esssesssesssssssesesesesssessssasananas 15
L., CONTEXTE tveeeiureesuteesiteeesuseesaseeessseessaeesaseeassaeeassaesssasasssessnsssasssesnsssessseesnsesansssesnsesesssesssessnssssssenanes 15
L O 2 oY =3 o] | 1 L | RS 15
1.1.2. Définition et impacts du réchauffement climatique sur les écosystemes...............ccceeu..... 17
1.1.3. Régulation du changement climatique par la séquestration de carbone............................ 19
[.2. L'EAU DANS LES PLANTES ... .eeeitveesureeeueeesusesssesessseessesssssessnsesessessssesessseesnsesessesssnsesssssessnsessssessssessnns 23
1.2.1. Notion de potentiel NYAIiQUE .............cecceeeeeeecuiiieesiieescee et sste e et a e s sta e e e steaeessees 23
1.2.2. Transport de I'equ dans G PIANTE .............coocueeeeeeceeieeeeceee et e e e saea e 24
1.2.3. Absorption de I'eQu Par 1€ FACINES............ccccvueieeeciiieeeiiieeeeciteeeesteeeeste e e ssieaeestaaeessees 27
1.2.4. Principaux déterminants des flux d’eau et de I'absorption racinaire ................cccccouvveunn... 31
1.2.5. Stratégies d’UtiliSAtion e I"€QU ...............eeeeeceeeeeeeeeeeeeeeee ettt e et a e etaa e e 35
1.2.6. Principales méthodes permettant I’étude des racines du point de vue de l'eau.................. 39
[.3. LA RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE ..cceeiuvtieeiriiieeentieeesnitteesstteeessseeeessseeeesssnseeessasseeessassaeessanes 52
L B I o Lo [ -3 52
1.3.2. MEcaniSMes de relaXALION ............ccueevueeesieiesiieeiieesiieeeiee ettt ettt ettt e siee s e e 54
1.3.3. Principales SEQUENCES 0@ MESUIE...............cceeccuveeeeeeieeeeiciieeeeeeeeeeesiesaeesisesaeesissaessssnaeeasens 56
LR I 11V 1\l o g (| ] =2 UPUP 61
[.4. OBJECTIFS DE LA THESE ..etutteiiuteenureestteesreestteenuteesbeeesuseesuseesnsseesasesessseesseesnsseessessssseesnseessseessseesnns 87
CHAPITRE [l. MATERIELS ET IMIETHODES .....vvvteeeiiteeesiitteeessirteeessiseeeesnssseeesssseeesssseeesssseesssnsseessssnseeessnsens 89
[L. 2. IMIATERIEL VEGETAL 1. uvtteiuteeeiteesireeetteesubeessteeesuteesuseeesuseesaseessseesusasesssessseesnsseesseesssseesnseessnseesssessns 89
1. 1.0, ESPECES CUILIVEES.....coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeetteaeettea e ettt s e e et s e e s s e e e sasesaeeassesaeassenaeassssnaeesasens 89
11.1.2. Modéle de rhizotron et chambre cliMQtiQUe .............ccccueeeeecueeeeeiieeeeccieeeecieeeeciea e 90
[1.2. CAPTEURS POUR ETUDIER LES PLANTES ..euuveteutteenureesreeesureesteeenuseesseeessseessseessseeesaseeesssessssessssessssessns 93
07 I L 1Y 93
1.2.2. HUMUGTEE QU SO ...ttt ettt ettt e s e et te e s ssasesseeenaes 93
1. 2.3. PSYCRIOIMBTIES ... etee et tte e ettt e e et s e e s a e e et s e eaassaaeeaasssaeassssaeensssnaeenasses 94
B 0 oY o 1 T3 1 = 95
[1.3. MESURES DES TRAITS MORPHOLOGIQUES ...eeeuvveeureerieeenureesseeenireessseeessseesssessssseesssesesseesssessssessssessnns 96
T B e 11 R o) Lo 1 =X OSSR 96
11.3.2. TEQUES FACINQUIES ...ttt ettt ettt e e ettt e e e e e e ssnneeeas 96
[1.4. TRAITEMENTS DES DONNEES ....eeeuveeetteerureesteeeniteesteeessseesseesnssessssasessseesssessnssessssesssssesssessssessssassnns 97
1.4.1. DECAIAGE AES PIrOffilS........oeeenneeeeeeeeeeeeeeeee et e ettt e et e e e tte e e et a e e e s s e e e srasaeesassnaeesarees 97
H.4.2. ANGIYSE 0S Tttt ettt ste ettt e ste e st e s e s bt s e sabaeebsaesatessastsessessases 97
11.4.3. ANQIYSES SEALISTIQUES.........eveeeeeeeeeeeiieeeee e ettt e e e e e e ettt ee e e e e e e ssstaseaasaeessssssssseaaaaeesassnes 100

CHAPITRE Ill. PREUVE DE CONCEPT DE LA FAISABILITE DE L'IRM PORTABLE POUR L'ETUDE DES SYSTEMES RACINAIRES



Sommaire

CHAPITRE V. EXPLORATION PAR IRM PORTABLE DE LA STRUCTURE-FONCTION POUR L'UTILISATION DE L’EAU PAR LES

RACINES 1 uuveeeutteesuteeeteeessseeaasseessseeansasasnsesassssaasseesnsesassseessssessssesnsesassssesnsesanssessnsesessssssnsesansenssnsesesnees 118
CHAPITRE V. CARACTERISATION PAR IRM PORTABLE DES RACINES DE PLANTES PRAIRIALES SOUMISES A UN STRESS
2 20] 0 LU S 147
V.1, INTRODUCTION ..vvteureeeuteeesuteesseeasseeessesessseesssesasssaassesasssasssesansssesssessnsssasssessnsesesssessnsesessesssnseennns 147
V.2, MATERIELS ET IMIETHODES ...vettieuttteeeeiteeeeniteeessteeeesaseeeesauseeeesaseeeessssseessnseseesssssneessnseneessaseeessanee 149
V.2.1. Plantes et conditions enviroNNe@mMeENtAIES.................eeeeeeeeeeiiiveeeeeeeeeieiiiirireeeeeessiisseesaaaen, 149
V.2.2. Traits et mesures ECOPNYSIOIOGIQUES ...........oceecueeeeeeiiireeieieeeeseieeeeecteeeesiseseeessesaessseeas 150
V.2.3. MESUIES RIVIN ..., 151
V.3 RESULTATS tiiutteeeeietteeeseutteeeseuteeeesesteeeessaseaeesaaseeeesanseeeesansaaeesssseeessssaeessseneesanseneessnseeeessnssenesnnnes 152
V.3.1. CRAMBIE CIMALIQUE ...ttt e ettt e et ee e et a e et s e e st eaaessseaaeanseeas 152
V.3.2. Traits fOliQires €t FACINGIIES ..........ccccueeeeesiiieeeiiiieeeeiieeeesiite e e stee e s ettesessssesesssssesessssseees 153
V.3.3. Profils RMN
V.3.4. Evolution temporelle des signaux RMN et écophysiologiqUes .............c.ccoeeeeeeeeeveenncen. 157
V.3.5. Evolution de I"amplitude et des T, selon les conditions hydriQUEs ..................c.ccceevvveenc.. 159
V.4, DISCUSSION ..ttt eutteereteeauresessseessesesseeessseesasseesssesaseessssessnsesesssesasseessssessnsesesssessnsesssssessssesssssessnsesenns 160
V.4.1. Impact d’un stress hydrique sévére sur la répartition de I’eau dans les racines............... 160
V.4.2. Impact d’un stress hydrique sévére sur la fonction des racines .............ccccveeecvvveeecunenn.. 163
V.4.3. Effet de la réhydratation SUr R. QCELOSA .............ceeeecueeeeeicieeeeesieeeeiiieeeesiveeeessseaaesssenas 164
V.5, CONCLUSION euteeeiureeeteeestteesteeeaseeessasessseesssasansseasssasasssesssesansesasssessnsssenssessnsssesssessnsessnssessnsenanes 165
CHAPITRE VI. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES ...vveeeuveeesureesvesesseeesssesesseeesssesenseesssessssesessenssssessnnnes 167
AINNEXES .1eeeuvteeuveeesueeesueeessesessseesseeesseessnsessasseesssesenseessssessnsesesssessssesessseesnsesenseesansessssseesnsesssseessssessnns 176
ANNEXE 1. MATERIELS SUPPLEMENTAIRES ARTICLE « CIRCADIAN VARIATION OF ROOT WATER STATUS IN THREE
HERBACEOUS SPECIES ASSESSED BY PORTABLE NIMIR B ...ttt ettt e e etae e s e evaea e 176
ANNEXE 2. MATERIELS SUPPLEMENTAIRES ARTICLE « ROOT STRUCTURE-FUNCTION RELATIONSHIPS IN WATER USE FOR
SEVERAL HERBACEOUS SPECIES REVEALED BY PORTABLE NIMIR ... nanennnannnnne 178
ANNEXE 3. MATERIELS SUPPLEMENTAIRES CHAPITRE 5....uviiiiiieiiie et e steeseieesteeesttessveeeseaeeseesssneeesnnneenns 186
ANNEXE 4. VERIFICATION DE L’EFFET DE LA TEMPERATURE SUR LE T2uuvteeiicuiieeeiiieeeeiiieeessirneesssneneesssnsneeesnns 190

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ....ciiiitttttieieeeeieetttaeseeesesesssasesesesseesssssassssessesesssannsssesesesssnnnsesesssessssnnnns 191



Liste des figures et tableaux

Liste des figures et tableaux

Liste des figures

Figure 1. Distribution des prairies, en vert, dans les régions tempérées et tropicales du globe (Buisson et al., 2022).
Les lettres en noir et en bleu correspondent aux prairies représentées sur des photographies présentes dans
l’article de BUiSSON €t QI (2022) ......cccuveeueeeiiesieeeieesieeeit e stee et e st e sttt esteeesa e sttt asassasssseassessassassseassassssesssseassses 16
Figure 2. Evolution de la concentration moyenne des principaux gaz a effet de serre (CO; en vert, CHs en orange
et N20 en rouge) depuis la période préindustrielle. La concentration en CO: est exprimée en ppm (partie par
millions) tandis que les concentrations en CH4 et en N20 sont exprimées en ppb (partie par milliards). (Pachauri

U Ty 2015). oo e e e e see e e et e et et e et e et ee st s et et et ee e eee e tee s e e 17
Figure 3. Evolution de la température moyenne & la surface du globe (noir) et de la température de I'air & la
surface du sol (gris) depuis la moitié du XIX¢ siécle (Shukla et al., 2019). ..........cccoueecereceeesireeieeiieesieesireeee e 18

Figure 4. Stock de carbone (GT C) dans la végétation (vert) et dans les sols jusqu’a un métre de profondeur (jaune)
des principaux biomes terrestres (figure adaptée de Watson et al., 2000). Foréts temp. = foréts tempérées, Foréts
trop. = foréts tropicales et FOréts bor. = fOréts DOrEQIES. ............c.uueeecuveeeeiieeeiiieeeecieeeeeieeeesieeeseseaessinaaeaieeeas 20
Figure 5. Schéma représentant les principaux flux de carbone entre les biomes terrestres et I'atmosphére dans le
cas du cycle rapide du carbone (schéma adapté de https://www.energy.gov/science/doe-explainsthe-carbon-
cycle, derniére consultation 1€ 04/01/2023). ......ccueeceeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeseeeseseseeeesesesseeessesessssssssssssssessesssssesssesens 21
Figure 6. Schéma représentant le transport de I'eau dans la plante. Sous I'impulsion de la transpiration, I'eau est
acheminée des racines jusqu'aux feuilles par le xyleme. Une fois la photosynthese effectuée, les sucres

nouvellement formés sont redistribués aux puits de carbone par le phloéme (G. Pagés & C. Doussan,). ............. 23
Figure 7. Flux d'eau a travers le continuum sol-plante-atmosphére. Déplacement du potentiel hydrique le plus
élevé (sol) vers le potentiel hydrique le plus faible (atmosphére) (Lobet et al., 2014) .........ccueeeeeeevveeieeeireeirnnnns 24

Figure 8. En haut, schéma représentant l'organisation des principaux tissus composant le limbe d'une feuille de
dicotylédone (Nabors 2008) et en bas, coupe anatomique d’une feuille de monocotylédone
(https://webapps.fundp.ac.be/umdb/histoplantvasc/mode_atlas/img106.htm,  derniere  consultation le

(O L0 ) USSR 25
Figure 9. Représentation schématique longitudinale d'une racine (Nabors, 2008) .............cccccvveeeevcrveeecviveaeannn, 27
Figure 10. Représentation schématique transversale d'une racine et de la circulation de I'eau et des nutriments
dans la racine (figure adaptée de NABDOIS, 2008) ..........ccueecueeeieeeiiieiieeiieeiieeseeesessstaeessesesseessasesssasssesssssasaresens 28

Figure 11. En haut, schéma simplifié des caractéristiques anatomiques des racines de trois groupes de plante (Lys
(Lilies) ; Monocotylédones (Grasses) ; Dicotylédones (Forbs)) dont le diamétre de la stéle (cercle vert), I'épaisseur
du cortex (ligne en tiret bleue) et les vaisseaux (cercles rouges) (Zhou et al., 2021). En bas, pour chaque groupe
de plante, une coupe anatomique des racines de premier ordre (a, c et e) et de troisieme ordre (b, d et f) pour
chaque groupe de plante avec C, cortex ; En, endoderme ; Ep, épiderme ; Pc, cellules de passage ; Sp, phloéme
secondaire et Sx, xyleme secondaire (Zhou et Ql., 2022)............coouueeeeeeueeeeeiieeesieeeestieeeeeteeeesaaa e e sireaaeesreaeesases 29
Figure 12. Exemples d'architectures racinaires chez une dicotylédone (Arabidopsis) et deux monocotylédones (Riz
(rice) et Mais (maize)) selon le stade de développement de la plante. Les différents types de racines sont indiqués
par les fleches blanches. PR, racine primaire; SR, racines séminales ; LR, racines latérales ; CR, « crown roots »,
BR, « brace roots » (G. ViaNa €t Ql., 2022). ..........cooeeeeveeeeeeeeeeiiiieeieeeeeeesiiseeeeeeesessisseesseesessissseesesssessissssseesseenanians 30
Figure 13. Schéma illustrant les trois voies pour le transport de I'eau et des minéraux de l'extérieur de la racine
vers le xyléme. (a) la voie apoplasmique, (b) la voie symplasmique et (c) la voie transcellulaire. Les voies (b) et (c)
sont souvent nommées ensemble comme étant la voie de cellule a cellule ou protoplasmique (Steudle, 2001). 31
Figure 14. Représentation schématique des stratégies mises en place par les plantes pour faire face a un stress
AYAEIQUE (VOIQITE, 2018).......eoeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e et e ettt e e ettt e e e ettt s e et e e et s e e aasaaeeaatsasessssaeeasssaaeanssasenasses 35
Figure 15. Variations au cours d’une journée de la transpiration (T) et du flux de seve mesuré dans les branches
(SFC), dans le tronc (SFS) et dans une racine (SFR) de Quercus robur en (a) octobre, (b) novembre, (c et d) avril, (e)
aodt et (f) septembre (Ziegler et al., 2009). .......cc..eeeeeeeeieeeeeeeeee et eesee e e et e e e et e e e e e e e et e e raaaaaeanaaan 41
Figure 16. Spectres NIRS obtenus entre 1100 et 2500 nm pour différentes teneurs en eau de racines de Dactylis
GIOMEIALA (ArNGQUIL, 2021). ..ooooeeeeeeeeeeeeeee ettt e et e e et e e ettt e e e sttt a e ettt e e st e e e e tsaaeesastaaeaassaaeassananansseeenanees 43



Liste des figures et tableaux

Figure 17. Variations de la teneur en eau au cours du temps dues a Iabsorption racinaire par des lupins ayant A,
un systéme racinaire pivotant et B, un systéme racinaire fasciculé (Garrigues et al., 2006). ..............ccceevvveeere.n. 44
Figure 18. Suivi longitudinal par tomographie du systéme racinaire d'un lupin apres injection d'eau deutérée dans
le bas de I'échantillon. Visualisation de la montée du front d'eau (bleu) poussée par I'eau deutérée (Tétzke et al.,
2017). oottt ettt ettt ettt sttt r ettt ettt ettt st ener s ener s s e 45
Figure 19. Evolution de la teneur en eau dans un rhizotron contenant un lupin avec un systéme racinaire pivotant.
L’absorption racinaire est visible par une diminution de la teneur en eau moyenne au cours du temps (Doussan et

oI 00 I 47
Figure 20. Simulation de la variation de la teneur en eau du sol (a) et de la densité de flux d’eau dans les racines
(b) sur la base des résultats de I'imagerie par rayons X de la Figure 19 (Doussan et al., 2006). ...............c.c...... 48

Figure 21. Visualisation des structures internes d’une racine de patate douce sur deux coupes (B, C et D, E) grdce
a des cartes Tz (temps de relaxation transversale). Sur la sous-figure C, observation du xyléme (X, fleche rouge),
du phloéme (Ph, fleche bleue), du parenchyme (Pa) et du cambium (Ca, fleche blanche) (Metzner et al., 2014).49

Figure 22. Evolution des temps de relaxation selon le temps de corrélation Te. Wo = 27T fo. c.cevevevvererereeererrerannn, 55
Figure 23. Décroissances obtenues avec une séquence CP (a) et une séquence CPMG (b). L'erreur cumulative
visible sur la premiére décroissance disparait sur la seconde (Meiboom and Gill, 1958) ...........cccooveeevvuveeecivenanns 58

Figure 24. Observation de I'image RMN d'une tige avec visualisation du xyleme en hypersignal (a). Propagateur
moyen mesuré dans la tige d'un peuplier (b) et des distributions associées a I’eau stationnaire (c, bleu) et
circulante (c, rouge) (Windt @t Ql., 2011). .........oeeeueeeiriieieeesieeeeee et eeteeesttaeetta e st e e e tea s s teeseseasstaesaseasateassseassssasaseaens 60
Figure 25. Visualisation de différents dispositifs a bas champ magnétique mentionnés dans le tableau précédent.
De la gauche vers la droite : le NMR CUFF (Windt et al., 2011), le dispositif utilisé par Kimura et al. (2011), le Tree

Hugger (Jones et al., 2012) et le dispositif utilisé par Nagata et al. (2016). .........ccoueeeveeeeeeseeeiiresieeiesesveeisenans 85
Figure 26. Visualisation a gauche du Profile NMR-MOUSE et a droite du schéma décrivant la composition du
dispOSitif (RALA €t Ql., 2006). .......ccc..uveeeeeeeeeeeeee et e ettt eeee e e ettt e e e ettt e e sttt a e e tseaaeastsaeeesseaaeattaaaeatseseesasaaaenaseean 87

Figure 27. Schéma de I'obtention du profil d'un échantillon grdce a la présence d'un ascenseur de précision qui
permet de déplacer I'aimant ainsi que I'antenne RF, et donc le volume sensible au sein de I'échantillon. Une
antenne de gradient de champ magnétique permet de réaliser des mesures de flux dans I’échantillon. ............ 87
Figure 28. Visualisation de I'organisation du rhizotron. 1. Plaque transparente, 2. Toile, 3. Contenant. Le
compartiment « racines » est situé entre la plaque transparente et la toile (entre 1 et 2) et le compartiment « sol »

dans I'eSPACE rESTANT (ENTIE 2 €1 3).....ccveeeeeeeesieeeeeeeesteeeete ettt e ete e tteeette et tta e e st e e st eeasessateasasessasaesasassassasasesesssanareseas 90
Figure 29. Etapes de la mise en place d'une plante entiére dans un rhizotron, exemple de R. acetosa. .............. 91
Figure 30. Exemple de plantes une fois positionnées dans les rhizotrons : 1) R. acetosa, 2) D. glomerata, 3) F.
arundinacea, 4) T. repens €t 5) P. [ANCEOIALA. ...........ccccueeeeeceeeeeeeeeeeeeceeeeeeee e eete e e ettt e e ettt e e e staaaeestseseesssaaesasanan 92
Figure 31. Photographies du capteur EC-5

(https://www.hoskin.qc.ca/catalog/index.php?main_page=product_info&cPath=1_61_156&products_id=306,

derniére consultation le 09/01/2023) et de celui-ci inséré dans le sol (photographie prise au moment du
prélevement des racines @ 1a fin des @XPEIiENCES). ......c..cccuveeeeeeiiieeieeiiieeeeeseeeeees e e steesaaeeasesteeeasesrssearssenses 94
Figure 32. Photographies du psychrométre PSY1 positionné sur une feuille de T. repens a gauche et de la chambre
du psychrométre avec visualisation des thermocouples C et S (fleches blanches) a droite (adaptée de
https://ictinternational.com/products/psy1/psyl-stem-psychrometer/, derniére consultation le 09/01/2023). 95
Figure 33. Exemple d'images microscopiques de stomates (x16) de R. acetosa (face abaxiale) a gauche et de D.
glomerata (face abaxiale) a droite. Les fleches blanches pointent vers des stomates. .............cccceeeevveeeccvveeennen. 96
Figure 34. Etapes de I'analyse NNLS. A. Décroissance transversale compléte. B. Décroissance filtrée. C. Ajustement
NNLS (rouge) superposé a la décroissance filtrée (vert). D. Distribution des T> obtenus a la suite de I'analyse NNLS.

Figure 35. Evolution temporelle de la concentration en CO: (A), de I’lhumidité relative de I'air (B), de la température
de l'air (C) et du rayonnement photosynthétiquement actif (D) dans la chambre climatique durant les
expérimentations sur D. glomerata en jaune, M. sativa en rose et R. acetosa en vert. L’alternance des rectangles

blancs et gris représente le cycle jour/nuit dont la photopériode est de 14 heUres. ...........ccccvvevvvvecveeesvveeveennn, 153
Figure 36. Proportion cumulée de volume racinaire par classe de diamétre des racines (mm) présentes dans la
fenétre de mesure RMIN de D. glomerata (jaune), R. acetosa (vert) et M. sativa (roSe) ...........cccceveeeecvveeecnnen.. 155

Figure 37. Profils acquis sur D. glomerata, R. acetosa et M. sativa en période d’hydratation (WW en vert), aprés
trois semaines sans arrosage (période de stress hydrique, WD en jaune) et a la fin de la période de réhydratation



Liste des figures et tableaux

(RW en bleu). Les plantes présentaient un LWP entre -0.04 et -0.32 MPa en période d’hydratation. Les profils
présentés en période de stress hydrique et de réhydratation sont des profils acquis au milieu de la nuit aux
QIENEOULS 08 03:00. .....coeeeiiieeeiee ettt e ettt e e ettt e s et e e st a e e sttt e e s astaessassaeassatbeasssteassaasaaasaasseassnasseesansses 156
Figure 38. Evolution du potentiel hydrique foliaire et de la conductance stomatique (A), de I'intégrale de la zone
racine et du signal RMN moyen du sol (B et C respectivement) et de I'humidité du sol (D) pour D. glomerata, M.
sativa et R. acetosa selon le cycle hydratation (vert), déshydratation (jaune) et réhydratation (bleu). La

conductance stomatique est représentée par les [0SANGes Orange. ............cceeeeceeeeeciveeeeecireeesiieeeesieeeeeieeaeeinnns 158
Figure 39. Moyenne et écart-type de I'amplitude (A), du Tz et du produit des deux parametres précédents (AT2)
mesurés la nuit selon les conditions hydriGUes et 1€S ESPECES. ...........cccuueeeecueeeeiiiieesiieeeecteeecieaeesireeeeesaeaeeenses 160
Figure 40. Relation entre l'intégrale de la zone racine des profils et le volume racinaire pour I'ensemble des
espéces étudiées dans les chapitres 4 (cercle plein) et 5 (Cercle Vide)............cuecvuevvvueecvueesiuresiiresiieesiieesisesenenns 168
Figure 41. Comparaison des T2 moyens mesurés chez les espéces étudiées a la fois dans le chapitre 4 (rose) et
dans le chapitre 5 (jaune) dans des conditions hydriques SimilQires. ...............cccccuevveereevieeirciisieesiesieeeeiesene 169

Liste des tableaux

Tableau 1. Objectifs de mesure, avantages et inconvénients des principales méthodes employées pour étudier
JN Lo TV o T Lt g Lot L= TSR 50
Tableau 2. Exemples des fréquences de Larmor et d’aimantation pour le noyau d’hydrogéne pour différents
champs magnétiques Bod température ambiante (298 K soit 25°C). L’aimantation, soit la différence de population

entre les deux niveaux d’énergie (ppm) est calculée a partir de I'éqUALION 7 ...........cccveeeeeeseeeiiisesieeiieesveeirenans 53
Tableau 3. Caractéristiques d'aimants a bas champ magnétique ayant été congus pour une application a
destination des vegétaux (liste NON XAAUSLIVE). ............eeeeecueeeeeiieeeeieeeeeeeeeestee e e e tta e ee st e e e s taaasesseseessssaaessenas 85

Tableau 4. Caractéristiques des aimants a bas champ magnétiques considérés par la plateforme pour I'étude des
VEGELAUX G I'eXLErieUr dU IQDOIQTOIe. .............ccecueeeeeieeeeeeceeeeeeee e ee e et tte e e et e e e et e e et taeaestssaeeasssasessseasasssesanans 86



Abréviations et acronymes

Abréviations et acronymes

2D : bidimensionnel
3D : tridimensionnel
Y : rapport gyromagnétique nucléaire
0 : durée d’application des gradients

A : durée d’évolution du signal dans la
séquence PFG

AB:  inhomogénéités  des
magnétiques

champs

1 : moment magnétique nucléaire
IT : pression osmotique
p : relaxivité de surface

o : coefficient directeur de la relation affine
qui relie le potentiel hydrique foliaire de mi-
journée en fonction du potentiel hydrique
foliaire de fin de nuit

1 : temps d’évolution du signal
T : temps de corrélation

¥ : potentiel hydrique

Yr : potentiel osmotique

Y, : potentiel lié a la gravité

Ywmp : potentiel hydrique de mi-journée
(md, midday)

Yp : potentiel de turgescence

WYpp : potentiel hydrique foliaire de fin de
nuit (pd, pre-dawn)

A : amplitude du signal RMN

ABA : acide abscissique

Bo : champ magnétique principal

B1 : champ magnétique perturbateur
C : carbone

CCD : Charge-Coupled Device, capteur
photographique

CH4 : méthane

CO; : dioxyde de carbone

CPMGQG : Carr-Purcell-Meiboom-Gill
D : coefficient de diffusion

dpi : dot per inch (point par pouce, mesure
de la résolution du scanner)

Ecuticulaire : transpiration foliaire cuticulaire
Estomatique : transpiration foliaire stomatique
Etotale : transpiration foliaire totale

fo : fréquence de Larmor

g: intensit¢ de gradients de champ
magnétique

Gx,y ou z: direction des gradients de champ
magnétique, x, y ou z indiquant la direction
dans le plan

GIEC : Groupe d’experts
Intergouvernemental sur 1’Evolution du
Climat

GPP : Gross Primary Production
Gs : conductance stomatique

Gy : Gray, unité¢ dérivée de dose absorbée
(énergie d'un rayonnement ionisant
apportant une énergie d’un joule a un milieu
homogene d'une masse d'un kilogramme)

h : constante de Planck (6.626.1073] s)

'H : atome d’hydrogéne

H>0 : eau

IR : inversion-récupération

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique

ko : constante de Boltzmann (1.381.102%]
K™

[ : dimension de 1’antenne RMN
LA : surface foliaire

LWP : potentiel hydrique foliaire
Mp : aimantation initiale

MPa : Méga Pascal (10° pascals)



No : population de spins a I’état d’énergie
inférieur (o)

Np : population de spins a 1’état d’énergie
supérieur (B)

NA : non-applicable
NIRS : Near InfraRed Spectroscopy

NMR-MOUSE : Nuclear Mobile Universal
Surface Explorer

NNLS : Non-Negative Least Square

N2O : protoxyde d’azote

O: : dioxygéne

OGM : Organisme Génétiquement Modifié
PFG : Pulsed Field Gradient

PIPs : Plasma membrane Intrinsic Proteins
ppb : partie par milliards

ppm : partie par millions

PRG : pouvoir de réchauffement global

r : position initiale d’une molécule

r’ : position d’une molécule a la fin de la
séquence RMN

Reuticule : résistance cuticulaire
Rstomate : Tésistance stomatique

RF : radiofréquence

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
RWC : teneur en eau des racines

S': surface

S : signal RMN

SE : spin echo

SLA : surface spécifique foliaire
SNR : rapport signal sur bruit

SR : saturation-récupération

SRL : longueur spécifique de racines

STE : stimulated spin echo

Abréviations et acronymes

SWC : teneur en eau du sol

T1 : temps de relaxation longitudinale
T» : temps de relaxation transversale
TE : temps d’écho

TIPs : Tonoplast Intrinsic Proteins
TR : temps de répétition

VPD : Vapour Pressure Deficit



Introduction

Introduction

L’imagerie par résonance magnétique nucléaire (IRM) est une méthode d’analyse
répandue, employée dans des domaines variés tels que la médecine, I’agroalimentaire,
I’héritage culturel ou encore 1’agronomie. Elle exploite le phénoméne de résonance magnétique
nucléaire (RMN) des noyaux possédant un spin non nul placés dans un champ magnétique.
Bien qu’ayant une sensibilit¢ considérée comme faible au regard d’autres techniques
analytiques (spectrométrie de masse, fluorométrie...) ou d’imagerie (imagerie nucléaire), elle
est attrayante en raison de son caractére non destructif, non invasif et non ionisant. Le noyau
généralement étudié et le plus sensible en RMN est le noyau d’hydrogéne ('H). Les tissus
biologiques étant majoritairement composés d’eau (et donc de 'H), I’IRM est une méthode de
choix pour étudier les matrices biologiques dont les végétaux.

Dans ce domaine, I’IRM portable, a bas champ magnétique (intensité du champ
magnétique principal inférieur a 1 T) est particuliérement attractive car elle permet de sortir du
laboratoire pour étudier I’objet d’intérét dans son environnement naturel tout en ayant un cott
inférieur a des dispositifs a haut champ magnétique. Cette mobilité du dispositif présente ainsi
un intérét non négligeable pour I’étude des plantes in situ. L’IRM est notamment intéressante
pour I’étude des racines car elle permet leur caractérisation en dépit de I’opacité du sol. L’IRM
portable est donc une méthode attractive pour 1’étude de ces organes souterrains a I’extérieur
du laboratoire. Or, jusqu’a présent, les principales études réalisées sur les racines ont été
effectuées a haut champ magnétique afin de révéler 1’architecture racinaire et de visualiser
I’absorption de I’eau. Au moment des premicres expérimentations en 2020, un article venait de
paraitre dans la littérature (Bagnall et al., 2020). Celui-ci traitait de la capacité de I’IRM bas
champ a visualiser les racines dans le sol mais il n’étudiait pas les racines du point de vue de la
physiologie de la plante. Ce constat a ainsi constitué¢ le point de départ de la thése qui a été
découpée en trois objectifs liés a la mesure de I’état hydrique des racines de plantes cultivées
dans un modele de rhizotron en conditions environnementales controlées.

Ainsi, le premier objectif a ét¢ d’apporter la preuve de concept que I’IRM portable
permet de caractériser I’état hydrique des racines de plantes prairiales en suivant différentes
especes sur plusieurs jours. En effet, en raison de leur fonctionnement (transpiration), I’état
hydrique des plantes évolue au cours de la journée. Des variations des parametres RMN sont
donc attendues. De ce premier objectif est ensuite apparue la question de savoir si nous

pouvions intégrer les mesures RMN dans 1’analyse des relations structure-fonction liées a
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I’utilisation de I’eau par les plantes. En effet, ces derniéres présentent des systémes racinaires
variés mais aussi des fonctionnements contrastés selon leur stratégie d utilisation des ressources
ou encore leur age. Des différences inter-especes des paramétres RMN sont donc escomptées.
Le troisiéme objectif a ét¢ d’étudier la capacité de ’'IRM portable a caractériser 1’état hydrique
des racines de plantes prairiales soumises cette fois-ci a un stress hydrique. En effet, en présence
d’un stress hydrique, la teneur en eau et la physiologie des espéces sont affectées et sont donc
susceptibles d’entrainer des variations des paramétres RMN. Par ailleurs, la diminution de la
présence d’eau peut entrainer des problémes de sensibilité de la mesure. Ce faisant, ce troisieme

objectif permet également de caractériser la sensibilité¢ de notre capteur.

Le manuscrit est ainsi organisé€ en cinqg chapitres. Le Chapitre 1 présente 1’état de I’art
qui permet de contextualiser la thése avec une présentation du contexte actuel de changement
climatique et de son impact sur les végétaux, ainsi que des ¢léments de biologie végétale qui
permettent d’interpréter les résultats du point de vue de la physiologie de la plante. Une
présentation de la RMN et de I’application de dispositifs & bas champ magnétique sur des
modeles végétaux est également présente dans ce premier chapitre. Le Chapitre 2 présente les
matériels et les méthodes utilisés lors des expérimentations de maniere plus détaillée que dans
les articles qui constituent le corps de ce manuscrit.

Les chapitres 3 a 5 correspondent au corps de ce manuscrit et permettent chacun de
répondre a un des objectifs présentés précédemment. Ils correspondent a des articles publiés,
soumis ou en préparation. Le Chapitre 3 permet de répondre au premier objectif de la thése et
de démontrer la faisabilit¢ de I’'IRM portable pour étudier I’état hydrique des racines de plantes
prairiales. Le Chapitre 4 découle du chapitre précédent et a pour objectif d’évaluer la capacité
de ’IRM portable a restituer les différences structurelles et fonctionnelles dans I’'utilisation de
I’eau par différentes especes d’herbacées. Le Chapitre 5 permet quant a lui de montrer la
capacité de I’IRM portable a étudier 1’état hydrique des racines de plantes prairiales soumises
a un stress hydrique. Enfin, une discussion générale qui permet de faire le bilan des études
menées dans le cadre de la thése, de mettre en évidence I’apport de I’IRM portable pour I’étude

des racines mais aussi des limites observées, clot ce manuscrit.
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Chapitre 1. Etat de Part

I.1. Contexte

I.1.1. Biome prairial

La biospheére peut étre stratifiée selon des unités spatiales et fonctionnelles, les biomes.
Un biome occupe une large zone a 1’échelle continentale ou sous-continentale et est caractérisé
par une faune et une flore spécifiques ainsi que par des conditions environnementales (humidité,
sol...) et climatiques (tropicales, tempérées, boréales...) (Mucina, 2019). Bien que différentes
classifications existent (Beierkuhnlein and Fischer, 2021), les principaux biomes terrestres sont
les foréts tropicales, boréales et tempérées, les savanes, les prairies, les déserts, les toundras, les
zones humides et les terres cultivées (Watson et al., 2000).

Il existe de nombreuses définitions des prairies en raison notamment de la difficulté a
caractériser leurs limites, de leur présence dans un continuum entre les foréts et les déserts ainsi
que de la présence de nombreuses perturbations (Dixon et al., 2014). De manicre générale, les
prairies sont définies comme des terres dédiées a la production de fourrage ou a d’autres fins
agricoles. Leur existence dépend également de perturbations d’origine non anthropique comme
le feu ou encore le paturage par la faune sauvage (Allen et al., 2011; Peeters et al., 2014). Elles
se composent d’herbacées dont des graminées et des dicotylédones dont des 1égumineuses. Des
arbres peuvent ¢galement étre présents (Allen et al., 2011; Dixon et al., 2014; Peeters et al.,
2014). Les prairies se distinguent selon leur origine (naturelle, semi-naturelle ou culture), leur
mode d’exploitation (fauchage et/ou paturage) et leur dge (annuelle ou permanente). En 2014,
Dixon et al. proposent une définition générale qui englobe les différents types de prairies afin
de les cartographier. Les prairies sont ainsi définies comme étant un type de zone non humide
avec une couverture végétale d’au moins 10%, dominée par les graminées. Les graminées ont
une couverture d’au moins 25% et peuvent étre codominées par d’autres plantes herbacées. Les
arbustes ont une couverture inférieure a 25% et les arbres forment une canopée simple. Dans
les zones tempérées, la couverture végétale des arbres est inférieure a 10% avec une hauteur
inférieure a 5 metres. Dans les zones tropicales, la couverture végétale des arbres est inférieure
a 40% avec une hauteur inférieure a 8 metres. Ainsi, les prairies représentent entre 25 et 40%
de la couverture terrestre mondiale (Bai and Cotrufo, 2022; Buisson et al., 2022; Stromberg and
Staver, 2022) (Figure 1) et, suivant la définition de Dixon et al. (2014), 49% (en 2019,

https://lcviewer.vito.be/2019) de la couverture terrestre de la France.
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Figure 1. Distribution des prairies, en vert, dans les régions tempérées et tropicales du globe (Buisson et al., 2022).
Les lettres en noir et en bleu correspondent aux prairies représentées sur des photographies présentes dans ’article
de Buisson et al. (2022)

Comme tout écosysteéme, les prairies fournissent trois principaux services : les services
(1) culturels, (ii) d’approvisionnement et (iii) de régulation et de support (Sala et al., 2017;
Bengtsson et al., 2019; Zhao et al., 2020).

Les services culturels correspondent aux bénéfices non matériels dont peut bénéficier
I’Homme. Ces bénéfices peuvent relever de I’esthétique, de la spiritualité, de la santé, de
’éducation ou encore du divertissement (Lindemann-Matthies et al., 2010; Sandifer et al., 2015;
Nowak-Olejnik et al., 2020). Les activités concernées relevent par exemple de randonnées,
d’équitation, d’ornithologie, d’observation de paysages ou encore d’écotourisme (Ferndndez-
Juricic et al., 2005; Li et al., 2022a).

Les services d’approvisionnement correspondent aux produits alimentaires et non
alimentaires obtenus a partir des écosystemes. Les produits alimentaires regroupent ceux a
destination des herbivores par la production de fourrage et ceux a destination de ’Homme, les
plantes médicinales (Zuna Pfeiffer et al., 2018), la production de miel (Affek, 2018), de bétail
(Stampfli and Zeiter, 2010; Blair et al., 2014) ou de produits issus du bétail tels que le lait par
exemple (Leaver, 1985). Les produits non alimentaires comprennent ceux issus des animaux
tels que le cuir et la laine mais aussi ceux issus de la végétation tels que le bois ou le fuel (Boval
and Dixon, 2012; Peri et al., 2021).

Les services de régulation et de support correspondent aux bénéfices obtenus par
I’Homme et les autres écosystémes de la régulation de processus. Ces services comprennent
notamment la préservation de la biodiversité de la flore et de la faune tels que les insectes

pollinisateurs (Werling et al., 2014; Bubova et al., 2015; Orford et al., 2016; Affek, 2018). Ils
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comprennent également la régulation des flux d’eau par la transpiration, 1’interception des
pluies et la facilitation de I’infiltration de I’eau dans le sol par le biais des macropores créés par
la pénétration des racines. Le contrdle de I’érosion des sols par I’augmentation de la densité du
sol et le renforcement du sol par les racines est un autre service procuré par les prairies (Gyssels
et al., 2005). Les prairies jouent également un role important dans la régulation du climat grace
au stockage de carbone dans les sols (Watson et al., 2000). Ce dernier service est
particulicrement intéressant dans le contexte actuel de réchauffement climatique da a
I’accumulation de gaz a effet de serre dans 1’atmosphére. Entre 20 et 34% des stocks terrestres
de carbone seraient assuré€s par les prairies (Beer et al., 2010; Bai and Cotrufo, 2022; Stromberg

and Staver, 2022) contribuant ainsi a diminuer I’impact du réchauffement climatique.

1.1.2. Définition et impacts du réchauffement climatique sur les écosystemes

Les gaz a effet de serre sont des gaz présents dans 1’atmosphére qui absorbent et
réémettent une partie des rayonnements infrarouges d’origine solaire permettant ainsi de
réchauffer 1’atmosphére. Ces gaz peuvent étre d’origine naturelle ou synthétique. Les
principaux gaz a effet de serre naturels sont le dioxyde de carbone (CO.), le méthane (CHa) et
le protoxyde d’azote (N20O). La capacité de ces gaz a absorber et réémettre les rayonnements
solaires correspond au pouvoir de réchauffement global (PRG). Le CO», qui sert de référence,

aun PRG de 1 tandis que le méthane a un PRG de 25 et le protoxyde d’azote un PRG de 298.

Depuis la période préindustrielle, en raison Globally averaged greenhouse gas concentrations
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respectivement (Figure 2) (Pachauri et al.,

2015).

Figure 2. Evolution de la concentration moyenne -

des principaux gaz a effet de serre (CO> en vert, CHy [ /
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concentrations en CHy et en N,O sont exprimées en 1750 1800 1850 1900 1950 2000
ppb (partie par milliards). (Pachauri et al., 2015). Year
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Ces augmentations des concentrations des gaz a effet de serre dans 1’atmospheére ont
entrainé une hausse de la température de la Terre de 1.5°C et de manicre globale, en incluant
les océans, de 1°C (Figure 3) (Shukla et al., 2019).
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Figure 3. Evolution de la température moyenne 2 la surface du globe (noir) et de la température de 1air a la surface
du sol (gris) depuis la moiti¢ du XIX€ siécle (Shukla et al., 2019).

Ce réchauffement climatique entraine des changements météorologiques avec une
augmentation de la fréquence des phénomenes extrémes tels que des épisodes de précipitations
abondantes, de sécheresse ou encore des extrémes de chaleur. Il entraine également une
diminution de la couverture des neiges et des glaciers, une augmentation du niveau des mers et
des océans ainsi qu’une acidification de ces eaux du fait de I’absorption de CO; (Pachauri et al.,
2015).

Le changement climatique affecte aussi la biodiversité en entrainant une augmentation
de la vulnérabilité¢ des especes végétales et animales pouvant aller jusqu’a I’extinction de
certaines d’entre elles (Thomas et al., 2004; Thuiller et al., 2005). Dans une méta-analyse,
Piseddu et al. (2021) ont montré qu’un réchauffement de I’air compris entre 0.15 et 4.10°C
réduisait le nombre d’espéces dans les prairies de 13% par rapport a la température ambiante,
et ce d’autant plus qu’elles se situaient en altitude (>1000 m au-dessus du niveau de la mer).
Ceci indique que les espeéces végétales adaptées aux basses températures ont tendance a étre
plus sensibles au réchauffement climatique en raison d’une niche thermique (température
optimale ou gamme de température dans laquelle une plante peut se développer avec succes)
plus étroite. D’aprés cette étude, la disparition des espéces serait liée a 1I’exclusion compétitive
qui se met en place lorsque les interactions plantes-plantes (compétition pour les ressources

aériennes et édaphiques) sont fortes, comme dans les couverts denses en végétation par
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exemple. Mais ce travail n’intégre pas les effets conjoints des sécheresses ¢édaphiques. Allen et
al. (2010) ont présenté trois autres mécanismes possibles pouvant augmenter la mortalité¢ des
especes végétales : la cavitation des vaisseaux de xyleme (présence d’air dans les vaisseaux),
la privation de carbone et de composés organiques par la diminution de la photosynthése, et une
vulnérabilité accrue aux insectes et mycetes. La distribution géographique des especes animales
et végétales peut également étre modifiée, celles-ci migrant dans des zones aux conditions plus
favorables a leur physiologie (Root et al., 2003). De méme, leur phénologie est influencée par
le changement climatique. Une précocité dans la reproduction des grenouilles, la nidification
des oiseaux, la floraison des arbres ou encore 1’arrivée des papillons et oiseaux migrateurs a
ainsi été observée (Parmesan and Yohe, 2003). Le changement climatique influe également sur
la productivité des cultures terrestres et aquatiques (Tubiello et al., 2007; Bengtsson et al., 2019;
Simionov et al., 2021). Ces variations de la productivité des différentes cultures, qui peuvent
accentuer la pauvreté de certaines populations, ainsi que I’'impact négatif du réchauffement
climatique sur la santé (Bunyavanich et al., 2003; Conti et al., 2005; Bayram and Oztiirk, 2014)
peuvent entrainer des mouvements permanents ou temporaires des populations, celles-ci
cherchant a éviter des zones a risque ou dépourvues de ressources (risque de famine) (Myers,
2002). Le changement climatique peut toutefois étre atténué grice a, entre autres, la capacité

des écosystémes a séquestrer le carbone (Watson et al., 2000).

I.1.3. Régulation du changement climatique par la séquestration de carbone

Le cycle du carbone décrit les flux de carbone qui ont lieu entre 1’atmosphere, les
océans, la biosphere terrestre et la lithosphere. La séquestration du carbone est une des
composantes de ce cycle (Friedlingstein et al., 2022) et une étape-clé pour limiter le
réchauffement climatique. Le cycle du carbone comprend une composante lente et une
composante rapide.

Le cycle lent du carbone correspond aux mouvements de carbone entre la lithosphere,
les océans et 1’atmosphere (Farmer and Cook, 2013; Hilton and West, 2020). Brievement, en
raison des pluies et de I’érosion, des cations tels que le calcium sont libérés des roches et sont
transportés via les cours d’eau vers les océans. Dans les océans, ces ions calcium vont s’associer
aux ions bicarbonate pour former du carbonate de calcium. Par sédimentation, des roches vont
se former stockant le carbone et aboutissant progressivement a la formation de réserves
d’hydrocarbures. Ce carbone est ensuite libéré sous forme de CO», hors activité anthropique,

par la fonte des roches lors d’éruption volcanique ou d’activité tectonique.
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Le cycle rapide du carbone correspond quant a lui aux échanges ayant lieu entre
I’atmosphere, les océans et la biosphére terrestre. Bien que les océans stockent environ 90% du
carbone sous forme organique ou inorganique, nous nous intéressons ici aux biomes terrestres
(Crisp et al., 2022). En 2000, le Groupe d’experts Intergouvernemental sur 1’Evolution du
Climat (GIEC) a recensé les stocks de carbone présents dans la végétation et les sols jusqu’a un
metre de profondeur des principaux biomes terrestres (Watson et al., 2000). Ces stocks sont

essentiellement dans les sols, jusqu’a plus de 97% pour les prairies et les cultures (Figure 4).

400

Sol

. végétation

Stock de carbone (GT)

0 —_._-_.

Toundras Foréts temp Zones humides Savanes Foréts bor.
Cultures Déserts Prairies Foréts trop

Figure 4. Stock de carbone (GT C) dans la végétation (vert) et dans les sols jusqu’a un métre de profondeur (jaune)
des principaux biomes terrestres (figure adaptée de Watson et al., 2000). Foréts temp. = foréts tempérées, Foréts
trop. = foréts tropicales et Foréts bor. = foréts boréales.

Les flux de carbone ayant lieu entre les biomes terrestres et 1’atmosphere résultent des
activités humaines telles que les activités agricoles ou encore la combustion de carburant, et des
processus naturels. Le bilan de carbone dépend de I’acquisition du carbone et de son stockage
dans les puits de carbone, et de son relargage dans I’atmosphere. Les activités humaines, la
respiration autotrophe et la photorespiration dans le cas des organismes photosynthétiques ainsi
que la respiration hétérotrophe (décomposition de la matiére organique assurée par les micro-
organismes) constituent les principales sources de carbone. Le stockage du carbone dépend
essentiellement de la photosynthése qui permet de fixer le carbone atmosphérique et de le

réduire sous forme de glucides permettant la formation de biomasse. A 1’échelle d’un biome,
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cette absorption correspond a la production primaire (GPP, Gross Primary Production). Le GPP
global, tout biome terrestre considéré, est d’environ 122 Pg de carbone par an. Les biomes qui
contribuent le plus au GPP global sont les foréts tropicales et les savanes (33.5% et 25.7%
respectivement). Les prairies tempérées et les cultures contribuent quant a elles a 7.0% et 12.2%
du GPP global soit un total de 19.2% (Beer et al., 2010; Stromberg and Staver, 2022). Ces
valeurs seraient cependant sous-estimées (Stromberg and Staver, 2022). Ainsi, d’autres auteurs
suggerent que 34% des stocks terrestres de carbone sont assurés par les prairies (Bai and

Cotrufo, 2022).

PhotosynthesiS

Decomposition
Soil carbon

Figure 5. Schéma représentant les principaux flux de carbone entre les biomes terrestres et 1'atmosphére dans le
cas du cycle rapide du carbone (schéma adapté de https://www.energy.gov/science/doe-explainsthe-carbon-cycle,
derniére consultation le 04/01/2023).

Avec le réchauffement climatique, une augmentation de 1’intensité et de la fréquence
des éveénements extrémes est attendue (Solomon et al., 2007). En 2008, Arnone III et al. ont
montré qu’un éveénement extréme tel que la sécheresse de 2003 impactait la séquestration du
carbone sur I’année en cours mais également sur les années suivantes. En effet, par rapport a
I’échantillon de prairie sans stress, le réchauffement avait réduit la séquestration de carbone de
68% (708 + 57 vs 228 £ 165 g C m™ sur trois ans) (Arnone III et al., 2008). Cependant, lors de

cette expérimentation, seule la température avait été augmentée. Or, il a été démontré qu’il
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existe des interactions entre les différents paramétres climatiques et qu’une concentration
élevée en CO; entraine une augmentation des stocks de carbone y compris en présence d’une
hausse de la température et d’une sécheresse (Roy et al., 2016; Dietzen et al., 2019). Ainsi, alors
que dans le cas de I’association concentration en CQO; ambiant/événements extrémes
(réchauffement + stress) la prairie devenait une source de carbone, dans le cas de I’association
concentration en CO; ¢élevée/événements extrémes, la prairie demeurait un puits de carbone
(Roy et al., 2016). En dépit des effets de la température, cela serait dii & une augmentation de
la photosynthese, en raison d’une plus grande disponibilité¢ de CO», qui pourrait donc augmenter
la production de biomasse (Dusenge et al., 2019). Cependant, les effets de la combinaison de
ces paramétres dépendent des espéces. En 2018, Kurepin ef al. ont étudié 1’effet de ces
parameétres sur I’activité photosynthétique de deux arbres présents dans les foréts boréales.
Alors que Pinus sylvestris s’était acclimaté aux conditions testées avec un maintien de
I’absorption du CO; atmosphérique, Picea abies s’était peu acclimaté entrainant alors un déclin
de son activité photosynthétique, et donc de 1’absorption de carbone (Kurepin et al., 2018). Les
effets positifs de la concentration élevée en CO2 dépendent également de la disponibilité en eau
et nutriments. Ainsi, en présence d’un déficit en eau et en azote, ’augmentation de la production
de biomasse sous une atmosphere enrichie en CO; n’a pas été observée chez des especes
prairiales (Reich et al., 2014). De ce fait, le devenir du bilan de carbone dépendrait de la
tolérance des especes a faire face a un stress et a I’intensité de celui-ci. Dans le cadre de la thése,
nous nous intéressons plus particulierement au stress hydrique, et donc a I’eau présente dans le
sol et dans les plantes.

En effet, le cycle du carbone est couplé au cycle de I’eau. Les plantes constituent un
maillon du continuum sol-plante-atmosphere. La seve brute composée d’eau et d’ions est
transportée par le xyléme des racines aux feuilles. La majeure partie du volume d’eau
transporté, environ 95%, est perdue lors de la pénétration du CO2 nécessaire a la photosynthese
(Pallardy, 2010). Pour une molécule de CO; qui pénéetre dans la plante, des centaines de
molécules d’eau s’évaporent par les stomates. La transpiration permet de refroidir les feuilles
et seulement une faible proportion de 1’eau transportée par le xyléme, environ 1%, est utilisée
pour réaliser la photosynthése tandis que la partie restante est destinée aux cellules et a
I’ensemble des réactions physiologiques (Sperry, 2011). A I’issue de la photosynthése, la séve
¢laborée, qui contient les sucres nouvellement formés, est redistribuée par le phloéme, tissu
conducteur spécialisé dans le flux descendant, aux cellules et aux différents puits de carbone

(Figure 6).
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Figure 6. Schéma représentant le transport de I'eau dans la plante. Sous I'impulsion de la transpiration, I'eau est
acheminée des racines jusqu'aux feuilles par le xyléme. Une fois la photosynthese effectuée, les sucres
nouvellement formés sont redistribués aux puits de carbone par le phloeme (G. Pagés & C. Doussan).

I.2. L’eau dans les plantes

1.2.1. Notion de potentiel hydrique

L’état de I’eau dans une partie ou dans 1’enticreté de la plante est décrit par le potentiel
hydrique (¥, MPa). Celui-ci caractérise 1’intensit¢ de la liaison de I’eau avec son
environnement. Plus le potentiel hydrique est €levé, plus la facilité de I’eau a se mouvoir
augmente. Le potentiel hydrique dans la plante correspond a la somme du potentiel de
turgescence (‘Pp), du potentiel osmotique (‘W) et du potentiel 1i¢ aux forces gravitationnelles
(¥y).

VY=Y, + ¥, + ¥, [1]

Le potentiel de turgescence Wp rend compte de la turgescence des cellules qui est due a la
présence d’une paroi cellulaire dans les cellules végétales. Lorsque la cellule est bien hydratée,
I’eau exerce une force qui pousse la membrane cellulaire contre la paroi. Le potentiel de
turgescence est alors €levé.
Le potentiel osmotique Y¥x peut étre décrit par son oppos€, la pression osmotique (IT = - ¥x).
Cette pression osmotique est due a la présence de solutés dans les cellules qui limitent la
diffusion de I’eau du compartiment le plus concentré vers le moins concentré favorisant ainsi
I’entrée de I’eau dans le compartiment concentré. Plus la concentration en solutés augmente,

plus le potentiel osmotique diminue.
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Le potentiel li¢ aux forces gravitationnelles ¥ rend compte de I’influence de 1’altitude sur les
mesures de potentiel hydrique. A moins que I’étude ne porte sur des grands arbres, cette

composante est généralement négligée, ¥, n’augmentant que de 0.01 MPa m™! (Jones, 2014).

1.2.2. Transport de I’eau dans la plante

Le transport de 1’eau dans la plante est gouverné par la différence de potentiel hydrique
entre deux systémes et la somme des résistances présentes entre ces systemes. Il s’effectue selon
le gradient de potentiel hydrique, du sol vers I’atmosphére. Le flux d’eau dans la plante est
décrit comme étant le produit de la différence de potentiel hydrique entre deux systémes et la
conductance (inverse de la résistance) de ces systémes. Ces systémes peuvent étre le sol, le

systéme racinaire, le systéme foliaire ou encore 1’atmosphére.

-0.6 | Leaf N
@ AR
-0.4 | Root /ﬁ o ik }Q\
4 \_\, f"“_\\\‘
@ o\ Fa Y B\
0.2 | Soil 44 \ \
MPa

Figure 7. Flux d'eau a travers le continuum sol-plante-atmosphére. Déplacement du potentiel hydrique le plus
élevé (sol) vers le potentiel hydrique le plus faible (atmosphére) (Lobet et al., 2014)

La transpiration foliaire, perte d’eau sous forme de vapeur au niveau des stomates, est
le principal moteur du transport de I’eau dans la plante. La feuille est généralement connectée
a la plante par un pétiole et est constituée d’un limbe plus ou moins étalé. Le limbe est constitué
de nombreux tissus dont les principaux sont, de la face supérieure vers la face inférieure, la
cuticule, I’épiderme supérieur, le parenchyme palissadique, le parenchyme lacuneux et
I’épiderme inférieur recouvert également de cuticule. Entre les parenchymes se situent les
faisceaux conducteurs qui permettent le transport de 1’eau et de la seve issue de la

photosynthese. Dans 1’épiderme se trouvent les stomates (Figure 8).



Chapitre I. Etat de 1’art

Cuticule

AN

_|5 Epiderme
I supérieur

Parenchyme
palissadique

: Parenchyme
mTC [ lacuneux

- Epiderme
_|f' inférieur

—— Stomate

Cellule de garde

T =5 ) [ ol Cuticule
Lacune e, —-— Faisceau

conducteur {nervure)

|
P Ce1ljule
de la gaine périvasculaire

Figure 8. En haut, schéma représentant I'organisation des principaux tissus composant le limbe d'une feuille de
dicotylédone (Nabors 2008) et en bas, coupe anatomique d’une feuille de monocotylédone
(https://webapps.fundp.ac.be/umdb/histoplantvasc/mode_atlas/imgl06.htm. derniére consultation le 04/01/2023).

Les épidermes de la feuille, constitués d’une monocouche cellulaire, assurent la
protection de celle-ci contre les agressions extérieures mécaniques (abrasions) et biologiques
(champignons et bactéries pathogenes). Une cuticule composée de cire et de cutine les recouvre
et permet de les imperméabiliser afin de limiter les pertes en eau par évaporation directe. La
présence de stomates permet aux épidermes de réguler les échanges d’eau, sous forme de
vapeur, et de gaz tels le dioxyde de carbone et le dioxygene (O2). Les stomates sont formés de
deux cellules de garde qui sont séparées par un espace appelé 1’ostiole. IlIs permettent la
pénétration a I’intérieur des feuilles du CO2 nécessaire a la réalisation de la photosynthése qui
s’effectue dans le mésophylle, composé du parenchyme palissadique et du parenchyme

lacuneux, tandis que du dioxygene et de 1’eau en sortent. Selon les besoins de la plante, le
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dioxygene, qui est nécessaire a la respiration, peut également pénétrer a I’intérieur de la feuille.
Enfin, les faisceaux conducteurs, ou faisceaux cribovasculaires, correspondent a la continuité
des tissus conducteurs de la tige. Ces faisceaux sont visibles sur le limbe sous forme de
nervures. Une nervation paralléle est principalement retrouvée chez les Monocotylédones

tandis qu’une nervation réticulée est principalement retrouvée chez les Dicotylédones.

La transpiration s’effectue en deux temps : (i) par évaporation de 1’eau des parois
cellulaires aux espaces intercellulaires puis (ii) par diffusion de la vapeur d’eau dans
I’atmosphere. Elle est donc guidée par la différence de concentration en vapeur d’eau entre la
plante et 1’air extérieur (Vapour Pressure Deficit, VPD) et par la conductance foliaire. La
transpiration foliaire totale (Eioae) correspond a la somme de la transpiration stomatique

(Estomatique) €t de la transpiration cuticulaire (Ecuticulaire)
VPD /

+ VPD/R [2]

Etotale = Lstomatique + Ecuticulaire .
cuticule

stomate

La majeure partie de la transpiration foliaire s’effectue par les stomates qui présentent une faible

résistance (R) lorsqu’ils sont ouverts (Pallardy, 2010).

La circulation de I’eau dans la plante s’effectue dans le xyleme présent dans tous les
tissus conducteurs de la plante. Le xyléme est constitué de deux types de tissus, le parenchyme
et le sclérenchyme (Mencuccini, 2003). Le parenchyme est composé de cellules vivantes qui
permettent notamment le transport et le stockage de nutriments et de carbohydrates ainsi que la
production de molécules de défense. Le sclérenchyme est quant a lui constitué¢ de cellules
mortes dont les fonctions principales sont le transport de I’eau et des nutriments, et le stockage
de I’eau. La circulation de I’eau dans le xyleme repose sur la théorie de la tension-cohésion
(Dixon and Joly, 1895), un mécanisme passif qui ne nécessite pas d’énergie métabolique, et sur
les propriétés des molécules d’eau. Le long du vaisseau, 1’eau adhére aux parois par
¢tablissement de liaisons hydrogene. Au niveau du ménisque situé¢ a I’interface eau-air, une
tension de surface due a la pression négative permet, en 1’absence de transpiration, d’équilibrer
la force de la gravité. Lorsque la plante transpire, des molécules d’eau s’évaporent au niveau
du ménisque entrainant une diminution de la pression. Sous I’effet de cette tension
supplémentaire et grace a la cohésion entre les molécules d’eau, un flux se crée tout en
permettant le maintien d’une continuité hydraulique dans la plante (Mencuccini, 2003; Kim et

al., 2014). Ce flux généralement laminaire est, d’apres la loi de Poiseuille, proportionnel au
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rayon du vaisseau a la puissance quatre. Pour les herbacées, sa vitesse peut aller jusqu’a 100 m

h! soit 27.8 mm s™! (Mencuccini, 2003).

1.2.3. Absorption de I’eau par les racines
1.2.3.1. Anatomie des racines
Le long de I’axe longitudinal, son axe de croissance, de la partie proximale la plus
mature vers la partie distale la plus jeune, la racine est discriminée en quatre zones : la zone de
différenciation, d’élongation, méristématique et la coiffe (Figure 9).
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Figure 9. Représentation schématique longitudinale d'une racine (Nabors, 2008)

La croissance racinaire s’effectue a D’extrémité distale de la racine au niveau du
méristeme apical dans le centre quiescent. Par mitose des cellules dites initiales, de nouvelles
cellules sont produites. Certaines demeureront des cellules initiales tandis que d’autres se
différencieront apres s’étre allongées. Au-dessus du centre quiescent, la zone méristématique
se divise en trois parties : le protoderme dont les cellules une fois différenciées donnent
naissance au rhizoderme, le méristeme fondamental et le procambium dont la différenciation
des cellules aboutit a la formation des tissus conducteurs. La zone méristématique est protégée
lors de la pénétration de la racine dans le sol par la coiffe. Celle-ci permet également de faciliter
cette pénétration dans le sol grace a la sécrétion de mucilage qui favorise le contact entre le sol

et les racines (Nazari, 2021). Dans la zone de différenciation, certaines cellules du rhizoderme
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forment des poils absorbants. Grace a leur faible diametre, ils peuvent pénétrer dans les pores
du sol trop petits pour étre pénétrés facilement par les racines. En contact direct avec le sol, ils
permettent d’augmenter la surface d’échange entre le sol et la plante, et de faciliter I’absorption
de I’eau et des nutriments en diminuant la distance que ces derniers doivent parcourir pour
atteindre la surface racinaire. Au-dessus de cette zone pilifére, les tissus matures présentent une

couche de subérine, substance organique imperméable, qui imprégne les parois des cellules

végétales.
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Figure 10. Représentation schématique transversale d'une racine et de la circulation de I’eau et des nutriments
dans la racine (figure adaptée de Nabors, 2008)

La Figure 10 permet une description de ’anatomie racinaire selon I’axe transversal. Au
centre de la racine se trouve la stele. La stele correspond a 1’ensemble des tissus conducteurs,
le xyleme et le phloeme. La stele est entourée par le péricycle dont les cellules peuvent se
différencier pour former des racines latérales. Bien que localement les tissus soient désorganisés
a cause de la formation des racines latérales, les vaisseaux de la nouvelle racine sont en
continuité avec ceux de la racine d’origine. L’endoderme, dont la principale fonction est de
réguler 'entrée de I’eau et des sels minéraux provenant du cortex ainsi que la sortie des
molécules organiques issues du métabolisme de la plante, entoure la stele. Cette régulation est
due a la présence des bandes de Caspari qui sont issues de la subérisation des parois des cellules

de ’endoderme. Les proportions des deux principaux tissus composant la racine, la stele et le
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cortex, peuvent varier de manicre importante entre les espéces (Figure 11) (Guerrero-Ramirez

etal., 2021; Zhou et al., 2021; Zhou et al., 2022).

Lilies Grasses Forbs

A. ramosum
S. krylovii
T. mongolicus

Figure 11. En haut, schéma simplifié des caractéristiques anatomiques des racines de trois groupes de plante (Lys
(Lilies) ; Monocotylédones (Grasses) ; Dicotylédones (Forbs)) dont le diamétre de la stéle (cercle vert), I’épaisseur
du cortex (ligne en tiret bleue) et les vaisseaux (cercles rouges) (Zhou et al., 2021). En bas, pour chaque groupe de
plante, une coupe anatomique des racines de premier ordre (a, c et €) et de troisiéme ordre (b, d et f) pour chaque
groupe de plante avec C, cortex ; En, endoderme ; Ep, épiderme ; Pc, cellules de passage ; Sp, phloéme secondaire
et Sx, xyléme secondaire (Zhou et al., 2022).

1.2.3.2. Architecture du systéme racinaire

Les racines peuvent étre différenciées selon leur développement (durant ou apres
I’embryogénese) et selon leur localisation (G. Viana et al., 2022). Parmi ces types de racines,
on retrouve la racine primaire, les racines séminales, les racines latérales et les racines nodales.
La racine primaire est issue de la radicule embryonnaire et croit dans le sol. Les racines
séminales, dont le diametre est inférieur a celui de la racine primaire, émergent également
durant la phase embryonnaire. Cependant, elles sont issues de la jonction systéme aérien-
systéme souterrain. Les racines nodales sont quant a elles d’origine post-embryogéneése et se
développent a I’intersection du systéme aérien et du systéme souterrain. Selon leur localisation,

on parle de « brace roots » ou de « crown roots ». Les « brace roots » se situent au-dessus de la
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surface du sol tandis que les « crown roots » se trouvent sous terre. L’ensemble de ces racines
est ensuite capable de se ramifier. Les racines issues de ces ramifications sont appelées racines
latérales. La présence de ces types de racines ainsi que leur organisation dans I’espace
dépendent des especes. Ainsi les « crown roots » ne sont retrouvées que chez les herbacées (G.
Viana et al., 2022). Deux principaux types de systéme racinaire existent : (i) le systéme pivotant
principalement retrouvé chez les Dicotylédones et qui s’organise autour de la racine primaire,
appelée également racine pivot, d’ou les racines latérales vont émerger, et (ii) le systéme
fasciculé généralement retrouvé chez les Monocotylédones et qui présente plusieurs racines

dominantes (Papy et al., 1997; Freschet et al., 2021; G. Viana et al., 2022).
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Figure 12. Exemples d'architectures racinaires chez une dicotylédone (Arabidopsis) et deux monocotylédones
(Riz (rice) et Mais (maize)) selon le stade de développement de la plante. Les différents types de racines sont
indiqués par les fléches blanches. PR, racine primaire; SR, racines séminales ; LR, racines latérales ; CR, « crown
roots », BR, « brace roots » (G. Viana et al., 2022).

1.2.3.3. Absorption de I’eau
L’eau qui circule dans la plante est prélevée dans le sol par les racines. Au sein des
racines, trois voies de transport sont possibles pour assurer cette fonction d’absorption : (i) la
voie apoplasmique qui permet le passage de I’eau et des solutés par I’apoplasme, compartiment
issu de la continuité des parois pectocellulosiques, (ii) la voie symplasmique qui permet le
passage de I’eau et des solutés par les plasmodesmes, et donc par les compartiments

cytoplasmiques et (iii) la voie transcellulaire qui permet le passage de 1’eau et des solutés de
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membrane a membrane (Figure 13). Les deux derniéres voies sont souvent décrites ensemble

comme étant la voie protoplasmique ou de cellule a cellule (Steudle, 2001).
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Figure 13. Schéma illustrant les trois voies pour le transport de I'eau et des minéraux de 'extérieur de la racine
vers le xyléme. (a) la voie apoplasmique, (b) la voie symplasmique et (¢) la voie transcellulaire. Les voies (b) et
(c) sont souvent nommées ensemble comme étant la voie de cellule a cellule ou protoplasmique (Steudle, 2001).

Selon le gradient responsable du transport de I’eau, potentiel hydrique ou osmotique,
des voies sont privilégiées par rapport a d’autres. Ainsi, si le gradient principal est une
différence de pression due a la transpiration des feuilles, 1’eau circule préférentiellement a
travers la voie apoplasmique en raison de sa faible résistance hydraulique (Steudle, 2001). 1l a
¢été observé chez des lupins que, bien qu’il représente une faible portion de la surface racinaire
(autour de 5%), plus de la moitié du transport de I’eau dans la racine avait lieu dans 1’apoplasme
(Zarebanadkouki et al., 2019). Cette voie de passage peut toutefois étre limitée par la présence
des bandes de Caspari qui entrainent une imperméabilisation de I’endoderme (Steudle, 2001;

Zarebanadkouki et al., 2019).

I.2.4. Principaux déterminants des flux d’eau et de ’absorption racinaire

L’absorption racinaire et les flux d’eau dans la plante dépendent des parametres pouvant
affecter la différence de potentiel hydrique entre le sol et I’atmosphere, et la conductance
hydraulique de la plante. Les facteurs peuvent étre d’origine endogéne ou environnementale,

bien qu’il existe des interactions entre ces derniers.
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Les flux d’eau sont affectés par la structure des organes qui va influencer leur
conductance hydraulique. Ainsi, la surface de conduction, la longueur et le diamétre des
vaisseaux de xyléme vont influer positivement sur la conductance hydraulique (Gleason et al.,
2012). La densité des vaisseaux au niveau des feuilles de méme que la surface foliaire, la taille
et la densité stomatique vont également influencer positivement la conductance hydraulique
foliaire (Brodribb, 2009). La conductance hydraulique des vaisseaux de xyléme varie aussi
selon 1’age, et donc la maturité d’un organe (Brodribb, 2009; Vetterlein and Doussan, 2016).
Le fonctionnement des organes telles I’ouverture et la fermeture des stomates affectent
¢galement les flux d’eau. Ce fonctionnement dépend d’une part de parameétres externes :

- Les radiations lumineuses, en particulier bleues et rouges, favorisent 1’ouverture
stomatique (Roelfsema and Hedrich, 2005; Shimazaki et al., 2007) qui influence
positivement la quantité d’eau perdue (McAusland et al., 2016).

- L’humidité relative de I’air, ratio entre la quantité de vapeur d’eau dans I’air et la quantité
de vapeur d’eau dans I’air a saturation, impacte également la transpiration. Il a été observé
dans divers types de plantes (mais, tomate, rose...) que, sous une humidité de I’air élevée,
la conductance stomatique était élevée mais que la transpiration était faible. A 1’inverse,
sous une faible humidit¢ de 1’air, la conductance stomatique ¢était faible mais la
transpiration était €levée (Ben-Asher et al., 2013; Suzuki et al., 2015; Fanourakis et al.,
2019). Cela est dii a I’effet du VPD (cf. équation 2). L’humidité de ’air et sa température
sont liées, une augmentation de la température de I’air entrainant une diminution de
I’humidité relative par I’augmentation de la valeur a saturation. Une réduction de
I’humidité de 1’air entraine une augmentation du VPD. Or, une augmentation du VPD
entraine majoritairement une augmentation de la transpiration (Grossiord et al., 2020).

- La vitesse du vent affecte également la transpiration bien que son effet dépende de la
valeur de la conductance stomatique (Schymanski and Or, 2016). Deux flux de
température sont présents dans les feuilles leur permettant de réguler leur température, le
flux de chaleur sensible (conduction, convection) et le flux de chaleur latente
(évaporation, vaporisation). Tandis que la chaleur sensible correspond uniquement a une
modification de la température de 1’eau, la chaleur latente modifie également son état
physique comme, par exemple, lors de 1’évaporation des molécules d’eau. Alors que la
vitesse du vent affecte ces deux flux de maniére similaire (positivement, de grandes
vitesses de vent entrainant une augmentation de ces flux, et donc un refroidissement des
feuilles), la conductance stomatique découple leurs effets (Schymanski and Or, 2016).

Lorsque la conductance stomatique est faible, le flux de chaleur sensible est dominant par
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rapport au flux de chaleur latente et le vent a alors un effet négligeable sur ce dernier.
Ainsi, en raison de I’augmentation du refroidissement de la température de la feuille, la
transpiration diminue avec I’augmentation de la vitesse du vent (Dixon and Grace, 1984;
Schymanski and Or, 2015; Schymanski and Or, 2016). Cette dissociation selon la valeur
de la conductance stomatique explique les résultats variés observés dans la littérature sur
I’effet de la vitesse du vent sur la transpiration.

- La concentration atmosphérique de CO: influence également la régulation de I’ouverture
des stomates. Il a ainsi €té observé qu’une concentration élevée en CO; entrainait une
diminution de la conductance stomatique par la fermeture des stomates et une diminution
de la transpiration (Ainsworth and Rogers, 2007; Qaderi et al., 2019). Bien qu’elle ait été
plus marquée chez les graminées que chez d’autres plantes tels les arbres ou les arbustes,
une diminution globale de 22% de la conductance stomatique avait ainsi été observée pour
une concentration en CO; autour de 567 pmol mol™! (Ainsworth and Rogers, 2007).

D’autre part, le fonctionnement des organes dépend également de paramétres internes tels que
le rythme circadien. Ce rythme affecte la conductance hydraulique des feuilles et des racines
(Resco de Dios and Gessler, 2018). Cette variation serait liée a I’expression des aquaporines.
Les aquaporines sont des protéines canaux transmembranaires qui permettent le transport de
I’eau et de petits solutés, et qui sont réparties en famille selon leur localisation au sein de la
cellule. Les principales sont les PIPs (Plasma membrane Intrinsic Proteins) localisées
majoritairement au niveau de la membrane plasmique et les TIPs (Tonoplast Intrinsic Proteins)
situées généralement au niveau de la membrane vacuolaire. Ainsi, la présence importante
d’aquaporines au niveau des racines matures permet de pallier la diminution de la perméabilité
due a la présence des bandes de Caspari (Maurel et al., 2008).

L’absorption de I’eau par le systeme racinaire varie également selon le type de racine,
’4ge de la plante ou encore la profondeur racinaire. La conductance hydraulique correspond a
I’ensemble des conductances hydrauliques axiales et radiales. Au sein d’une racine, ces
conductances axiales et radiales varient. Une conductivité hydraulique radiale plus faible est
ainsi retrouvée dans la partie mature de la racine du fait de la présence de barrieres
apoplasmiques et de subérine (Vetterlein and Doussan, 2016). Contrairement a la conductivité
hydraulique radiale, la conductivité hydraulique axiale augmente avec I’age de la racine en
raison de vaisseaux de xyléme plus matures (Vetterlein and Doussan, 2016). Alors que la
conductivit¢ hydraulique radiale détermine principalement 1’absorption racinaire, la
conductivité hydraulique axiale détermine principalement le transfert de 1’eau au sein de la

racine (Doussan et al., 2006). Cette conductivité hydraulique varie ainsi avec 1’anatomie des
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racines, une corrélation négative ayant été observée entre cette conductivité et le diameétre des
racines ainsi qu’avec |’épaisseur de cortex (Rieger and Litvin, 1999). Des différences
anatomiques ont ¢été mises en évidence entre des racines de différents ordres indiquant que la
fonction de ces racines varie également. Guo et al. (2008) ont observé chez des racines d’arbres
que 75% de la longueur racinaire totale des racines des cinq premiers ordres était liée a la
capacité d’absorption. Les racines d’ordre les plus faibles étaient ainsi caractérisées par une
proportion élevée de cortex et un faible rapport des diamétres stéle/racine. A partir des
troisiémes et quatriémes ordres, ce ratio augmentait, de méme que la proportion de cortex
diminuait entrainant un décalage de la fonction vers une capacité de transport. Des résultats
similaires ont été observés chez des plantes herbacées, monocotylédones et dicotylédones
(Zhou et al., 2022). Alors que I’évolution de la fonction des racines de dicotylédones selon
I’ordre de ramification était semblable a celle observée sur les arbres (Guo et al., 2008; Zhou et
al., 2022), les racines de différents ordres chez les monocotylédones avaient des fonctions
similaires, toutes les racines étant absorptives avec une légere augmentation de la capacité de
transport avec 1’ordre des racines (Zhou et al., 2022). L’absorption de I’eau par les plantes
dépend également de la taille du systéme racinaire qui augmente le volume de sol qui peut étre
exploité, la taille de I’interface sol-racines et la conductance hydraulique racinaire totale
(Vetterlein and Doussan, 2016). Le type de racines impliquées dans 1’absorption varie
¢galement selon 1’age de la plante. Ainsi, il a été observé chez un jeune lupin (2,5 - 3 semaines)
et un jeune mais (2 semaines) que I’absorption avait lieu principalement dans les racines
latérales (Zarebanadkouki et al., 2013; Ahmed et al., 2016) tandis que chez un mais mature (5
semaines) 1’absorption avait lieu principalement dans les racines nodales (Ahmed et al., 2018).
Par ailleurs, quelle que soit I’architecture du systéme racinaire, pivotant ou fasciculé,
I’absorption de I’eau est plus importante dans les couches supérieures du sol (Doussan et al.,
2006; Zarebanadkouki et al., 2013; Ahmed et al., 2016). La texture du sol influence aussi
I’absorption racinaire, 1’extraction d’eau étant plus prononcée dans des sols sableux par
exemple (Doussan et al., 2006). La conductivité¢ hydraulique du sol influe également. Le
mucilage, gel sécrété par les racines et composé d’environ 78.4% de polysaccharides, de 7.3%
de protéines, de 5.6% de minéraux et de 3.1% de lipides (Nazari, 2021), permet de maintenir
les racines en contact avec le sol et, pouvant adsorber 25 a 600 fois son poids sec en eau (Nazari,
2021), d’augmenter la capacité de rétention d’eau du sol, augmentant ainsi sa conductance
hydraulique (Ahmed et al., 2014). La présence de lipides dans le mucilage permet de diminuer
la tension de surface et de faciliter le drainage des pores de petite taille (Read et al., 2003).

Cependant, il a également été observé qu’une fois sec, le mucilage devient plus visqueux et
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hydrophobe, entrainant une diminution de la conductance hydraulique du sol (Carminati et al.,
2016). La balance entre augmentation et diminution de la conductance hydraulique du sol
dépend de la teneur en eau dans le mucilage et de la teneur en eau dans le sol. En effet, ces
auteurs ont observé que durant une période sans arrosage, la teneur en eau a proximité des
racines (rhizosphere) était supérieure a celle du reste du sol. Aprés réhydratation, la tendance
inverse a été observée avant que la teneur en eau dans la rhizosphére soit a nouveau supérieure
a celle du sol. Cet équilibre permet, pendant les périodes de sécheresse, de favoriser la
disponibilité de I’eau pour les racines et de limiter son entrée lorsque celle-ci est apportée en
grande quantité, limitant ainsi la survenue d’un choc osmotique (Carminati et al., 2010).
Cependant, cette hydrophobicité de la rhizosphére due a la déshydratation du mucilage impacte
le transport de 1’eau a I’interface sol-racines en limitant temporairement son absorption, et donc

la réhydratation des racines (Zarebanadkouki et al., 2018).

1.2.5. Stratégies d’utilisation de I’eau

Afin de survivre et de se reproduire, les plantes développent des stratégies pour s’adapter
aux épisodes de sécheresse. Ces stratégies dépendent notamment de I’intensité du stress
hydrique et du stade de développement de la plante (respectivement axe des abscisses et axe

des ordonnées sur la Figure 14).
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Les principales stratégies d’adaptation sont (i) I’échappement, (ii) I’évitement et (iii) la
tolérance a la sécheresse (Fang and Xiong, 2015; Volaire, 2018).

La stratégie d’échappement consiste en un ajustement du cycle de vie ou de reproduction
de la plante pour que la phase de croissance ait lieu avant la période de stress hydrique (Fang
and Xiong, 2015).

La stratégie d’évitement consiste au maintien des processus physiologiques et de
potentiels hydriques élevés lorsque les plantes sont soumises a un stress hydrique léger a
modéré. Ce maintien peut €tre dii a une augmentation du prélévement de 1’eau du sol par un
systetme racinaire développé. Une corrélation positive a ainsi été observée chez Phaseolus
acutifolius entre le degré de résistance a la sécheresse et la capacité de pénétration des racines
dans le sol (Mohamed et al., 2002). Le maintien des processus physiologiques et de potentiels
hydriques élevés peut également étre dii a une diminution de la perte en eau par une
accumulation de cire sur les feuilles, un enroulement de ces derniéres ou encore a la fermeture
précoce des stomates afin d’éviter la déshydratation des feuilles (Fang and Xiong, 2015).

La stratégie de tolérance permet de maintenir les activités physiologiques par la
régulation de voies métaboliques pour diminuer les effets ou réparer les dommages causés par
un stress hydrique sévere. Elle se caractérise ainsi par une ouverture stomatique plus longue qui
permet de maintenir la photosynthése tout en tolérant une déshydratation des tissus. Un des
mécanismes est l’ajustement osmotique qui consiste en 1’accumulation de substances
organiques et inorganiques (sucres, acides aminés, ions...) a ’intérieur des cellules. Cela
permet de réduire le potentiel osmotique et ainsi d’améliorer la rétention de I’eau cellulaire.
Fang et Xiong (2015) indiquent que 1’ajustement osmotique a été décrit comme permettant de
maintenir la structure cellulaire et la photosynthése a de faibles valeurs de potentiel hydrique,
de favoriser la croissance racinaire et de différer la mort cellulaire et la sénescence des feuilles.
Un autre mécanisme est la présence d’un systéme de défense a la fois enzymatique et non
enzymatique contre les radicaux d’oxygene libres qui s’accumulent en présence de sécheresse
et qui peuvent entrainer des déstructurations des membranes cellulaires, des protéines et des
enzymes, des perturbations métaboliques voire la mort de la plante (Fang and Xiong, 2015).
Enfin, la production de phytohormones telle ’ABA permet a la plante de réguler I’expression
des aquaporines et I’ouverture des stomates, et donc de conserver I’eau (Fang and Xiong, 2015;

Maurel et al., 2016; Singh et al., 2020).

Une autre terminologie, le concept d’isohydrie/anisohydrie, qui décrit la régulation du

potentiel hydrique notamment foliaire par la régulation des stomates a été proposée par Berger-
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Landefeldt (1936) et adaptée par Tardieu et Simonneau (1998). Les especes anisohydriques
présentent un potentiel hydrique foliaire diurne qui varie significativement avec la demande
¢vaporative et le potentiel hydrique du sol. Les espéces isohydriques quant a elles présentent
un potentiel hydrique foliaire diurne relativement stable en dépit de la diminution du potentiel
hydrique du sol. Bien que répandu, ce concept est sujet a caution. En effet, la dichotomie ne
rend pas compte de la variabilité des comportements rencontrés (Klein, 2014; Meinzer et al.,
2016; Hochberg et al., 2018). Le degré d’isohydrie d’une espéce existe ainsi au sein d’un
continuum et peut varier selon les conditions environnementales ou le stade de développement
de I’espéce (Klein, 2014; Meinzer et al., 2016; Hochberg et al., 2018; Feng et al., 2019). D’autre
part, différentes définitions sont apportées a 1’isohydrie/anisohydrie (Martinez-Vilalta and
Garcia-Forner, 2017; Hochberg et al., 2018). Selon les définitions qui le nécessitent, le potentiel
hydrique foliaire minimum est approximé par le potentiel hydrique de mi-journée (‘Wmp) et le
potentiel hydrique du sol est approximé par le potentiel hydrique foliaire de fin de nuit (‘Wpp).
Alors que Tardieu et Simonneau caractérisent le degré d’isohydrie d’une espéce selon la
stabilité du potentiel hydrique foliaire diurne en réponse a une diminution du potentiel hydrique
du sol, Klein définit ce degré selon la valeur de la différence de potentiel hydrique foliaire de
fin de nuit et de mi-journée. Ainsi, plus cette différence est faible, plus I’espéce est isohydrique
(Klein, 2014). Egalement en 2014, Martinez-Vilalta et al. ont proposé de caractériser
I’isohydrie d’une espece selon la valeur du coefficient directeur (o) de la relation affine qui relie
le potentiel hydrique foliaire de mi-journée en fonction du potentiel hydrique foliaire de fin de
nuit. Ainsi, un o égal a 0 implique une isohydrie stricte tandis qu'un ¢ égal a 1 implique une
anisohydrie stricte. Les especes ayant une valeur de ¢ intermédiaire sont caractérisées par une
isohydrie partielle alors que celles ayant un ¢ supérieur a 1 sont définies comme extrémement
anisohydriques (Martinez-Vilalta et al., 2014). En 2016, Meinzer et al. ont caractérisé le degré
d’isohydrie d’une espece par la valeur de « I’hydroscape ». L hydroscape est défini comme
¢tant 1’aire d’un triangle compris entre la régression affine de Martinez-Vilalta ef al. (2014),
I’axe des ordonnées et la fonction identité sur un graphe Wwmp versus Wpp. Cette définition
permet de caractériser la gamme des valeurs de potentiel hydrique sur laquelle les stomates sont
capables de réguler I’état hydrique des espéces. Ainsi, plus la valeur de I’hydroscape est élevée
plus I’espéce est anisohydrique (Meinzer et al., 2016). Récemment Jiang et al. (2021) ont
montré que le degré d’isohydrie était associé a la capacité¢ de stockage de I’eau et de
carbohydrates. Ainsi, les espéces avec un degré d’isohydrie €élevé sont caractérisées par une
capacité de stockage de 1’eau plus importante et une capacité de stockage de carbohydrates plus

faible que les especes avec un degré d’isohydrie faible (Jiang et al., 2021).
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La préférence pour I’'une ou I’autre de ces stratégies dépend des stratégies d’acquisition
des ressources par les plantes : d’une part, les espéces a croissance et a acquisition de ressources
rapides (Competitors sur la Figure 14) et d’autre part, les espéces a croissance lente avec une
stratégie de conservation des ressources (Stress tolerators sur la Figure 14). Ces stratégies
d’acquisition des ressources sont liées a la position des plantes sur le spectre économique des
différents organes, c’est-a-dire selon leurs traits fonctionnels (Grime et al., 1997; Westoby et
al., 2002; Wright et al., 2004; Reich et al., 2014). Selon Violle et al. (2007) les traits
fonctionnels sont définis comme des traits morpho-physio-phénologiques qui impactent la
croissance, la reproduction et la survie des plantes. Des syndromes de traits foliaires ont ainsi
¢té¢ mis en évidence. Les especes a croissance rapide sont caractérisées par des valeurs faibles
de densité de tissus et de matiere séche. Elles présentent en revanche des valeurs élevées de
teneur en eau et de nutriments tels que 1’azote, de surface spécifique foliaire (SLA) et de taux
de photosynthése (Garnier and Laurent, 1994; Grime et al., 1997; Westoby et al., 2002; Wright
et al., 2004; Pierce et al., 2007; de la Riva et al., 2019). Des syndromes de traits racinaires ont
¢galement été mis en évidence. Les racines des espéces a croissance rapide, et donc avec une
stratégie d’acquisition rapide des ressources, sont caractérisées par des valeurs faibles de
densité de tissus (Wahl and Ryser, 2000; Hummel et al., 2007), de matiere séche (Prieto et al.,
2015; Roumet et al., 2016) et de diametre (Prieto et al., 2015; Fort et al., 2017). A contrario,
ces especes présentent des valeurs €levées de longueur spécifique racinaire (SRL) (Prieto et al.,
2015; Roumet et al., 2016; Fort et al., 2017). Des corrélations négatives entre le diametre
racinaire et la proportion de stele (Wahl and Ryser, 2000; Hummel et al., 2007) ainsi qu’avec
la conductivité¢ hydraulique racinaire (Rieger and Litvin, 1999) ont été mises en évidence.
Masumoto et a/. (2022) ont également observé sur des fines racines d’arbres que la conductivité
hydraulique racinaire était corrélée positivement avec la densité de tissus suggérant que la
conductivité hydraulique représentait davantage la capacité de transport des racines. Par
ailleurs, une interdépendance entre les traits foliaires et les traits racinaires existent (Grime et
al., 1997; Zhou et al., 2021). Zhou et al. (2021) ont ainsi observé que la transpiration et la
conductance stomatique étaient inversement corrélées avec 1’épaisseur du cortex et
positivement avec le diameétre de la stéle des racines absorbantes. Ainsi, les espéces a croissance
rapide présentent une capacité d’exploitation des ressources du sol (SRL) et de la lumiére (SLA)
ainsi qu’une capacité de transport plus ¢élevées que les especes a croissance lente. Cependant,
ces dernieres sont plus a méme de faire face a un stress hydrique, une stratégie de conservation
des ressources ayant été liée a la tolérance face a un stress hydrique (Grime et al., 1997; Reich

et al., 2014; Volaire, 2018).
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1.2.6. Principales méthodes permettant I’étude des racines du point de vue
de I’eau

1.2.6.1. Pesées
La pesée permet de déterminer la teneur en eau des racines. La masse fraiche (masse
des racines obtenue apres prélévement et lavage pour enlever I’excédent de sol afin ne pas
biaiser la mesure) et la masse seéche (masse des racines obtenue apres passage a I’étuve) des
racines sont mesurées.

(Masse fraiche — Masse seche)
Teneur en eau = - X 100 [3]
Masse fraiche

La teneur en eau relative peut également étre calculée apres avoir pesé les racines a turgescence,
a la suite d’une réhydratation. La formule de calcul est alors :

] (Masse fraiche — Masse séche)
Teneur en eau relative = - - x 100 [4]
(Masse a turgescence — Masse seche)

La pesée est une méthode de référence pour mesurer la teneur en eau et est couramment
utilisée en laboratoire. Elle est facile a mettre en ceuvre et peu couteuse, cependant, elle est

destructive.

La pesée peut ¢galement s’effectuer a 1’échelle de la plante entiere, et non d’un organe
comme vu précédemment. Cette méthode permet alors de mesurer la transpiration d’une plante.
Elle consiste en des mesures répétées de la masse de plantes cultivées en pot ou en rhizotron.
Ce faisant, les plantes sont pesées avec le compartiment sol. Afin de limiter 1’influence de
I’évaporation dans ce compartiment, le sol est recouvert. Ainsi, la quantité d’eau perdue
représente seulement 1’eau utilisée par la plante. Cette méthode est non destructive, couramment
utilisée en laboratoire, facile & mettre en ceuvre et peu couteuse. Néanmoins, elle permet
d’étudier 'utilisation de 1’eau a I’échelle de la plante et n’est pas focalisée sur 1’utilisation a

I’échelle racinaire.

1.2.6.2. Mesure de la conductivité hydraulique racinaire
La conductivité hydraulique racinaire peut étre mesurée grace a un dispositif de
pression. Pour cela, une racine excisée est connectée de part et d’autre a une sonde de pression
(Steudle et al., 1987; Zhu and Steudle, 1991). La différence de pression ainsi que le flux d’eau
sont ensuite mesurés (Sperry et al., 1988), la conductivité hydraulique étant déterminée par le
rapport entre le flux d’eau et la différence de pression. Cette méthode a permis de mesurer a la

fois le flux hydrostatique (déplacement du ménisque dans le segment de racine) et le flux
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osmotique (variation de la pression osmotique), et de mettre en évidence des différences entre
les deux conductivités (Steudle et al., 1987). Ainsi, Zhu et Steudle (1991) ont mis en évidence
chez le mais une différence de conductivité hydraulique d’un ordre de grandeur entre la
conductivité hydrostatique (1.2 42.3 107 m! s MPa™) et la conductivité osmotique (1.6 3 2.8
108 m! st MPa!), bien que cette différence ne soit pas présente chez toutes les espéces comme
dans le cas de ’orge (Steudle et al., 1987). Cette méthode a également permis de mesurer la
cavitation dans le xyléme (Sperry et al., 1988; Cochard et al., 2013).

Cette technique est peu couteuse et permet de remonter a des parametres hydrauliques
racinaires nécessaires dans de nombreux modeles numériques qui permettent d’estimer le flux
dans les racines. Etant destructive, elle est cependant destinée au laboratoire. Par ailleurs, elle
permet de travailler uniquement sur un segment de racine et non sur une racine entire, et a
fortiori un systéme racinaire complet. En plus de la limite de 1’excision des racines, Steudle et
al. (1987) ont soulevé la problématique de 1’application de pressions uniquement positives qui,
bien qu’elles soient présentes dans les phénoménes de guttation (rosée du matin), ne rendent

pas compte des pressions négatives intervenant lors de la transpiration des plantes.

1.2.6.3. Capteurs de flux de séve

Différentes méthodes permettent de mesurer le flux de séve dans les racines. La plupart
de ces méthodes utilise la chaleur comme « traceur » du flux. Les méthodes a impulsion de
chaleur et par dissipation thermique font partie des méthodes les plus employées (Burgess et
al., 2000). La méthode a impulsion de chaleur consiste en I’insertion de deux électrodes
positionnées de maniere asymétrique de part et d’autre d’une électrode qui est chauffée par une
rapide impulsion de chaleur. Cette chaleur est transportée par conduction (en amont de
I’¢lectrode chauffée) et par convection (en aval) vers les deux autres sondes. Lorsque les deux
sondes atteignent la méme température, I’impulsion est considérée comme étant & mi-chemin
entre celles-ci. Ainsi, connaissant la distance entre les sondes et le temps ¢ nécessaire pour
atteindre la méme température, la vitesse du flux peut étre calculée, celle-ci étant inversement
proportionnelle au temps #. La méthode de dissipation thermique est fondée sur la différence de
température entre une ¢€lectrode chauffée et une électrode non chauffée positionnées dans le
xyléme. Sous l’effet du flux, la chaleur est dissipée par convection et la différence de
température entre les deux €lectrodes diminue. Ainsi, le flux est inversement proportionnel a la
différence de température. Ces mesures de flux de seve ont permis de montrer I’existence du

continuum sol-plante-atmosphére par I’observation de corrélations entre la transpiration et le
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flux de séve mesuré dans une branche, le tronc et une racine d’un arbre (Figure 15), et de
modifications de ces flux selon les paramétres climatiques et les saisons (Ziegler et al., 2009;
Bretfeld et al., 2017). Ces méthodes ont également été utilisées pour étudier les effets sur les
flux d’un assechement partiel de la zone racinaire. Il a ainsi été¢ montré que les flux d’eau étaient
plus ¢élevés dans la zone irriguée que dans la zone séche. De méme, les flux mesurés dans la
zone irriguée étaient plus élevés dans le cas d’une irrigation partielle de la zone racinaire que
dans le cas d’une irrigation homogene (Kang et al., 2003). Par ailleurs, grace a ces méthodes,
I’existence d’un flux racinaire bidirectionnel entre deux ramets interconnectés de Populus

tremuloides et ses variations selon ’atteinte d’un des systémes racinaires ont été mises en

¢vidence (Bretfeld et al., 2017).
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Figure 15. Variations au cours d’une journée de la transpiration (T) et du flux de séve mesuré dans les branches
(SFC), dans le tronc (SFS) et dans une racine (SFR) de Quercus robur en (a) octobre, (b) novembre, (c et d) avril,
(e) aott et (f) septembre (Ziegler et al., 2009).

Ces méthodes de mesure de flux de séve sont faciles a mettre en ccuvre, utilisables en
extérieur et peu couteuses. Cependant, la majorité de ces méthodes est invasive, nécessitant
I’implantation des capteurs dans le xyléme, et limitée a des espéces présentant de larges
diametres de racines. Ainsi, la plupart des racines étudiées sont des racines d’arbres bien

développées.
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1.2.6.4. Marquage isotopique

Le marquage isotopique repose sur 1’étude des concentrations en isotopes stables de
I’eau (‘H2'°0O, 'H,'®0 et 'H?H'®O) dans les compartiments du continuum sol-plante-
atmosphere. Cette méthode a permis 1’étude de I’absorption racinaire en déterminant
notamment la profondeur a laquelle les racines prélevaient 1’eau du sol et comment cette
profondeur évoluait avec le développement de la plante (Bariac et al., 1989; Bariac et al., 1994;
Wu et al., 2018; Liu et al., 2020). Il a ainsi été observé que les plantes prélevaient dans un
premier temps 1’eau présente dans les couches superficielles du sol puis que cette absorption se
propageait vers les couches les plus profondes. Le marquage isotopique a également permis
d’étudier la distribution de 1’eau au sein des racines lorsqu’une partie du systéme racinaire était
soumise a un déficit hydrique. La composition isotopique des différentes couches de sol ainsi
que de la plante était alors mesurée. En particulier, afin de s’assurer de mesurer 1I’ensemble de
I’eau collectée par la plante, cette composition isotopique était mesurée dans un organe qui ne
transpire pas tel que la base de la tige par exemple (Picon-Cochard et al., 2001). Le phénomene
d’ascenseur hydraulique (Prieto et al., 2012), soit une redistribution de 1’eau des parties
irriguées vers les parties seches, a ainsi ét¢ mis en évidence (Liu et al., 2014; Hafner et al.,
2017). Une différence dans le transport de I’eau entre les deux zones a également été observée,
avec un transport de I’eau d’abord dans les racines absorbantes puis de diameétre croissant dans
la partie irriguée du systéme racinaire alors que pour les zones privées d’irrigation, le transport
s’effectuait dans le sens inverse (Liu et al., 2014).

Le marquage isotopique est une méthode rapide et réalisable a I’extérieur du laboratoire.
Néanmoins, elle est destructive et difficile a mettre en ceuvre, I’apport des produits marqués sur
le terrain étant localisé et leur devenir dans le sol n’étant pas maitrisé. Par ailleurs, cette méthode
peut étre onéreuse en raison du colt des produits marqués et des analyses en spectrométrie de
masse. L’analyse des résultats en elle-méme peut présenter des difficultés, utilisation de

modele étant nécessaire.

1.2.6.5. Spectroscopie proche infrarouge
La spectroscopie proche infrarouge (ou NIRS pour Near Infra Red Spectroscopy)
permet d’estimer la présence de molécules organiques dans un échantillon d’intérét par I’étude
des liaisons chimiques qui les composent. La gamme de longueurs d’ondes utilisée s’étend de
800 a 2500 nm, bien que certains instruments NIRS aient une gamme de longueurs d’ondes

débutant a 350 nm. La méthode NIRS repose sur la vibration d’une liaison chimique due a
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I’absorption d’un photon par un électron impliqué dans la liaison. Cette vibration est
caractérisée par une fréquence fondamentale et des fréquences harmoniques, multiples de la
fréquence fondamentale. Au sein d’une molécule, différentes liaisons peuvent vibrer. Il est alors
possible de retrouver, dans le spectre, des bandes d’absorption dites de combinaison. Ces
bandes de combinaison apparaissent a la fréquence qui correspond a la combinaison linéaire
des fréquences fondamentales des liaisons impliquées. Généralement, le spectre proche
infrarouge est constitué des bandes d’absorption correspondant aux harmoniques et aux
combinaisons. Une molécule, du fait de sa composition, posseéde donc un spectre qui lui est
propre. Sa concentration dans un échantillon est proportionnelle a I’absorption et peut étre
estimée grace a la loi de Beer-Lambert. Bien que cette méthode ait notamment été appliquée
sur les feuilles (Jin et al., 2017; Ma et al., 2019; Torres et al., 2019; Wang et al., 2022), elle est
prometteuse pour estimer la teneur en eau des racines. Il a en effet ét¢ montré lors d’un stage
réalisé en 2021 que la diminution de la teneur en eau dans les racines a la suite d’un stress
hydrique s’accompagnait d’une augmentation de la réflectance (Figure 16, Arnault, 2021). Ce
résultat était en accord avec ce qui avait été observé par ailleurs sur les feuilles (Hunt Jr and

Rock, 1989).

Teneur en eau des

0,7 racines (%)
e—75.5
0,5 70.4
\ 65.8
g 04 60.9
o
55.3
S 03
= 50.5
&
0,2 45.2
—A0.7
0,1 —35.8
—30.4
0,0

1100 1300 1500 1700 1900 2100 2300 2500
Longueur d'onde (nm)

Figure 16. Spectres NIRS obtenus entre 1100 et 2500 nm pour différentes teneurs en eau de racines de Dactylis
glomerata (Arnault, 2021).

Le NIRS est une technique non invasive, non destructive et non ionisante. Elle permet

des mesures rapides et localisées pour un colit avantageux, et peut étre emmenée a 1’extérieur
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du laboratoire. Cependant, pour pouvoir estimer la teneur en eau d’un échantillon, elle nécessite

une calibration qui est destructive, les organes d’intérét étant prélevés et pesés.

1.2.6.6. Imagerie a transmission de lumiére

L’imagerie a transmission de lumiére s’effectue sur des rhizotrons remplis d’un milieu
sableux dans lequel I’espece étudiée est plantée. Une source lumineuse placée a proximité du
rhizotron émet un rayonnement incident qui traverse 1’échantillon. La lumiére transmise est
captée et enregistrée par des caméras CCD positionnées a quelques metres du rhizotron
(Doussan et al., 2006; Garrigues et al., 2006). L’intensité¢ de la lumiere transmise dépend du
facteur de transmission de la lumiére aux interfaces sable-eau et sable-air. Ce facteur étant plus
¢levé pour I’interface sable-eau (0.991) que pour ’interface sable-air (0.946), I’intensité de la
lumiére transmise augmente avec la quantité d’eau (Tidwell and Glass, 1994). Cette méthode
permet d’étudier 1’absorption racinaire temporellement mais aussi spatialement. Elle a
notamment permis de suivre I’extraction de I’eau par des plants de lupin ayant des architectures
racinaires différentes, 1’un présentant un systéme pivotant et I’autre un systéme fasciculé
(Garrigues et al., 2006). La formation d’un front d’extraction d’eau proche de la surface du sol
et sa propagation vers les zones plus profondes ont ainsi été mises en évidence. De méme, une
différence d’extraction entre les deux types d’architecture a été observée, avec une extraction
plus importante pour le systeme pivotant mais localisée sur la moitié supérieure alors que pour

I’architecture fasciculée 1’extraction était plus homogene (Figure 17, Garrigues et al., 2006).
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Figure 17. Variations de la teneur en eau au cours du temps dues a ’absorption racinaire par des lupins ayant A,
un systéme racinaire pivotant et B, un systéme racinaire fasciculé (Garrigues et al., 2006).



Chapitre I. Etat de 1art

L’imagerie par transmission de lumicre est non invasive, non destructive et non
ionisante. Par ailleurs, le matériel nécessaire a sa mise en ceuvre est facile a se procurer et peu
couteux. Une résolution spatiale entre 200 et 500 um peut étre obtenue. Cependant, 1’épaisseur
du rhizotron est limitée a quelques centimetres et le sol utilisé est spécifique afin de favoriser
la transmission de lumiére et le contraste. Ainsi, un milieu opaque ne peut pas étre utilisé

(Doussan and Garrigues, 2019).

1.2.6.7. Radiographie/Tomographie a neutrons

La radiographie/tomographie a neutrons repose sur ’interaction des neutrons avec les
noyaux des atomes composant 1’échantillon étudié. Un flux de neutrons incident est émis en
direction de I’échantillon. Lorsque les neutrons traversent I’échantillon, une partie du flux de
neutrons est absorbée ou dispersée. Ce phénoméne est appelé atténuation et son intensité est
caractérisée par un coefficient d’atténuation. Ce coefficient varie entre atomes, et donc
molécules, mais également entre les isotopes. Par exemple, le coefficient d’atténuation de 1’eau
(‘H20) est de 3.65 cm™ tandis que celui de I’eau deutérée (*H20) est de 0.61 cm™! (Cai et al.,
2022). Le flux sortant, atténué, est capté par un scintillateur qui convertit les neutrons en lumiére
qui est enregistrée par des caméras CCD afin d’obtenir une image (Moradi et al., 2013; Cai et
al., 2022). Cette méthode permet 1’étude de la teneur en eau des racines et de la rhizosphére
(Esser et al., 2010; Moradi et al., 2011), de I’absorption racinaire (Zarebanadkouki et al., 2013;
Ahmed et al., 2016; Ahmed et al., 2018; Cai et al., 2022) et du transport de 1’eau dans les racines

(Totzke et al., 2017; Zarebanadkouki et al., 2019).
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Figure 18. Suivi longitudinal par tomographie du systéme racinaire d'un lupin apres injection d'eau deutérée dans
le bas de I'échantillon. Visualisation de la montée du front d'eau (bleu) poussée par I'eau deutérée (Totzke et al.,
2017).
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La radiographie/tomographie a neutrons présente différents avantages tels qu’une
résolution spatiale de I’ordre de la centaine de micrometres et une résolution temporelle entre
1 et 30 secondes pour la radiographie (2D), et entre 2 et 5 heures pour la tomographie (3D). Par
ailleurs, il s’agit d’une méthode non invasive et non destructive. Cependant, elle est limitée a
des applications en laboratoire. L’épaisseur des contenants est également limitée (entre la
dizaine de millimetres et quelques centimétres) afin que le flux de neutrons puisse traverser tout
I’échantillon. De méme, la texture du sol influence la qualité des images obtenues. De ce fait,
la majorité¢ des études a été menée sur des sols sableux, notamment de sable quartz, qui
présentent une faible rétention de 1’eau et de faibles coefficients d’atténuation (0.13 cm™). Par
ailleurs, il été observé que I’irradiation des plantes par les neutrons pouvait affecter I’expression
des génes ou encore la concentration en chlorophylle. De méme, selon la concentration et la
fréquence d’injection, I’ajout d’eau deutérée pour étudier le transport de I’eau peut impacter la

croissance de la plante (Cai et al., 2022).

1.2.6.8. Radiographie/tomographie a rayons X

La radiographie/tomographie a rayons X, rayonnements ¢lectromagnétiques de
longueur d’onde comprise entre 0.03 et 10 nm, repose sur I’atténuation de ces rayons lorsqu’ils
traversent un échantillon. La source de rayons X est constituée d’une cathode et d’une anode.
Lorsqu’un courant électrique €levé est appliqué entre les deux électrodes, les électrons sont
accélérés et émettent des rayons X. Lorsque ce rayonnement traverse 1’échantillon, une partie
est absorbée par 1’échantillon tandis qu'une autre est dispersée et détectée. Cette méthode est
principalement employée pour visualiser I’architecture racinaire et étudier les interactions sol-
racines (Mooney et al., 2012). L absorption racinaire et le transport de 1’eau dans la rhizosphere
peuvent également étre étudiés (Pierret et al., 2003; Doussan et al., 2006; Daly et al., 2018;
Jung et al., 2020). Des mesures ayant été réalisées autour de la coiffe ont ainsi montré que, dans
la rhizospheére, le transport de I’eau était davantage influencé par la présence de mucilage alors
que dans le sol, il était davantage influencé par la gravité (Jung et al., 2020). L’effet d’un déficit
hydrique sur les plantes a également pu étre observé. Ainsi, Khalil ef al. (2020) ont montré une

diminution du volume racinaire avec la diminution de la disponibilité en eau dans le sol.
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Figure 19. Evolution de la teneur en eau dans un rhizotron contenant un lupin avec un systéme racinaire pivotant.
L’absorption racinaire est visible par une diminution de la teneur en eau moyenne au cours du temps (Doussan et
al., 2006).

La radiographie/tomographie a rayons X est une technique non invasive et non
destructive qui permet d’obtenir des images avec de hautes résolutions spatiales (entre 50 et
100 um) et temporelles (de 1’ordre de la dizaine de secondes pour un scan). Une résolution
spatiale inférieure au micrométre peut étre obtenue avec 1’utilisation de la microtomographie.
Néanmoins, I’utilisation de cette méthode est limitée & un usage en laboratoire et a des
¢chantillons de diamétre de I’ordre de quelques centimeétres. Par ailleurs, il s’agit d’'une méthode
ionisante qui peut avoir des effets sur les plantes. Pour de faible dose de rayons X (<30 Gy),
Zappala et al. (2013) ont recensé, sur la base d’une revue de la littérature et d’une
expérimentation sur du riz, aucun effet délétere sur la croissance des plantes. Cependant, il
s’avere que cela dépend de ’espece étudiée. Blaser ef al. (2018) ont ainsi constaté un effet dose
sur la croissance des racines de Vicia faba et une absence d’effet sur celles de Hordeum vulgare.
Cet effet était d’autant plus important que la fréquence des scans était élevée.

Couplées a des modélisations, I’imagerie a transmission de Ilumiere, la
radiographie/tomographie a neutrons et a rayons X permettent é¢galement d’estimer le flux dans

les racines et d’obtenir une distribution de ces flux (Figure 20).
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Figure 20. Simulation de la variation de la teneur en eau du sol (a) et de la densité de flux d’eau dans les racines
(b) sur la base des résultats de I’imagerie par rayons X de la Figure 19 (Doussan et al., 2006).

1.2.6.9. Imagerie par Résonance Magnétique a haut champ

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) repose sur 1’é¢tude des propriétés
magnétiques de certains noyaux tels que celui d’hydrogeéne. Le principe de cette méthode sera
un peu plus détaillé dans la partie 1.3. La Résonance Magnétique Nucléaire. Grace a la
présence de gradients de champ magnétique dans les trois dimensions (X, y et z) qui permettent
de faire varier linéairement le champ magnétique, des images peuvent étre obtenues. L’IRM
permet de mesurer la teneur en eau des racines (Haber-Pohlmeier et al., 2019) et d’étudier
I’absorption racinaire (Bottomley et al., 1986; Pohlmeier et al., 2008; Pohlmeier et al., 2010;
Haber-Pohlmeier et al., 2017). 1l a ainsi été observé que cette absorption n’était pas
uniformément répartie au sein du systéme racinaire, une plus grande quantité d’eau étant
absorbée dans les couches supérieures du sol et cela, quelle que soit I’architecture du systeme
racinaire (Bottomley et al., 1986; Pohlmeier et al., 2008; Pohlmeier et al., 2010). L’IRM permet
¢galement de visualiser la structure interne des racines et ainsi de localiser les vaisseaux

conducteurs de xyléme et de phloéme (Figure 21, Metzner et al., 2014).
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Figure 21. Visualisation des structures internes d’une racine de patate douce sur deux coupes (B, C et D, E) grace
a des cartes 7> (temps de relaxation transversale). Sur la sous-figure C, observation du xyléme (X, fléche rouge),
du phloéme (Ph, fléche bleue), du parenchyme (Pa) et du cambium (Ca, fléche blanche) (Metzner et al., 2014).

L’IRM est une méthode non destructive, non invasive et non ionisante qui permet un
panel de mesures variées. Cependant, dans la majorité des études, notamment réalisées a haut
champ magnétique, la taille de I’échantillon est limitée pour pouvoir étre introduit dans
I’ouverture de I’imageur. Par ailleurs, la nature du sol impacte la qualité des résultats obtenus
(Rogers and Bottomley, 1987; Pohlmeier et al., 2008; Pflugfelder et al., 2017). Ces instruments
a haut champ magnétique sont couteux et leur usage limité au laboratoire. Un moyen de

contourner ce probléme est de s’orienter vers des dispositifs portables, a bas champ magnétique.

Le Tableau 1 ci-apres récapitule les objectifs, les avantages et les inconvénients des
méthodes présentées précédemment. Il est suivi par une partie détaillant le principe et les

mesures RMN qui font I’objet de cette these.
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Tableau 1. Objectifs de mesure, avantages et inconvénients des principales méthodes employées pour étudier 1'eau dans les racines.

Méthode

Objectifs

Avantages

Inconvénients

Invasive et/ou destructive

Pesée (des racines)

Teneur en eau

Méthode de référence
Coit
Facile a mettre en ccuvre

Destructive

Précision de la balance (doit étre suffisante
pour de petits échantillons)

Limitée au laboratoire (besoin d’étuve, de

balance)
Sonde de pression Conductivité hydraulique | e Cofit e Destructive
Différenciation flux Inadaptée pour de trés fines racines peu

osmotique/flux hydrostatique

lignifiées
Limitée a des segments de racines
Limitée a des pressions positives

Capteur de flux de seve

Flux d’eau

Cont
Facile a mettre en ccuvre
Utilisable a Dextérieur du

Invasif
Limité aux grosses racines, essentiellement
sur les arbres

laboratoire
Marquage isotopique Absorption racinaire e Rapide e Destructif
e Utilisable a [ID’extéricur du | e Coit
laboratoire e Difficile a mettre en ceuvre

Non invasive, non destructive

Pesée (de la plante avec le

sol)

Flux d’eau (transpiration)

Méthode de référence
Cont
Facile a mettre en ccuvre

Mesure a I’échelle de la plante

Précision de la balance par rapport aux flux
d’eau

Limitée au laboratoire (plante transplantée)

Spectroscopie proche

infrarouge

Teneur en eau

Non ionisant
Cott

Rapide
Utilisable a
laboratoire

Pextérieur du

Calibration nécessaire (et destructive)
Fenétre de mesure limitée

Imagerie a transmission de

lumiére

e Teneur en eau
e Absorption racinaire

Non ionisant

Résolution spatiale (~200-500
pm)

Cott

Limitée au laboratoire
Epaisseur des contenants
Sol spécifique
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Méthode

Objectifs

Avantages

Inconvénients

Pas d’autres sources de lumiére que celle de
I’instrument pendant les mesures
Amplification/accélération des processus
d’absorption

Radiographie/tomographie

a neutron

e Absorption racinaire
e Flux d’eau
e Teneur en cau

Résolution temporelle
Résolution spatiale (~100 pm)

Limitée au laboratoire

Epaisseur des contenants

Dépend de la texture du sol (essentiellement
dans du sable quartz (sable>90%)
Irradiation des plantes qui peut affecter
I’expression des génes ou encore la
concentration en chlorophylle

Impact du D,O sur la croissance de la plante
(selon la concentration et la fréquence
d’injection)

Colt

Radiographie/tomographie

arayons X

e Absorption racinaire
e Teneur en eau

Résolution temporelle
Résolution spatiale (~50-100
pm)

Limitée au laboratoire

Taille de I’échantillon

Effet dose (quantité de rayons, fréquence
d’exposition...)

Colit

Imagerie par Résonance

Magnétique (haut champ)

e Absorption racinaire
e Teneur en eau

Non ionisant
Résolution spatiale (~100 pm)

Limitée au laboratoire
Taille de 1’échantillon
Impact de la nature du sol
Coiit
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1.3. La Résonance Magnétique Nucléaire

I.3.1. Principes

Le moment magnétique nucléaire, propriété indispensable pour les mesures par RMN,
a ét¢ découvert en 1938 par Isaac Rabbi. Cette découverte a permis de réaliser les premiéres
expériences de RMN en 1946 par deux groupes de manicre indépendante, Félix Bloch a
Stanford et Edward Purcell a Harvard (Bloch, 1946; Purcell et al., 1946). Cette méthode permet
I’étude non invasive de toute matiére composée d’atomes aux noyaux possédant des propriétés
magnétiques. Ces propriétés magnétiques sont liées au nombre de spin nucléaire / selon la

relation :

. h .
h=v5-l [5]
avec [I le moment magnétique, y le rapport gyromagnétique (rad s T), / la constante de
Planck (6.626.103*] s) et Ile spin nucléaire. D’apres 1’équation 5, il apparait que seuls les
noyaux possédant des spins nucléaires non nuls, entier ou demi-entier, peuvent étre étudiés par
RMN. Lorsque les spins sont soumis a un champ magnétique externe By, ils précessent a la

fréquence de Larmor

fo=5=Bo [6]

Le noyau le plus étudié est celui de I’hydrogéne 'H, de spin Y, car il présente des
propriétés avantageuses qui font de lui le noyau le plus sensible en RMN : (i) son rapport
gyromagnétique est le plus élevé (268.10° rad s T) et (ii) son abondance isotopique est
importante (99.98%). Le nombre de spin détermine le nombre de niveaux d’énergie pouvant
étre occupés par les noyaux, celui-ci correspondant a 27 + 1. Ainsi, dans le cas de la RMN de
I’hydrogene aussi appelée RMN du proton, deux niveaux d’énergie existent, le niveau de basse
énergie (a) et le niveau de haute énergie (B). Lorsque les spins sont soumis a un champ
magnétique externe Bo (par convention le long de ’axe z), ils se répartissent selon ces niveaux
d’énergie. Cette répartition est caractérisée par la distribution de Boltzmann et n’est pas
strictement équivalente, le niveau de plus basse énergie étant favorisé. Le rapport de la

répartition des spins selon ces deux états correspond a :
_hfo

Bl -

avec T la température (K), kp la constante de Boltzmann (1.381.102 J K') et fy la fréquence de

Larmor déterminée suivant ’équation 6 (s™! ou Hz).
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Dans le tableau 2, des exemples d’aimantation pour I’hydrogéne a différents champs
magnétiques Bo a température ambiante sont présentés. Il apparait que, bien que 1’augmentation
du champ magnétique Bo permette 1’augmentation de la sensibilit¢ de la mesure RMN,
I’aimantation est, de maniére générale, faible.

Tableau 2. Exemples des fréquences de Larmor et d’aimantation pour le noyau d’hydrogéne pour différents

champs magnétiques By a température ambiante (298 K soit 25°C). L’aimantation, soit la différence de population
entre les deux niveaux d’énergie (ppm) est calculée a partir de I’équation 7

By (T) Fréquence de Larmor f, (MHz) Aimantation (ppm)
(cf. équation 6)

0.3 (NMR-MOUSE) 12,80 1

3 (Hopital) 127,96 10

4.7 (Recherche) 200,47 16

11.7 (Recherche) 499,05 40

28.1 (Spectrometre au champ By 1200 97

le plus élevé)

Au niveau macroscopique, cette distribution des spins se traduit par une aimantation
résiduelle (Mo) le long de Bo. Les descriptions qui vont suivre se feront en considérant le
principe de la RMN d’un point de vue macroscopique et en ne travaillant qu’a partir de cette
aimantation résiduelle. De I’énergie est fournie au systéme par une impulsion radiofréquence
(RF) a la fréquence fo de résonance des noyaux afin de perturber le systeme. Cette impulsion
RF produit un champ magnétique Bi, perpendiculaire au champ magnétique Bo, qui entraine
une transition des spins de 1’état de basse énergie vers celui de haute énergie. Au niveau
macroscopique cela se traduit par un basculement du vecteur d’aimantation Mo dans le plan xy.
A Iarrét du champ magnétique By par 1’arrét de I’impulsion RF, les spins nucléaires retournent
a leur état initial et le vecteur d’aimantation redevient colinéaire avec le champ Bo. Un champ
électromagnétique restituant I’énergie fournie précédemment est alors émis. Ce phénomeéne est
appelé relaxation et ’onde émise est enregistrée par une antenne donnant ainsi le signal RMN.

Ce signal S peut €tre décrit comme suit :

S(t) « (1 - e_t/Tl) (e_t/TZ) [8]
avec ¢ le temps d’évolution du signal, 71 le temps de relaxation longitudinale et 7> le temps de
relaxation transversale. La relaxation longitudinale correspond au retour a 1’état fondamental
des noyaux c’est-a-dire au retour du vecteur d’aimantation le long de 1’axe z. Le temps de
relaxation longitudinale 77 correspond au temps nécessaire pour que le signal RMN atteigne
63% de I’aimantation initiale Mo. La relaxation transversale correspond au déphasage des spins
nucléaires. Le temps de relaxation transversale 72 correspond au temps pour lequel 1’intensité

du signal RMN décroit de 63% de sa valeur initiale My dans le plan xy. Ces phénoménes de
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relaxation ayant une part importante dans mes travaux, ils sont décrits plus en détail dans la

partie suivante.

1.3.2. Mécanismes de relaxation

La relaxation correspond au retour a la position initiale Mo des spins (position
d’équilibre). Les temps de relaxation (ou leurs inverses, les vitesses de relaxation) peuvent étre
influencés par les mouvements moléculaires et les interactions des molécules avec leur
environnement tels que le transfert d’aimantation, la rotation ou encore la translation des
molécules (Levitt, 2006; Keeler, 2007). Il est pertinent de connaitre ces différents mécanismes
afin de concevoir des protocoles expérimentaux permettant de hiérarchiser leur influence dans
les systemes étudi¢s. Dans le cadre de la thése, nous nous intéressons principalement a la
relaxation transversale, et donc au 7>. Celle-ci correspond a la décroissance de 1’aimantation
sur le plan transversal en raison de « la perte de mémoire » de phase des spins. De ce fait, tout
mécanisme induisant un déphasage des spins est un potentiel mécanisme de relaxation. Nous
allons donc traiter principalement de la composante 7> et de 1’effet que les mécanismes de

relaxation ont sur sa valeur.

1.3.2.1. Interactions dipole-dipole
Dans le cas de spins 'z, le mécanisme majoritaire est le mécanisme dipdle-dipole
(interactions entre spins). Les interactions entre spins génerent des champs magnétiques locaux
fluctuants dont les intensités sont largement inférieures aux intensités des champs Bo et B1. Ces
champs locaux varient en intensité et en orientation selon 1’agitation thermique des molécules
et diminuent avec la distance entre les noyaux. Les temps de relaxation dépendent du temps de
corrélation 1. (Bloembergen et al., 1948). Celui-ci est défini comme étant le temps moyen pour

un spin de se réorienter de 1 radian par rapport a sa position d’origine.
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Augmentation de la viscosité, de la force des

liaisons moléculaires (solide, eau li¢e...)
10" >

Temps de relaxation 7, T,

0T, <<1

10° 1 1 1
107"° 10" 10”7 10°
Temps de corrélation T_(s)
Figure 22. Evolution des temps de relaxation selon le temps de corrélation t.. wo = 27 fo,

Selon la valeur de ce temps de corrélation par rapport a la fréquence de Larmor,
différents régimes peuvent étre observés (Figure 22). Si les mouvements moléculaires sont
rapides (t. faible), les champs locaux vus par les noyaux changent réguliérement. A 1’échelle
de temps de la RMN, cela se comporte comme un champ local homogéne. De ce fait, plus la
vitesse de rotation moléculaire est €élevée, plus cette contribution sur la relaxation diminue.
Ainsi, les mouvements rapides sont caractérisés par des 7> longs (Figure 22, cas mote <<I). A
contrario, dans le cas des mouvements lents (t. €levé) les champs locaux moyens sont plus
dispersés et donc la relaxation est plus rapide. Les 7> sont alors courts (Figure 22, cas wote >1).
D’autres mécanismes, dont les principaux sont présentés ci-apres, influencent la relaxation

transversale. Ainsi, le 7> mesuré correspond a un 7> apparent.

1.3.2.2. Inhomogénéités du champ magnétique Bo
Théoriquement, le champs magnétique Bo est homogene. Cependant, en pratique, il
présente des hétérogénéités (ABo) non maitrisées par 1’utilisateur. Les hétérogénéités de Bo sont
dues aux irrégularités méme du champ magnétique et sont d’autant plus importantes que le
champ magnétique est €élevé. Ces inhomogénéités des champs magnétiques contribuent a la

relaxation transversale selon :
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L1, Y, [9]
T, inn T, 2

1.3.2.3. Particules paramagnétiques
Le paramagnétisme est observé dans le cas de particules contenant des électrons
célibataires. Or, ces ¢électrons possédent un spin et génerent ainsi des champs locaux. Ces
derniers étant plus élevés que les champs locaux générés par les noyaux, ils constituent une
source importante de relaxation y compris lorsque les particules paramagnétiques sont en faible
concentration. L’aluminium, les ions potassium et magnésium, que 1’on peut retrouver dans le
sol, ou encore I’oxygene gazeux, qui peut €tre présent dans des vaisseaux de xyléme lorsque

ces derniers s’embolisent, font partie de ces substances paramagnétiques.

1.3.2.4. Relaxation surfacique
Dans le cas de milieux poreux ou des tissus biologiques, les molécules d’eau peuvent
interagir avec la surface des pores ou des compartiments cellulaires entrainant une contribution
supplémentaire a la relaxation (Brownstein and Tarr, 1979; Washburn, 2014). Celle-ci dépend
de la surface (S) et du volume (V) du compartiment considéré et de la relaxivité de surface (p).
La relaxivité de surface est une constante de proportionnalité qui caractérise 1’efficacité de la
relaxation induite par les interactions des noyaux du fluide considéré avec les interfaces du

compartiment.

1 1 S
= —+pg [10]
TZsurf TZ V

Il apparait que les différents mécanismes de relaxation présentés ici entraine un 7>
apparent plus court que le 7> initial. Selon ce que I’on souhaite étudier, I’objectif est de limiter
I’influence de certains mécanismes de relaxation. Cette limitation s’effectue par le choix des
parameétres des séquences de mesure. La hiérarchisation des mécanismes de relaxation peut

¢galement se faire par le conditionnement de I’échantillon et des conditions environnementales.

1.3.3. Principales séquences de mesure
Les séquences de mesure se décomposent en deux parties : une période de préparation

du signal et une période de détection du signal. Ci-apres sont présentées les séquences les plus
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généralement utilisées pour mesurer les temps de relaxation 77 et 7> ainsi que les déplacements

des molécules comme la diffusion translationnelle et le flux.

1.3.3.1. Mesure du 71
Les séquences d’inversion-récupération (IR) et de saturation-récupération (SR) sont les
séquences les plus utilisées pour mesurer le 77. La séquence d’inversion-récupération
correspond a une impulsion 180° espacée par un temps d’évolution t d’une impulsion 90° de
lecture. La séquence de saturation-récupération différe de la séquence IR par sa période de
préparation du signal. En effet, au lieu d’une impulsion 180°, une succession d’impulsions 90°
est appliquée. Ces séquences sont répétées en faisant varier le temps d’évolution et la
composante 77 est obtenue grace a I’ajustement de la courbe expérimentale avec un modele
exponentiel de la forme
S(T) « (1—e /1) [11]
pour la séquence SR et de la forme
S(t) « (1 —2e” /r1) [12]

pour la séquence IR.

1.3.3.2. Mesure du 7>

Les 7> sont généralement mesurés grace a la séquence de Carr-Purcell-Meiboom-Gill
(CPMG) (Meiboom and Gill, 1958). Cette séquence se fonde sur 1’écho de Hahn (Hahn, 1950).
L’¢écho de Hahn consiste en I’application d’une impulsion 90° suivi par un temps T d’une
impulsion 180° (90° — T — 180°). Pour obtenir une décroissance, n échos de Hahn sont appliqués
en faisant varier t. En 1954, Carr et Purcell (CP) ont proposé une variante de I’écho de Hahn.
IIs ont étudié¢ I’effet de la diffusion sur le signal qui est toujours présent en raison des gradients
de champ magnétique (gradients d’imagerie ou inhomogénéités de 1’échantillon) et qui entraine
une accélération de la décroissance RMN. Son influence pouvait toutefois étre diminuée par
I’utilisation d’un temps t court et d’un nombre ¢levé (n) d’impulsions 180° comme le montre
I’équation 13.

(—_t+—)/zGZT3D)
S(t) = Spexp\Tz~  12n? [13]
Ainsi, la séquence CP consiste en I’application d’une seule impulsion 90° suivie par un train
d’impulsions 180° : 90x° — (T — 180x° — 1) (Carr and Purcell, 1954). En 1958, Meiboom et Gill

ont montré que dans la séquence de Carr et Purcell une faible déviation de I’impulsion 180°
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avait une forte influence sur le 77 en raison de I’effet cumulatif et délétere de la refocalisation
incomplete des spins qui entraine une accélération de la relaxation transversale (Figure 23.a).
Ils ont ainsi proposé de décaler la phase de I'impulsion 180° de ™/, par rapport a la phase de
I’impulsion 90° (Meiboom and Gill, 1958). Ainsi, la séquence CPMG correspond a 90,° — (1 —
180y° — 1)n. Cette modification rend la séquence CPMG résiliente a I’imperfection des

impulsions de refocalisation. En effet, méme avec une impulsion de 171° (Figure 23.b), la

polarisation se retrouve parfaitement sur le plan transversal tous les échos pairs.

(@
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Figure 23. Décroissances obtenues avec une séquence CP (a) et une séquence CPMG (b). L'erreur cumulative
visible sur la premiére décroissance disparait sur la seconde (Meiboom and Gill, 1958)

1.3.3.3. Mesure des déplacements moléculaires

Les déplacements moléculaires peuvent étre incohérents, i.e., la diffusion ou
mouvement Brownien, ou cohérents, i.e., les flux qui correspondent a une translation des
molécules sous I’effet d’un gradient physique (chimique, ¢électrique, de pression...). Il existe
trois grandes catégories de mesures de flux par RMN : (i) les méthodes d’encodage de phase,
(1) les méthodes d’entrée et de sortie des molécules de la zone de mesure et (ii1) les méthodes
de temps de vol (Pope and Yao, 1993).

Les méthodes d’encodage de phase font intervenir I’utilisation de gradients de champ
magnétique dans la direction du flux et permettent a la fois de mesurer les flux et la diffusion.

Les séquences principalement employées sont les séquences utilisant des gradients pulsés
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(PFG, Pulsed Field Gradient). Celles-ci comprennent au minimum deux impulsions de
gradients dont les effets sont opposés : I’'un code la position spatiale des spins tandis que le
second la décode. Ainsi, la phase finale des spins est liée au déplacement des molécules, et donc
a leur vitesse (Callaghan and Xia, 1991; Pope and Yao, 1993; Johnson, 1999). La séquence
PFG, qui est une des plus communément utilisée, comprend deux impulsions de gradients
similaires (méme durée d’application § et valeurs absolues d’amplitudes g) aux effets opposés
séparées par un temps de diffusion A. Les deux impulsions de gradient sont séparées soit par
une impulsion 180° (cas de la séquence avec spin écho, PFG-SE), soit par deux impulsions 90°
(cas de la séquence avec écho stimulé, PFG-STE) (Johnson, 1999). Cette séquence est répétée
en faisant varier I’aire des gradients (généralement g) ou le temps A. Dans le cas de systémes
biologiques pour lesquels 7><<Ti, il est préférable d’utiliser la méthode PFG-STE car
I’information est stockée dans le plan longitudinal (90° aprés le premier 90°). Dans ces cas-1a,
A est limité par le 7' et peut Etre augmenté par rapport a une séquence basée sur I’écho de spin
(Johnson, 1999; Casanova et al., 2004). La diffusion (D) peut étre extraite par application d’un
modele exponentiel directement sur les signaux mesurés aprés une premicre transformée de
Fourier selon 1’équation 14 avec A’, le temps de diffusion dont I’expression dépend de la
séquence utilisée.
S(g) = Spexp™ 90D [14]
En présence d’un flux de vitesse v, ’équation 14 devient :
S(g) — Soexp—(ygS)ZDA’+ivyg6A’ [15]
La mesure des flux nécessite alors I’application d’une transformée de Fourier supplémentaire
afin de tenir compte de la phase (équation 15) et d’obtenir un propagateur moyen (Figure 24).
Celui-ci donne la probabilité pour qu’une molécule présente dans I’échantillon se soit déplacée
d’une quantité r’-r durant le temps A, avec r’, la position de la molécule a la fin de la s€quence
et 1, la position initiale de la molécule. Ainsi, en absence de flux, 1’action du premier gradient
est totalement compensée par 1’application du second, ce qui se traduit par un propagateur en
forme de gaussienne centrée autour de 0. Siun flux est présent, la gaussienne est centrée autour
de r’-r qui est égal a VA, avec v la vitesse moyenne du flux (Callaghan and Xia, 1991). Dans le
cas des plantes, il est nécessaire de tenir compte de 1’eau stationnaire présente dans les structures
extérieures aux vaisseaux et dans le sol afin d’obtenir le profil de vitesse moyenne de 1’eau
circulante. En effet, les vaisseaux conducteurs peuvent étre fins, de I’ordre de la centaine de
micromeétres avec une épaisseur potentiellement inférieure a la résolution spatiale de 1’appareil

(Metzner et al., 2015; van Dusschoten et al., 2016; Pflugfelder et al., 2017). Aussi, I’eau
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stationnaire peut €tre prise en compte reléguant I’eau circulante a ne représenter qu’une fraction,
quelques pourcents, de 1’eau mesurée (Kuchenbrod et al., 1996; Van As et al., 2009). Pour
obtenir ce profil de vitesse moyenne, le signal dans la direction opposée au flux est mis en
miroir par rapport a 0 puis soustrait au signal mesuré dans la direction du flux (Callaghan and

Xia, 1991; Casanova et al., 2004; Van As et al., 2009).
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Figure 24. Observation de 1'image RMN d'une tige avec visualisation du xyléme en hypersignal (a). Propagateur
moyen mesuré dans la tige d'un peuplier (b) et des distributions associées a 1’eau stationnaire (c, bleu) et circulante
(c, rouge) (Windt et al., 2011).

Les méthodes d’entrée et de sortie des molécules de la zone de mesure et les méthodes
de temps de vol permettent quant a elles de mesurer uniquement le flux.

Les premieres méthodes se fondent sur les changements d’intensité¢ du signal dus a
I’entrée (groupe 1) ou a la sortie (groupe 2) des spins de la zone de mesure (coupe sélectionnée)
ou plus généralement de I’antenne. Pour celles du premier groupe, les spins présents dans la
zone de mesure sont saturés tandis que les spins situés a I’extérieur sont a 1’état d’équilibre.
Ainsi, sous I’effet du flux, les spins mobiles non saturés entrent dans la zone de mesure et
lorsqu’ils sont excités produisent plus de signal que les spins qui étaient déja présents et étaient
rendus invisibles par la saturation (Suryan, 1951; Buy et al., 2018). Celles du second groupe
sont réalisées sur des spins a leur état d’équilibre avec des séquences fondées sur I’écho de spin.
Ainsi, 'impulsion 90° entraine le basculement du vecteur d’aimantation dans le plan
transversal. Or, sous I’effet du flux, des spins peuvent sortir de la fenétre de mesure tandis que
des spins non soumis a I’impulsion 90° peuvent entrer avant I’impulsion 180° ou durant le train
d’impulsion 180° dans le cas d’une CPMG, et donc avant I’obtention des échos. Dans ces cas-
1, le flux entraine une diminution de I’intensité et/ou des 7> (Hemminga et al., 1977; Osan et
al., 2011; Richard and Newling, 2019).

Les méthodes de temps de vol se différencient des méthodes d’entrée et de sortie dans

le sens ou la région excitée est différente de la région détectée. Alors que la région excitée est
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perpendiculaire a la direction principale du flux, la région détectée peut étre paralléle ou
perpendiculaire au flux. Dans le premier cas, avec une région détectée paralléle au flux, une
distribution des déplacements, et donc des vitesses, est obtenue. Dans le second cas, avec une
région détectée perpendiculaire au flux, une distribution des molécules allant a une vitesse

particuliére est obtenue (Pope and Yao, 1993).

La gamme des vitesses de flux mesurables est déterminée par la dimension / de ’antenne
ou de la zone de mesure pour la limite haute (vmax = //A) et par la diffusion des molécules pour
la limite basse (résolution de la mesure) (Pope and Yao, 1993). Si des flux lents doivent étre
mesurés, des gradients (g,0) et/ou des durées d’encodage A élevés sont nécessaires. Or, A est
limité par la relaxation des molécules tandis que g et 6 sont limités par la puissance délivrée par
I’amplificateur de gradients et celle que les bobines de gradients peuvent supporter. Les
méthodes d’entrée et de sortie des molécules de la zone de mesure et les méthodes de temps de

vol sont dans ces cas intéressantes.

1.3.4. RMN portable

Afin de réaliser des mesures a I’extérieur du laboratoire sur des plantes, la RMN
compacte, hormis celle de paillasse qui est limitée par des ouvertures étroites (tube RMN), doit
étre envisagée. Cependant, cette RMN est généralement a bas champ magnétique. La RMN bas
champ est définie par 1’utilisation d’aimants dont I’intensité du champ By est inférieure a 1 T
(Mitchell et al., 2014; Marques et al., 2019). Cette définition est celle retenue pour la suite de
ce manuscrit. Par rapport a la RMN haut champ, elle présente de plus faibles rapports signal-
sur-bruit (SNR) dus a une plus faible aimantation (Tableau 2). Dans le cas d’utilisation
d’aimants permanents, elle est également plus sensible a des variations de température qui
entrainent des variations de By (loi de Curie). Cependant, elle est plus économique a 1’achat et
a la maintenance. Par ailleurs, les dispositifs a bas champ magnétique sont généralement plus
1égers que les dispositifs a haut champ rendant cette technologie plus facilement transportable.
Enfin, et selon la configuration de I’aimant, 1’utilisation n’est pas limitée par la taille de

I’échantillon. C’est notamment le cas des aimants unilatéraux.

1.3.4.1 Application de ’'IRM portable pour I’étude des végétaux
Le corps de cette sous partie correspond a la revue « Portable MRI in Plant Physiology

» qui est en cours de préparation et peut donc différer de la version finale. Cette revue traite de



Chapitre 1. Etat de art

I’application de I’IRM portable pour étudier la physiologie des plantes et de ses avantages et

inconvénients par rapport a d’autres méthodes utilisées dans le domaine.

Résumé de la revue :

L’eau dans les plantes et sa dynamique sont au cceur de la physiologie des plantes.
Pouvoir I’étudier dans des conditions in situ, c¢’est-a-dire dans 1’environnement naturel des
plantes, permettrait de mieux comprendre leurs comportements notamment dans des conditions
de stress. L’IRM portable, étant constituée de dispositifs 1égers a bas champ magnétique et étant
non invasive et non destructive, pourrait répondre a ce besoin. Cette méthode a d’ores et d¢ja
¢été appliquée sur diverses plantes afin de :

(1) Visualiser la structure des organes. L’IRM portable a ainsi permis de visualiser
différents tissus tels que le xyléme, le phloéme et le cortex de maniére non destructive
contrairement aux coupes histologiques colorées. Malgré une faible résolution spatiale
comparée a celle d’autres méthodes d’imagerie telles que la microtomographie a rayons X ou
la radiographie a neutron, elle a également permis de visualiser les racines dans le sol sans étre
contrainte par I’opacité de ce dernier.

(i) Mesurer les flux de xyleme et de phloeme. Les méthodes usuelles telles que les
capteurs de flux ou encore la gravimétrie sont répandues et utilisées en routine pour mesurer
les flux de xyléme. Cependant, ces méthodes sont limitées par la taille de 1’organe (capteurs de
flux) ou par le poids du dispositif (limite de la balance pour la gravimétrie). Pour pallier ces
limitations, d’autres méthodes telles que le tracage isotopique ou de colorant existent. Or, ces
derniéres sont destructives. L’IRM portable peut étre une alternative pour réaliser des mesures
de flux de xyleéme a ’intérieur et/ou a ’extérieur du laboratoire. Elle a ainsi permis la mise en
¢vidence d’une variation intra-espece de ces flux (cycle diurne, variations saisonni€res) mais
également inter-espéce (entre 1.6 mm s’ pour le peuplier et 5.10 mm s™! pour la tomate par
exemple). Le phloéme quant a lui est plus délicat a mesurer. Il n’y a pas de méthodes
communément utilisées et on peut retrouver parmi celles-ci la mesure par les aphides, les
radiotraceurs et les méthodes de dilution. Cependant, ces méthodes sont soit limitées a un
nombre restreint d’especes (aphides), soit destructives (radiotraceurs) ou sujettes a de grandes
marges d’erreurs (aphide, technique de dilution). L’IRM portable a permis de réaliser des
mesures de phloéme sur diverses espéces (entre 0.25 mm s pour le ricin et 0.40 mm s™' pour
la tomate par exemple) et de mettre en évidence des variations diurnes de ces flux.

(ii1) Suivre des processus physiologiques. Le suivi longitudinal des parametres RMN a

permis d’étudier des processus physiologiques tels que le cycle diurne lié a la transpiration, les
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variations saisonnieres, la croissance d’un organe, la senescence des feuilles ou encore la
maturation de fruits.

(iv) Etudier I’impact d’une maladie ou d’un stress. Une absence de cycle diurne chez
des plantes soumises a un stress hydrique a ainsi ét¢ mise en évidence, de méme que la
formation et la propagation d’embolie. Contrairement aux méthodes usuellement utilisées pour
I’étude de la cavitation telles que la coloration, I’IRM portable est non destructive. Cependant,
comme vu précédemment, par rapport a d’autres méthodes d’imagerie elle est limitée par sa

résolution spatiale.

I apparait que I’IRM portable est de plus en plus utilisée dans la communauté végétale
bien que pour I’instant la majorité des especes étudiées soit des arbres et les organes étudiés
soient des organes aériens. En dépit de certaines limites (résolution spatiale et sensibilité),
I’IRM portable permet avec un seul instrument diverses applications, de I’étude de la structure
au suivi de processus physiologiques sur des périodes allant de quelques heures a plusieurs
mois. Enfin et surtout, la possibilité de transporter les instruments a bas champ magnétique a
I’extérieur du laboratoire fait de cette technique une méthode particuliérement intéressante pour

la communauté végétale.
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I. Introduction

Plant water dynamics are central to understanding plant biology and functioning.
Photosynthesis, which is requisite to plant growth, implies heavy water consumption. For every
mole of CO: sequestered as a result of photosynthesis, around 200 moles of water are lost to
transpiration through stomata that are open for gas exchange (Schulze et al., 2019). Thus, a
plant must balance its need for CO: with the water loss that necessarily occurs with its uptake.
To fulfill this need, water is absorbed from the soil by the roots, and then is transferred to other
plant organs through the xylem. The coupling of water and carbon cycles is at the foundation
of plant ecological and physiological functioning, and renders the understanding of plant water
dynamics vital.

One of the difficulties in the plant sciences is being capable of measuring water dynamics non-
invasively and outside in a plant’s natural environment, i.e. in situ. In this work, we review the
application of portable magnetic resonance imaging (MRI) as a solution to this challenge. Our
review will be limited to the use of such devices applied to intact plants, and to the study of

detached plant organs offering physiological insight into whole-plant processes.

I1. Brief presentation of MRI

MRI, the imaging counterpart of nuclear magnetic resonance (NMR), is the analytical technique
of choice to image water (more precisely hydrogen atoms) and its properties without ionizing
or degrading the object. To perform MRI, the sample is placed inside a magnetic field and a
coil excites the spins, which leads to the detection of a signal. A stronger magnetic field leads
to higher MRI sensitivity, e.g. a better signal to noise ratio (SNR) or image resolution. However,
such instruments are typically limited to laboratory use and are expensive to maintain.
Depending on the MRI experiment, information regarding the water quantity, mobility or
interactions with tissues can be obtained. In this review, we will not explain the physical

principles of NMR or MRI. The interested reader can refer to any textbook.
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MRI permits the measurement of water content through proton density measurements, as the
signal is directly proportional to the quantity of water within the sample. MRI also permits the
analysis of the state of water within tissues. Longitudinal and transverse relaxation times, the
T1 and T3, are influenced by the environment of the water molecules, and, in particular, their
interactions with it. Water molecules bound to macromolecules or surfaces will exhibit shorter
T> relaxation times than more freely moving water molecules. The measurement of these
relaxation times thus makes it possible to study the structure of organs or even individual cells
(Hills and Duce, 1990; Van As 2007). MRI also offers the possibility of spatially labeling water
molecules to measure their apparent diffusion coefficient (ADC) or the probability of the
average velocity of flowing water, enabling the measurement of water dynamics (Figure 1.
According to the weighting of the NMR decay, different parameters can be measured such as
proton density (A); longitudinal (7'7) and transverse (72) relaxation times, diffusion (ADC) and
flux. Subset A represents amplitude and 72 maps acquired on a Fagus sylvatica stem (Meixner
et al., 2020). For the amplitude map, the grey scale corresponds to the amount of water, whereas
for the 72 map, it corresponds to the value of the 72. Subset B represents an ADC map acquired
on a control pear tree by Kimura ef al., (2011). A zone with high ADC values (red pixels) is
clearly defined. Subset C represents an example of flux measurements. It corresponds to the
average linear velocity map of a poplar tree (Windt et al., 2006). The red scale corresponds to
the velocity measured in the phloem, while the blue scale corresponds to the velocity measured
in the xylem.

). For example laboratory MRI, which is characterized by a magnetic field higher than 1 T, has
long been used to measure the water dynamics of plants, follow growth, or understand plant
structure (Kockenberger et al., 1997; Pohlmeier ef al., 2008; Van As et al., 2009; Gruwel 2014).
However, the incapacity to measure plants in situ has also made laboratory MRI a tool of limited
use in the plant sciences as the environment of a plant is primordial to its physiological

functioning (Figure 1).
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Figure 1. According to the weighting of the NMR decay, different parameters can be measured such as proton
density (A); longitudinal (77) and transverse (7>) relaxation times, diffusion (ADC) and flux. Subset A represents
amplitude and 7> maps acquired on a Fagus sylvatica stem (Meixner et al., 2020). For the amplitude map, the grey
scale corresponds to the amount of water, whereas for the 7> map, it corresponds to the value of the 7>. Subset B
represents an ADC map acquired on a control pear tree by Kimura ef al., (2011). A zone with high ADC values
(red pixels) is clearly defined. Subset C represents an example of flux measurements. It corresponds to the average
linear velocity map of a poplar tree (Windt et al., 2006). The red scale corresponds to the velocity measured in the
phloem, while the blue scale corresponds to the velocity measured in the xylem.

To measure plants in their natural environment, a portable MRI device must be used. Such
instruments exist but are mostly made in-house. As lightweight magnets must be used, the
magnetic field strengths of portable devices are generally lower than 1 T, leading to a decrease
in the SNR and directly impacting the experimental temporal and/or image resolution. Another
challenge in portable MRI, beyond reducing magnet size, is optimizing magnet shape for a
variety of samples. C-shaped, U-shaped and Halbach magnets enclose the magnetic field,
offering field homogeneity, and Halbach magnets in particular offer the highest field strength
per mass of material. However, all of these magnets are limited by their internal diameter and
accessibility. Unilateral magnet designs have the advantage of being able to accommodate
samples of any size and shape, however, the measurement depth is limited so that only a small
part of a larger sample can be measured. Magnet choice is thus a compromise between the
desired resolution, portability, and accessibility, and an ideal magnet will depend upon the
experiment and the sample. Portable magnets have been developed that are suitable for outdoor
environments, and previous works have shown that portable MRI stands as an interesting

analytical tool to investigate water status and movement in plants in situ. In this paper, we will
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review these different applications and demonstrate the interest of having NMR as another

analytical tool in the ecophysiological scientist’s toolbox.

I11. Measurements of plant anatomy and dynamics

In the next section of this review, we will focus on what portable MRI, brings to the study of
plant water dynamics, plant structure, and evolution compared to alternative methods. The
advantages and disadvantages of each method discussed in this review are summarized in Table
1. . We defined a method as not easily accessible when it requires constraining laboratory
equipment, such as specific lead shields, as is the case with the use of X-ray imagers, or when
the access for plant work is difficult (geometry and orientation of the device). We considered a
method as easy to perform when the execution of the experiment requires few steps. And
finally, we consider a method as non-invasive when it does not entail equipment entering the

sample body or compromising its integrity.



Table 1. Advantages and inconveniences of alternative methods used to measure water content, plant structure, xylem and phloem fluxes and cavitation.

Parameter Method Advantages Disadvantages
measured
Anatomy Microscopy Affordable; easy to perform Invasive; only a small portion of sample can be

observed at once

X-ray (p)tomography

High spatial resolution; non-invasive

Limited to laboratory; possible impact of ionizing

radiation; expensive; not easily accessible

Neutron radiography High spatial resolution; non-invasive; sensitive to Limited to laboratory; limited number of machines
water; adapted to dense materials and labs; cost of measurement time; not easily
accessible
Dye tracing Affordable; easy to perform Destructive

High-field MRI

Non-invasive; high spatial and temporal resolution

Limited to laboratory; expensive equipment and

maintenance; not easily accessible

Water content

Fresh weight/Dry weight Easy to perform Destructive; time consuming (overnight drying
required)
NIRS Non-invasive; can be used outside of laboratory; Indirect, results must be interpreted through models;

affordable; easy to perform

calibration particularities for a given species

High-field MRI

Non-invasive; high spatial and temporal resolution

Limited to laboratory; expensive equipment and

maintenance; not easily accessible

Xylem flux

Sap flow meters

Can be used outside of laboratory; affordable; easy to

perform

Invasive

Porometers

Can be used outside of laboratory; affordable; easy to

perform

Indirect, large margin of error in estimating sap flow

due to variation between leaves




Parameter Method Advantages Disadvantages
measured
2D light transmission Non-invasive; offers real-time data on water uptake Indirect, limited to laboratory use; limited to certain
by roots plants and sandy soil
Gravimetric Affordable; easy to perform Indirect, limited to laboratory use
Isotopic tracing Can be used outside of laboratory Destructive; results must be interpreted through
models
Dye tracing Affordable; easy to perform Destructive
High-field MRI Non-invasive, high spatial and temporal resolution Limited to laboratory; expensive equipment and
maintenance; not easily accessible
Phloem flux Aphids Affordable Indirect, limited to certain plant species;
approximative with large margin of error; can be
complicated to execute
"'C PET imaging Non-invasive; high temporal resolution Limited to laboratory; expensive and cumbersome
equipment; possible impact of ionizing radiation
High-field MRI Non-invasive, high spatial and temporal resolution Limited to laboratory; expensive equipment and
maintenance; not easily accessible
Cavitation Acoustic emissions Can be used outside of the laboratory Indirect, more qualitative than quantitative; invasive

Dye tracing Affordable; easy to perform Destructive
Xylem Embolism Meter Affordable; easy to perform Indirect, Destructive; limited to laboratory use
Microscopy Affordable; easy to perform Destructive; only a small portion of sample can be

observed at once




Parameter

measured

Method

Advantages

Disadvantages

X-ray (u)tomography

High spatial resolution; non-invasive

Limited to laboratory; possible impact of ionizing

radiation; expensive; not easily accessible

Neutron radiography

High spatial resolution; non-invasive; sensitive to

water

Limited to laboratory; not easily accessible

High-field MRI

Non-invasive; high spatial and temporal resolution

Limited to laboratory; expensive equipment and

maintenance; not easily accessible
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I11.1. Measurements of plant anatomy and water content

Beyond MRI techniques, there are several methods to study plant structure and root system
architecture, all with various advantages and disadvantages. Dye tracing, microscopy
techniques, X-ray tomography (Mooney et al., 2012; Cochard et al., 2015), neutron radiography
(Esser et al., 2010; Totzke et al., 2013; Cai et al., 2022) and 2D-light transmission imaging are
among these methods (Doussan et al., 2006; Garrigues et al., 2006). Microscopy enables the
acquisition of images on a fine scale, at the subcellular level, however, microscopy techniques
are destructive (Utsumi et al., 1998), as are dye tracing techniques. X-ray and neutron
tomography are both non-invasive imaging methods with high spatial (1-50 pm) and temporal
resolutions. Nonetheless, due to ionizing radiation, X-ray tomography can impact natural
processes within the plant (Blaser et al., 2018). Microscopy techniques, 2D-light transmission
imaging, X-ray tomography and neutron radiography are all limited to laboratory use. 2D-light
transmission imaging is especially limited as it cannot be used with an opaque medium
(Doussan and Garrigues, 2019) such as the soil found in a plant’s natural environment. It also
requires the use of a very thin rhizotron which limits the plant species that can be studied.
Portable MRI is an interesting technique to study aerial plant structure and root systems as it
overcomes many of the limitations of these traditionally used methods.

The most frequently used methods to measure plant water content are either destructive or
indirect. For example, water content is traditionally measured by taking fresh and dry weights
of plant matter (Jones, 2007). From the fresh and dry weights and the inclusion of turgid weight
as a variable, one can directly estimate a plant’s relative water content (RWC). This method
normalizes data to account for differences in morphology between plants and it has the
advantage of being direct and quantitative but it is forcibly destructive. RWC can also be
estimated using near infrared spectroscopy (NIRS). NIRS enables RWC measurements non-
destructively and in situ but it is indirect as the method relies upon calibration models which
need validation for each species tested in order to interpret spectra; the interpretation of spectra
can be difficult due to the fact that a variety of spectral information on pigment uptake, diffusion
and leaf structure can obscure water information (Zhang et al., 2012).

MRI techniques use signal amplitude, which is directly related to water content, and relaxation
times to obtain structural information. Using NMR relaxation times, 7>-weighted maps make it
possible to observe different tissue compartments, at the intracellular or intratissue scale (Figure
2. Amplitude (A) and transversal relaxation time (72) maps acquire with a 0.25T-MRI, and
microscopy images of the stem of three Fagus sylvatica samples (B1, B2, B3). The amplitude

is related to water content (%) (Meixner et al., 2020).
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). At present, using portable devices, this has been done primarily on deciduous tree branches
(Nagata et al., 2016; Meixner et al., 2020; Meixner et al., 2021) and fruits (Baek et al., 2020).
Growth rings, xylem and phloem distribution have been successfully imaged, in addition to the
observation of higher water content in the phloem of mangrove trees (Avicennia officinalis),
putting in evidence a water storage capacity (Robert et al., 2014). At the level of underground
plant organs, the difference in relaxation times between the soil and the roots permitted the
direct imaging of roots within intact soil and to observe their distribution (Bagnall et al., 2020;

Bagnall et al., 2022).

A (au)

R
)
)
E
o
[}

T, (ms)

Microscopy

Figure 2. Amplitude (A) and transversal relaxation time (7>) maps acquire with a 0.25T-MRI, and microscopy
images of the stem of three Fagus sylvatica samples (B1, B2, B3). The amplitude is related to water content (%)
(Meixner et al., 2020).

II1.2. Water dynamics and evolutive processes

I11.2.1. Flow measurements

Plant water fluxes, the xylem and phloem fluxes, can be quantified according to flow rate (mm?
s') and velocity (mm s™).

Xylem flow can be measured in several ways. Dye tracing (Varney and Canny, 1993) can be
used to measure xylem flow velocity by observing the time taken for dye to cross two points
on a trajectory. While this method is inexpensive and easy to implement, it is destructive as
plant organs must be sampled to measure dye accumulation. The deuterium isotope can be used
to plot xylem velocity and dynamic water distribution. The advantage of this system is that it

can be used in situ, but the method is invasive and relies on models to interpret the results
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(Seeger and Weiler, 2021). Information on xylem flow can also be obtained with sap flow
meters using a variety of heat pulse-based methods. This method can be used in situ, in the
natural environment of a plant, however, the disadvantage of this technique is that it is invasive
(Green and Clothier, 1988). Non-destructive and non-invasive methods exist such as
gravimetric analysis which consist of following the evolution of the weight of potted plants to
measure the loss of water by transpiration, considering the evaporation of the soil by covering
it; and porometers can non-destructively provide indirect estimates of whole plant transpiration
by measuring stomatal conductance. However, gravimetric methods require the plant to be in a
container that can be placed on a scale, eliminating the possibility of monitoring a plant in its
natural environment. While porometers can be used outdoors in a plant's natural environment,
the estimation of plant transpiration comes with a large margin of error due to variation between
leaves and location within the canopy. Laboratory MRI velocimetry has been used to measure
xylem flow for decades, in addition to phloem flow, with the limitation that it cannot be taken
into the field (Kockenberger et al., 1997; Homan et al., 2007).

Besides laboratory MRI, established and reliable methods to measure phloem flow are less
numerous. ''C PET imaging can be used to follow the flow of radiotracers in order to obtain
information about phloem. This technique extrapolates flow information by measuring the time
it takes for radiotracers to pass two points along a pathway. While the method is non-invasive
and direct, its use is limited due to the necessity of expensive and cumbersome laboratory
equipment which is needed to generate the radiotracers (De Schepper et al., 2013; Hubeau and
Steppe, 2015). Phloem flow rate can also be estimated by exploiting the ability of aphids to
penetrate phloem tissues in certain plant organs. By using radiolabeled CO: and placing several
aphid stylets along a plant organ, one can extrapolate pressure differences which can be used
to calculate phloem flow rate. The disadvantage of this method is that it is very limited to plant
species with a corresponding insect host, and to tissues in which the aphid can penetrate. It is
also difficult to accurately measure the rate of phloem transport because the phloem quantities
are in the nanoliter range and evaporation has a significant impact on the measurements (Palmer
etal., 2013).

MRI is an exceptionally interesting tool to measure plant water dynamics because it enables the
measurement of both the xylem and phloem fluxes, and this has been demonstrated using
portable devices. Using such a device, Windt et al. (2006) measured the xylem and phloem
fluxes of four different plant species, including poplar trees, tomato, tobacco and castor bean.
They were able to observe that the speed, i.e., the average velocity, of the phloem is not very

substantial compared to the xylem, regardless of species, measured between 0.25 mm s and
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0.40 mm s’!, while that of the xylem is higher and more differentiated, from 1.6 mm s for
poplar to 5.10 mm s for tomato. They also noticed a variation of the fluxes according to the
diurnal cycle, the average speed of the fluxes decreasing at night regardless of the vessel
studied. Nagata et al. (2016) measured xylem flux in a tree (Zelkova) outside the laboratory.
They showed this same day/night cycle in connection with measurements of sap flow carried
out elsewhere, and an evolution of these fluxes according to the season, the latter decreasing in

autumn and winter due to the loss of leaves.
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Figure 3. Flow parameters (volume flow (a); flow conducting area (b); average linear velocity (c) and amount of
stationary water (d)). The propagator displayed (e) was measured in the pixel represented by a black square in (c).
These measurements were acquired with a 0.2 T-MRI on a Zelkova tree in situ (Nagata et al., 2016).

I11.2.2. Measurements of physiological processes
Non-invasive imaging methods, such as 2D-light transmission imaging, X-ray and neutron
tomography, and MRI, permit the study of physiological processes such as root water uptake,

growth, fruit maturation, senescence of organs and stress responses.
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Root water uptake has been studied by X-ray (Daly et al., 2018; Jung et al., 2020) and neutron
tomography (Zarebanadkouki et al., 2013; Ahmed et al., 2018; Zarebanadkouki et al., 2019;
Cai et al., 2022) and also by 2D-light transmission imaging (Doussan et al., 2006; Garrigues et
al., 2006). These methods enable a spatially resolved study of root water uptake. It has been
shown that regardless of root system architecture, root water uptake is more abundant in the
superficial layers of the soil than in the deeper layer (Garrigues et al., 2006; Zarebanadkouki et
al., 2013; Ahmed et al., 2016). Uptake also depends upon the age and root type. Indeed, it has
been observed on a young maize plant that uptake occurred mainly in lateral roots (Ahmed et
al., 2016) whereas for a mature maize plant it occurred mainly in nodal roots (Ahmed et al.,
2018). As far as we know, spatially resolved root water uptake has not yet been studied with
portable MRI. Nonetheless, diurnal variations of proton density and relaxation times have been
observed in the roots of herbaceous species (Nuixe et al., 2021). Such variations of proton
density were also observed in the stems of trees (Windt et al., 2011; Meixner et al., 2021). In
the cited studies, NMR parameters were elevated at the end of the night and decreased during
the day. This evolution was consistent with the physiology of the plant which transpired during
the day.

Organ growth has also been successfully studied by monitoring MRI parameters. Windt et al.
(2011) showed that there is a change in the amount of water in trees at night, with an observation
of the growth of the trunk after a few days. At night, the quantity of water in the tree increased,
then a portion was used at the beginning of the day, and finally the quantity of water present in
the trunk stabilized. As the days passed, the overall amount of water present in the trunk
increased, reflecting growth of the trunk. Similar results were observed in oak with an increase
in water uptake at night. A link between the diameter of the stem and the amount of water
absorbed has also been established, the latter being greater when the diameter of the stem
increases (Windt and Bliimler, 2015). While these studies were conducted in a climate chamber,
Nagata et al. (2016) followed the growth of a tree outside the laboratory, in the plant’s natural
environment. They observed that tree growth was rapid during the spring and summer months
via the visualization of growth rings. Growth slowed after the summer months, and stopped
completely during the winter months, until the following summer with a slight increase in trunk

diameter (Figure 4).
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Figure 4. 0.2T-MRI positioned outside the laboratory on the stem of Zelkova serrata. Images (a) to (f) shows the
growth of the stem, an increase of the stem diameter being observed (adapted from (Nagata et al., 2016).

Physiological processes, such as growth, have been studied with direct measurements
(visualization of growth rings or variation of the amount of water), but they can also be studied
indirectly with the evolution of relaxation times which can be related to the evolution of the
structure and/or function of organs, as relaxation times give information on the water
molecules’ environment and are influenced by molecular motion. Using a portable device,
growth and senescence processes have been studied on leaves using relaxation times. Musse ef
al. (2013) demonstrated that three or four 7> relaxation times were present depending upon leaf
phenology. These relaxation times were attributed to cellular compartments such as the vacuole,
the cell wall or even the dry matter. While the shorter relaxation times disappeared with
increasing levels of development, the longer relaxation times increased in proportion. This was
due to the increase in the size of the vacuole (Musse et al., 2013). At a certain stage, the long
relaxation time split into two components. This has been attributed to tissue heterogeneity,
namely, palisade cells (Sorin et al., 2015; Musse et al., 2017). Relaxation times and other NMR
parameters have also been used to study the growth of fruits. Geya et al., (2013) showed an
increase in the value of relaxation times and apparent diffusion coefficients in conjunction with
increasing fruit weight. Another study followed the maturation of tomatoes and showed that
three structures composing the fruit were visible at the beginning of the experiment (pericarp,
loculus and placenta), while the pericarp and loculus were no longer distinguishable at the end
of the experiment on mature fruit. The level of ripening could also be quantified due to the

pericarp/locule ratio which increased with the maturity of the fruit (Baek et al., 2020).
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I11.2.3. Assessment of the impacts of stress and disease

Within the context of climate change, it is of interest to study the impact of water stress on plant
physiology. Stress can lead to cavitation, the breaking of the water column within the xylem
due to air bubbles, which occurs as a result of drought or cold stress and which can lead to
embolism.

Methods mentioned in part /1.1 discussing measurements of plant anatomy can be used to
elucidate the impact of drought on root water uptake and on the rhizosphere (Carminati et al.,
2010; Zarebanadkouki et al., 2018). They can also be used to study cavitation by allowing
contrasts within the xylem tissue (Totzke et al., 2013; Cochard et al., 2015). There are a couple
of methods used to measure cavitation uniquely, alternative to MRI. One of these methods,
developed in our laboratory, uses a xylem embolism meter, the XYL'EM device, to study the
relationship between xylem conductance and cavitation (Cochard et al., 2013). The level of
cavitation of a branch can be estimated by measuring the conductivity of water moving through
the branch just after being cut and then on the same branch at full saturation after removing the
air bubbles. The weakness of this system is that it is destructive, it must be carried out in the
laboratory, and it only gives information on one branch. There are methods using the production
of acoustic emissions to measure cavitation, however, these methods are limited in that they are
more qualitative than quantitative. Linking acoustic emissions to the amount of cavitation in a
sample relies on the assumption that the plant vulnerability curve has a perfect sigmoid shape,
and also that the end point, where there is 100% cavitation loss, is known (De Roo et al., 2016),
providing results with a large margin of error.

Portable MRI enables the study of the impact of hydric stress and the monitoring of water
dynamics in plants submitted to drought conditions. As observed in Figure .A and B, which
presents profiles, i.e. the signal intensity in function of depth, acquired with a commercial,
unilateral portable MRI, there is a decrease in the signal intensity as plant water content
decreases (Blystone et al., unpublished). The profiles permit to visualize the distribution of
water as the plant dehydrates, and how this change manifests in both xylem and phloem tissues.
Besides birch tree branches and the roots of herbaceous species (Nuixe et al., unpublished),
similar results were observed in leaves, stems and branches of other herbaceous plants and trees
(Capitani et al., 2009; Yoder et al., 2014; Malone et al., 2016; Sidi-Boulenouar et al., 2019;
Meixner et al., 2020). Contrary to hydrated plants, there are no more observable nychthemeral
variations in the NMR signal in the presence of water stress (Yoder et al., 2014; Malone et al.,
2016, Nuixe et al., unpublished). In addition to signal intensity, drought impact can be studied

with transversal relaxation times. A decrease in mean 7> has been demonstrated in leaves,
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branches and roots (Capitani et al., 2009; Sorin et al., 2018; Meixner et al., 2020, Nuixe ef al.,
unpublished). Portable MRI has also been used to study embolism formation and spreading. It
has been shown that embolism begins in the oldest xylem vessels before spreading to the
youngest (Fukuda et al., 2015; Meixner et al., 2020). A good correlation has been observed
between the areas of xylem filled with water and the areas with the highest signal on the MRI,
and between the curves of vulnerability and the embolized area, giving the possibility of

estimating the areas of xylem impelling water movement (Fukuda et al., 2015).
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Figure 5. Profiles acquired on (A) the branch of a birch tree, B. pendula (Blystone et al., unpublished). As branches
have a curved geometry, the signal was normalized in subset A by the effective volume of the branch in the
measurement slice. The peak between the dashed lines corresponds to the bark zone, including the phloem tissue,
while the broader peak at greater depths corresponds to xylem tissue; (B) roots of an herbaceous species, R. acetosa
(Nuixe et al., unpublished).The curved zone corresponds to the root compartment of the rhizotron model while the
flat zone with positive depths corresponds to the soil compartment. For both profiles, the green profile corresponds
to the well-watered (WW) plant while the yellow profile corresponds to the plant suffering a water-deficit (WD).
The blue profile corresponds to the plant after rehydration (RW). (C) A linear regression between the integral of
the profiles, taken through time, as displayed in subset (A) and the water content measured on branches of silver
birch trees. There is an excellent positive correlation between these two measurements. (D) Evolution of the mean
amplitude and of the mean 7> measurement at five positions in roots displayed in subset (B).
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Besides studying drought impact, portable MRI has also been used to study the influence of
diseases on anatomy and water flow in plants. In 2011, Japanese researchers developed a
portable MRI device to characterize the physiological differences between the branch of a

healthy pear tree and the branch of a pear tree affected by dwarfism (Kimura et al., 2011).

IV. Conclusion

Portable MRI is an interesting tool to study plant water dynamics. It has mainly been used on
trees, but applications can be found on other types of plants, such as herbaceous species. It
enables the non-invasive and non-destructive study of plant physiology. Imaging based upon
proton density and relaxation times can offer information about plant structure, physiological
processes and disease. Moreover, flow measurements can be taken in precise locations within
the sample to differentiate conductive tissues and to measure their average flow velocity. Thus,
portable MRI is capable of extracting a multitude of information using one method, whereas
multiple alternative laboratory methods would otherwise have to be used in combination.
Finally, certain low-field devices (Casanova et al., 2011) have been designed with unilateral
magnet shapes, making it possible to overcome limitations regarding sample size and shape.
With innovative magnet shapes and the possibility to take measurements in situ, portable MRI

stands as a promising method to characterize plant water dynamics.
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1.3.4.2 Choix de ’aimant a bas champ magnétique utilisé dans le cadre de la
theése

Différents dispositifs RMN a bas champ magnétique ont ét¢ développés pour 1’étude
des végétaux. Le Tableau 3 ci-dessous regroupe les principales caractéristiques de certains

d’entre eux.

Tableau 3. Caractéristiques d'aimants a bas champ magnétique ayant été congus pour une application a destination
des végétaux (liste non exhaustive).

Nom Champ By  Diamétre Homogénéité B Références
(T) interne (AB/By, ppm)
(mm)

- 0.72 50 (Windt et al., 2006)

- 0.3 20 60 ppm sur un volume (Kimura etal.,2011)
sphérique de 30 mm de
diametre

NMR-CUFF 0.57 200 ppm (<50 ppm aprés (Windt et al., 2011)

shim) sur un volume
sphérique de 5 mm de

diametre
Tree Hugger 0.025 <140 2000 ppm sur un volume (Jones et al., 2012)

sphérique de 140 mm de
diametre

- 0.2 160 34.6 ppm dans un volume (Nagata et al., 2016)
ellipsoidal de 20 cm x20
cmx 12 cm

- 0.25 15 (Meixner et al., 2020)

2 z —
Figure 25. Visualisation de différents dispositifs a bas champ magnétique mentionnés dans le tableau précédent.
De la gauche vers la droite : le NMR CUFF (Windt et al., 2011), le dispositif utilisé par Kimura et al. (2011), le
Tree Hugger (Jones et al., 2012) et le dispositif utilisé par Nagata et al. (2016).

Ces dispositifs ont permis ’étude de la structure et des flux dans les plantes,
principalement sur les arbres et les organes étudiés étaient des organes aériens. Par ailleurs, ces
dispositifs ont été¢ développés pour les études dans lesquelles ils ont été utilisés. Ils ne sont pas

commercialisés et ne sont donc pas généralisables a I’ensemble de la communauté.

Le Tableau 4 recense les dispositifs a bas champ magnétique commercialisés

considérés par la plateforme au moment de 1’acquisition (2017) d’un aimant a bas champ
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magnétique afin d’étudier a terme les plantes a ’extérieur du laboratoire. Il apparait que le
NMR-MOUSE permet de s’affranchir de la limite de la taille de I’échantillon et de la
problématique de I’introduction de la plante dans 1’aimant, celui-ci étant un aimant unilatéral

tandis que les autres sont des dispositifs avec une ouverture de diametre limité.

Tableau 4. Caractéristiques des aimants a bas champ magnétiques considérés par la plateforme pour I’étude des
végétaux a I’extérieur du laboratoire.

Nom Champ B, Diamétre Homogénéité Constructeur
(T interne By
(mm) (ppm)
NMR Entre 0.39  Entre 20 et 30 100 ppm Spincore
Permanent et 0.51 (https://www.spincore.com/product
Magnet s/Magnets/, derniére consultation le
04/01/2023)
SLK-MRI-  Entre 0.21 Entre 25 et Spinlock
1400 et 0.30 102 (https://www.spinlock.com.ar/slk-
mri-1400-en/, derniére consultation
le 04/01/2023)
Terranova-  Terrestre <75 Magritek
MRI (https://ugc-inno-

nehu.com/Terranova-MRI.pdf,
derniére consultation le 04/01/2023)

NMR- Entre 0.3 et NA Magritek
MOUSE 0.71 (https://magritek.com/products/nmr
-mouse/, derniére consultation le
04/01/2023)

1.3.4.3 Caractéristiques du NMR-MOUSE Profile PM25

Le NMR-MOUSE pour Nuclear Magnetic Resonance Mobile Universal Surface
Explorer est un appareil bas champ unilatéral (0.3 T) commercialisé par Magritek (Wellington,
NZ). Ce dispositif est constitué d’une plateforme en fer sur laquelle sont positionnés quatre
aimants permanents en néodyme (NdFeB). La polarisation de ces aimants permet la production
d’un champ magnétique statique Bo au-dessus des aimants, parallele a la surface du capteur
(Eidmann et al., 1996; Bliimich et al., 1998). Grace a sa forte perméabilit¢é magnétique, la
plateforme en fer sert de guide pour les lignes de champ créant ainsi une incrémentation de la
force du champ magnétique (Figure 26) (Casanova et al., 2011), soit un gradient Bo de ~7.5 T
m™! dans notre cas. Par I’optimisation de la disposition des blocs aimants, un champ By constant
de 0.3 T est situé a une distance donnée (25 mm pour la version PM25 du NMR-MOUSE). Une
antenne RF opérant dans le cas de I’hydrogene a 13.23 MHz est positionnée entre les quatre
blocs et permet la production d’un champ magnétique B; perpendiculaire au champ Bo.

L’antenne utilisée ici est une antenne 4 cm X 4 cm et les coupes sont généralement de 100 pm


https://www.spincore.com/products/Magnets/
https://www.spincore.com/products/Magnets/
https://www.spinlock.com.ar/slk-mri-1400-en/
https://www.spinlock.com.ar/slk-mri-1400-en/
https://ugc-inno-nehu.com/Terranova-MRI.pdf
https://ugc-inno-nehu.com/Terranova-MRI.pdf
https://magritek.com/products/nmr-mouse/
https://magritek.com/products/nmr-mouse/
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d’épaisseur. Aussi, le volume sensible dans lequel s’effectue les mesures RMN est de 4 cm X 4
cm x 100 pm, soit 0.16 cm?.

volume Ya “ d,

Figure 26. Visualisation a gauche du Profile NMR-MOUSE et a droite du schéma décrivant la composition du
dispositif (Rata et al., 20006).

Le Profile NMR-MOUSE permet le profilage d’un échantillon en réalisant des mesures
en fonction de la profondeur. Alors que les premiéres procédures pour obtenir un profil était de
modifier la fréquence pour balayer 1’échantillon, il est préférable d’utiliser un ascenseur de
précision dont la résolution est de quelques dizaines de pum (Figure 27). Cela permet de
déplacer I’aimant, et donc le volume sensible au sein de 1’échantillon sans modifier la fréquence
de résonance (Perlo et al., 2005; Casanova et al., 2011). Une antenne de gradient de champ

magnétique peut étre ajoutée afin de réaliser des mesures de flux dans 1’échantillon étudié.

Echantillon
Volume sensible -

Antenne RF
Antenne de gradient
Aimant

Ascenseur de précision

Figure 27. Schéma de 1'obtention du profil d'un échantillon grace a la présence d'un ascenseur de précision qui
permet de déplacer 'aimant ainsi que I’antenne RF, et donc le volume sensible au sein de 1'échantillon. Une antenne
de gradient de champ magnétique permet de réaliser des mesures de flux dans 1’échantillon.

I.4. Objectifs de la thése
Dans cette partie introductive, j’ai démontré I’intérét de pouvoir mesurer de maniere
non invasive et non destructive des informations liées a la quantité et a la mobilité de 1’eau dans

les racines. Pour ce faire, il apparait que la RMN est une méthode de choix. Cependant, pour
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pouvoir amener I’instrument de mesure sur le terrain, il est indispensable de le rendre
transportable.

Le but de ma these est donc d’évaluer I’intérét d’utiliser une IRM transportable, a bas
champ magnétique, pour étudier I’eau dans les racines. Pour cela, j’avais trois objectifs
principaux :

(1) Apporter la preuve de concept que I’IRM portable, avec le NMR-MOUSE, permet
de caractériser 1’état hydrique des racines de plantes prairiales (Chapitre 3) ;

(i1) Déterminer si le NMR-MOUSE peut fournir des marqueurs de la relation structure-
fonction dans ’utilisation de I’eau par les plantes (Chapitre 4) ;

(ii1) Caractériser la sensibilité de I’IRM portable et étudier 1’évolution des parameétres

RMN lorsque les plantes sont soumises a un stress hydrique (Chapitre 5).
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Chapitre I1. Matériels et Méthodes

I1.1. Matériel végétal

I1.1.1. Espéces cultivées

Dix especes prairiales recouvrant différents types de plantes herbacées ont été cultivées
en monoculture dans le cadre de la thése. Celles-ci correspondent (i) aux monocotylédones
Dactylis glomerata et Festuca arundinacea, (i1) aux dicotylédones non fixatrices d’azote
Plantago lanceolata, Rumex acetosa, Taraxacum officinale et (ii1) aux dicotylédones fixatrices
d’azote (légumineuses) Lupinus angustifolius, Medicago sativa, Onobrychis viciifolia,
Trifolium pratense et Trifolium repens.

Dactylis glomerata et Festuca arundinacea sont deux graminées tolérantes a la
sécheresse (Rognli et al., 2010; Sanada et al., 2010; Holloway-Phillips and Brodribb, 2011).
Elles sont caractérisées par un systéme racinaire fasciculé ainsi qu’une densité racinaire et une
profondeur d’enracinement élevées (Zwicke et al., 2015).

Le systéme racinaire de Plantago lanceolata est caractéris¢ par de nombreuses racines
fibreuses en surface et un enracinement en profondeur dans le sol grace a des racines pivotantes
(Poletal., 2021). Espéce anisohydrique (Van den Berge et al., 2014; Van De Velde et al., 2015),
P. lanceolata se caractérise par une croissance rapide (Pol et al., 2021). Rumex acetosa et
Taraxacum officinale sont des especes tolérantes a la sécheresse ayant un pivot racinaire
(Houssard et al., 1992; Stewart-Wade et al., 2002; Molina-Montenegro et al., 2018). R. acetosa
présente une transpiration et une consommation d’eau du sol faibles (Houssard et al., 1992). T.
officinale se caractérise par une stratégie dite Jack-and-Master. Celle-ci signifie que cette
espece est capable de survivre et de maintenir sa biomasse dans des conditions défavorables
mais aussi d’augmenter sa valeur adaptative, ¢’est-a-dire sa capacité a se reproduire, dans des
conditions favorables (Molina-Montenegro et al., 2018).

Lupinus angustifolius est une espece caractérisée par un systéme racinaire s’organisant
autour d’un pivot avec de nombreuses racines latérales primaires et peu de secondaires
concentrées principalement en surface (Clements et al., 1993). 1l s’agit d’une espece sensible a
la sécheresse qui présente une diminution marquée de la conductance stomatique avant méme
que le potentiel hydrique foliaire ne diminue (Turner and Henson, 1989; Palta et al., 2007). L.
angustifolius se caractérise par une stratégie d’échappement a la sécheresse qui se traduit par
un stade reproductif précoce par rapport a des conditions optimales d’irrigation (Palta et al.,

2007; Matesanz et al., 2020). Trifolium repens et Trifolium pratense sont des especes réputées
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pour étre sensibles a la sécheresse (Dodd and Orr, 1995; Signarbieux and Feller, 2012). Especes
a croissance rapide (Dodd and Orr, 1995), elles présentent en période de stress hydrique une
faible réduction de la transpiration et un faible ajustement de la conductance stomatique. La
perte des feuilles entraine alors la réduction de la transpiration. En raison de son systeme
racinaire superficiel, 7. repens est plus sensible a la sécheresse que 7. pratense qui présente un
ancrage racinaire profond avec un pivot racinaire (Haughey et al., 2020). Medicago sativa se
caractérise par un enracinement profond pivotant et une stratégie d’évitement du stress hydrique
(Luo et al., 2020; Norton et al., 2021). Ainsi, cette espéce présente une accumulation de la
biomasse souterraine avec le développement de racines latérales qui lui permet d’augmenter le
volume de sol exploité malgré la diminution de la transpiration (Luo et al., 2020; Norton et al.,
2021). Onobrychis viciifolia est une espece tolérante a la sécheresse caractérisée par un systéme
racinaire pivotant. Celui-ci lui permet un acces a I’eau présente dans les couches profondes du
sol (Mora-Ortiz and Smith, 2018). La fermeture rapide de ses stomates en présence d’un déficit

hydrique lui permet de conserver I’eau (Huang et al., 2020).

I1.1.2. Modg¢le de rhizotron et chambre climatique
I1.1.2.1. Mise en place des monocultures

Chaque espece a été cultivée en monoculture dans un modele de rhizotron avec toile
afin de séparer physiquement le systéme racinaire du sol tout en permettant le transfert de I’eau
et des nutriments. Ce modele est constitué d’un contenant en PVC de 95 cm x 40 cm x 5 cm
dont une des faces correspond a une plaque transparente en Plexiglass. A I’intérieur, une toile
en nylon polyamide de 60 pm d’épaisseur avec des pores de 30 pm de diametre et une ouverture
de 20% est tendue et permet d’obtenir deux espaces distincts, le compartiment « racines » et le

compartiment « sol » (Figure 28).

Compartiment racines -
Compartiment sol
Figure 28. Visualisation de I’organisation du rhizotron. 1. Plaque transparente, 2. Toile, 3. Contenant. Le

compartiment « racines » est situé entre la plaque transparente et la toile (entre 1 et 2) et le compartiment « sol »
dans I’espace restant (entre 2 et 3).
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Afin de pouvoir positionner le NMR-MOUSE directement sur la plaque transparente,
sans espace entre les deux surfaces, celle-ci a été fraisée a I’endroit ou sont positionnées les vis,

et des vis a tétes plates ont été utilisées pour visser la plaque transparente au contenant.

Dans chaque rhizotron, 800 g de pouzzolane ont été placés au fond du compartiment
«sol » et des trous ont été percés en amont afin de permettre le drainage de 1’eau. Du sol
provenant d’une prairie de moyenne montagne (Theix, 900 m), tamisé¢ a 7 mm (pH = 6.5) et
composé de 12% d'argile, 17% de limon, 59% de sable et 13% de matiére organique, a été
utilisé pour les rhizotrons accueillant la majorité des espéces a I’exception de celui destiné au
sainfoin (O. viciifolia). Celui-ci a été rempli avec un mélange (6040) du sol de Theix avec du
sol de Limagne (sol de plaine argileuse) au pH plus neutre, le sainfoin grandissant
préférentiellement dans des sols au pH supérieur a 6.5 (Mora-Ortiz and Smith, 2018). De
I’engrais retard sous forme de granules (NPK 14-7-14, Multicote 12, Haifa, Israé€l) a été ajouté
aux deux types de sol avant leur mise en place dans les rhizotrons avec une concentration finale
de 5 g L. Des sondes d’humidité du sol ont été positionnées dans le compartiment « sol » avant
la mise en place des plantes dans les rhizotrons (cf. I1.2.2. Humidité du sol).
Apres avoir sélectionné et sorti la plante de son
contenant (Figure 29.1), son systéme racinaire a été
rincé afin d’enlever le sol (Figure 29.2). La plante a
ensuite été positionnée dans le rhizotron, dans le
compartiment « racines ». Une fois cela effectue, les
racines et le sol ont été arrosés (Figure 29.4) et un
film plastique opaque a été placé sur la plaque
transparente afin de protéger les racines de la
lumiere (Figure 29.5). Si la plante avait une taille

importante comme par exemple R. acetosa ci-contre,

la plaque transparente était dévissée et un peu de sol =

L. ., I . . Figure 29. Etapes de la mise en place d'une plante
etait retiré. La toile était ensuite remise en place, la  entigre dans un rhizotron, exemple de R. acetosa.
plante positionnée dans 1’espace créé et la plaque

transparente était finalement revissée (Figure 29.3).
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Figure 30. Exemple de plantes une fois positionnées dans les rhizotrons : 1) R. acetosa, 2) D. glomerata, 3) F.
arundinacea, 4) T. repens et 5) P. lanceolata.

1.1.2.2. Dans la chambre climatique

Avant les expérimentations, les rhizotrons ont été placés a I’extérieur et arrosés
réguliérement. Ils ont ensuite été positionnés au moment des expériences dans une chambre
climatique. Les conditions environnementales ont été enregistrées toutes les 30 secondes (CR6-
Wifi, Campbell Scientific Ltd., Loughborough, UK) et moyennées sur 5 minutes pour la
luminosité (umol m™ s™!, PAR, JYP1000, SDEC, Reignac sur Indre, France) et la concentration
en CO2 (umol mol!, CARBOCAP, GMP343, Vaisala, Finlande). La température (°C) et
I’humidité relative de 1’air (%) ont été enregistrées toutes les 10 minutes avec un enregistreur
HOBO (ONSET, Bourne, MA, USA). Un cycle jour/nuit a été instauré avec une photopériode

de 14 heures et une thermopériode de 21°C le jour et 18°C la nuit.

Dans le cas des chapitres 3 et 4, I’eau a été apportée en quantité suffisante pour maintenir
les plantes dans de bonnes conditions d’hydratation. La fréquence et la quantité d’eau apportée
ont été adaptées a chaque espece. Dans le cas du chapitre 5, les conditions hydriques ont été
identiques quelle que soit 1’espéce testée. 250 mL d’eau ont ainsi été apportés deux fois par
jour, le matin et le soir, durant la période d’hydratation. A I’issue de cette période, les arrosages
ont cessé€ pendant 26 jours puis les plantes ont été réhydratées en apportant 200 mL d’eau trois

fois par jour pendant trois jours.
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I1.2. Capteurs pour étudier les plantes

I1.2.1. RMN

La version Profile PM25 du NMR-MOUSE (Magritek, Wellington, NZ) a été utilisée.
I1 s’agit d’un aimant unilatéral de 0.3 T couplé a une antenne RF de surface de taille 4 cm x 4
cm. Les principales mesures effectuées étaient des profils (intensité du signal RMN en fonction
de la profondeur par pas de 100 um) et des mesures de 72 a une position donnée. Ces mesures
ont été systématiquement acquises avec la séquence CPMG dont le temps d’écho correspondait
au temps d’écho minimum (100 ps). Plus de détails sur les paramétres de mesures RMN sont

présents dans les matériels et méthodes des articles qui composent les chapitres expérimentaux

(Chapitres 3, 4 et 5).

I1.2.2. Humidité du sol

L humidité du sol (SWC, %, m®> m™) a été mesurée toutes les quinze minutes a ’aide de
sondes EC-5 (Meter Group, Pullman, WA, USA) (Figure 31). Elles ont été positionnées au
moment du montage des rhizotrons horizontalement a 16 cm et a 61 cm a partir du haut des
rhizotrons et ont été connectées a un systeéme d’acquisition des données (EM50, Meter Group,
Pullman, WA, USA). Ces sondes mesurent la constante diélectrique du sol par le biais de la
capacitance (C) en déterminant le temps de charge d’un condensateur qui utilise le sol comme
diélectrique pour atteindre une charge V en réponse a un échelon de fréquence de 70 MHz
(Bogena et al., 2007). La capacité d’un condensateur est liée a sa géométrie et a la constante
di¢lectrique du milieu, ici du sol. Celle-ci peut donc étre déterminée. La constante di¢lectrique
de I’eau (~80) étant tres grande devant celle de 1’air et des autres constituants du sol (<5), il
existe une relation forte entre la constante diélectrique du sol et sa teneur en eau. Par ailleurs,
la fréquence de 70 MHz permet de minimiser les effets de la salinité et de la texture du sol sur

la mesure (Kizito et al., 2008).
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Figure 31. Photographies du capteur EC-5
(https://www.hoskin.qc.ca/catalog/index.php?main_page=product_info&cPath=1 61 156&products_id=306,
derniére consultation le 09/01/2023) et de celui-ci inséré dans le sol (photographie prise au moment du
prélévement des racines a la fin des expériences).

I1.2.3. Psychrométres

Le potentiel hydrique foliaire (LWP, MPa) a ét¢ mesuré a 1’aide d’un psychromeétre a
point de rosée (PSY1-Stem, ICT International, Armidale, Australie) (Figure 32). Celui-ci est
composé d’une chambre en laiton chromé qui permet de dissiper la chaleur pour assurer une
stabilité thermique pendant la mesure. Deux thermocouples en constantan-chromel (chrome et
nickel) sont présents dans cette chambre, I’un qui mesure la température de ’air (C) et ’autre
au contact de 1’échantillon (S). La différence de température entre ces deux thermocouples est
mesurée afin de pouvoir corriger I’influence de ce gradient de température sur la mesure du
potentiel hydrique. Un thermocouple en constantan-cuivre est également présent dans la
chambre de mesure afin de relever la température de I’instrument et corriger la mesure pour la
ramener a une mesure acquise a 25°C. Un courant est généré pour induire un effet Peltier au
niveau du thermocouple C ou I’eau va condenser. Six secondes aprés la fin du refroidissement,
la température a laquelle 1’eau condensée sur le thermocouple C s’évapore est lue et corrigée.
Elle est ensuite convertie en potentiel hydrique grace a la droite d’étalonnage issue de la

calibration de ’instrument.
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Figure 32. Photographies du psychrométre PSY1 positionné sur une feuille de 7. repens a gauche et de la chambre
du psychrométre avec visualisation des thermocouples C et S (fléches blanches) a droite (adaptée de
https://ictinternational.com/products/psy1/psy1-stem-psychrometer/, derniére consultation le 09/01/2023).

Afin de faciliter les échanges entre la feuille et la chambre de mesure, les cuticules ont
¢été enlevées par frottement avec de la poudre de carbone. Les mesures de potentiel hydrique
foliaire ont été acquises toutes les quinze minutes sur une a trois feuilles selon les especes et les

valeurs obtenues ont été moyennées.

I1.2.4. Porometres

La conductance stomatique (Gs, mmol m™ s™) a été mesurée avec un porométre AP4
(Delta-T Devices Ltd, Cambridge, UK) dans le cas des chapitres 3 et 4, et un
porometre/fluorimétre Li-600 (Licor, Lincoln, NE, USA) dans le cas du chapitre 5. Les mesures
ont été effectuées sur trois feuilles par espéce, trois fois par jour, le matin, en début d’apres-
midi et en début de soirée (environ 9:00/10:00 ; 13:00/14:00 ; 17:00).

Dans le cas des chapitres 3 et 4, la conductance stomatique a été mesurée sur la face
abaxiale des feuilles. L’AP4 permet de remonter a la conductance stomatique en mesurant le
temps nécessaire a la feuille pour entrainer une variation fixe de ’humidité relative de 1’air dans
la chambre de mesure du porometre. Cette valeur est comparée ensuite aux valeurs issues de la
calibration effectuée en amont de la mesure qui relie ce temps a la résistance stomatique.

Dans le cas du chapitre 5, en raison de différence de densité stomatique selon les faces
des feuilles, la conductance stomatique a ét¢ mesurée sur les faces abaxiales et adaxiales des
feuilles. La conductance stomatique est calculée a partir de la transpiration mesurée dans la
cuvette de mesure du Li-600. La transpiration correspond a la différence d’eau présente dans le
flux de vapeur circulant entre I’extérieur et la feuille. Une moyenne de ces conductances a été

effectuée pour obtenir une conductance moyenne.
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I1.3. Mesures des traits morphologiques

I1.3.1. Traits foliaires

La surface foliaire totale (LA, cm?) a ét€¢ mesurée sur la totalité des feuilles vertes des
plantes grace a un planimetre (Li-3100, Licor, Lincoln, NE, USA). La surface spécifique
foliaire (SLA, cm? g'!) a été calculée a partir des mesures de surface foliaire de trois feuilles
saines et de leur masse séche. La densité stomatique (stomates mm™) a été mesurée sur chaque
plante grace a la méthode des empreintes stomatiques sur trois feuilles vertes, coté abaxial et
adaxial. Un mélange de solutions de silicone Wirosil a été effectué¢ (Wirosil 1, Wirosil 2, 50/50,
BEGO GmbH & Co. KG, Bremen, Allemagne) et appliqué sur les faces des feuilles
sélectionnées. Apres séchage, le mélange a été prélevé a I’aide d’une pince a épiler puis mis sur
un support plat. Du vernis transparent a ensuite été posé sur les empreintes. Une fois le vernis
sec, les empreintes ont €té prélevées avec du scotch et placées sur une lame de verre pour étre
observées au microscope (Zeiss Axio Scope Al, Carl Zeiss Microscopy GmbH., Iéna,
Allemagne) avec deux grossissements, x16 ou x40 selon la taille des stomates (Figure 33). Les

clichés obtenus ont été capturés puis analysés grace au logiciel ZEN 2 Lite (Carl Zeiss

Microscopy GmbH., Iéna, Allemagne).

Figure 33. Exemple d'images microscopiques de stomates (x16) de R. acefosa (face abaxiale) a gauche et de D.
glomerata (face abaxiale) a droite. Les fleches blanches pointent vers des stomates.

I1.3.2. Traits racinaires

A la fin des expériences, les racines ont été prélevées par strates de 20 cm (de 0 & 20
cm, de 20 a 40 cm, de 40 cm a 60 cm et de 60 cm a la fin du rhizotron). Au niveau de la strate
0-20 cm, les racines présentes dans la fenétre de mesure RMN ont été séparées des autres, lavées
puis congelées a -18°C. La teneur en eau moyenne des racines (RWC, g g!) a été calculée sur

les quatre strates et le prélévement RMN selon 1’équation 3 (page 39). Pour cela, la masse
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fraiche (mfais, g) et la masse seéche (msec, g) de ces racines ont été mesurées. La masse seche a
été pesée apres séchage des racines dans une étuve pendant 48 heures a 60°C.

Les traits morphologiques ont été mesurés sur les racines présentes dans la fenétre de
mesure RMN aprés décongélation a température ambiante. Afin d’améliorer le contraste, elles
ont été teintées avec du bleu de méthyléne (5 g L!) pendant au moins 15 minutes a température
ambiante. Elles ont ensuite été rincées puis séparées en grosses (diametre supérieur a 1 mm) et
en fines racines, placées dans une cuve remplie d’eau puis étalées pour les séparer. Un film
transparent a ét¢€ positionné sur les racines afin de les stabiliser et éviter qu’elles seéchent pendant
le scan. Le surplus d’eau dans la cuve a été aspiré avec une seringue. Les racines ont été
scannées (EPSON perfection V700; Seiko Epson Corp., Suwa, Japon) avec une résolution de
800 dpi. Pour chaque espéce, 6 a 10 images ont été enregistrées et analysées par le logiciel
WinRhizoPRO (V2012b, Régent Instruments, Québec, Canada) afin de déterminer la longueur
racinaire (m), le diamétre moyen (mm) et le volume racinaire (cm?) par classe de diamétre des
racines. Enfin, les racines de chaque scan ont été prélevées, séchées (48h a 60°C) puis pesées

pour déterminer leur masse seche.

I1.4. Traitements des données

I1.4.1. Décalage des profils
Le NMR-MOUSE étant constitué d’un aimant permanent, 1’intensité de son champ
magnétique dépend de sa température. La position de mesure dépendant du gradient de champ
magnétique, celle-ci varie en fonction de la température de 1’aimant. Il a été montré que cette
variation est de ’ordre de 50 pm °C! (Traoré et al., 2019). Afin d’étre siir de ne prendre en
compte que des profondeurs de la zone racine et de ne pas étre biaisé par les variations de
température de I’aimant qui peuvent décaler la position de la mesure, des points de part et
d’autre de la zone racine n’ont pas été retenus dans les analyses. Par exemple, dans le cas des
expériences menées dans le cadre de la thése, un delta de température extérieure de 3°C a été
appliqué. Un delta de 150 pm étant attendu et la résolution de la profondeur de mesure étant de
100 um, deux a trois profondeurs de part et d’autre de la zone racine n’ont pas été prises en

compte dans le traitement des données des profils.

I1.4.2. Analyse des 7>
De fortes oscillations en début de décroissances sont présentes sur les signaux mesurés

avec le NMR-MOUSE (Figure 34.A). Ces oscillations sont dues aux inhomogénéités des
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champs magnétiques By et B1 qui entrainent une distribution nette des fréquences de précession.
Ainsi, lorsqu’une impulsion RF est appliquée, une partie de 1’aimantation est basculée dans le
plan transversal tandis qu’une autre partiec demeure sur le plan longitudinal. A I’impulsion
suivante, 1’aimantation qui ¢€tait présente sur le plan longitudinal s’ajoute a I’aimantation
présente sur le plan transversal expliquant la plus haute amplitude du deuxiéme écho (écho
stimulé) par rapport au premier écho. Au fur et a mesure de la séquence CPMG utilisée pour
acquérir les signaux RMN, la moyenne des fréquences de précession tend a devenir nulle. Ainsi
la contribution des inhomogénéités des champs magnétiques diminuent de sorte que les

oscillations s’estompent (Casanova et al., 2011).

11.4.2.1. Décroissances longues (2048 échos, Chapitres 3 et 4)

Afin de limiter I’influence du bruit et des oscillations présentes en début des
décroissances, celles-ci ont été filtrées avec la suppression des neuf premiers échos et des échos
suivants le premier écho dont I’amplitude est négative (Figure 34.B). La méthode NNLS (Non
Negative Least Square) a ensuite été employée pour analyser les 7>. Dans des systémes
complexes tels que des tissus biologiques, le signal peut étre décomposé en une somme

d’exponentielles et exprimé comme suit :
M _ ti/
S(tl-)zz:Aje T2j i=1,2,....,N [16]
j=1

avec t; le temps de mesure, N le nombre total d’échos, M le nombre d’exponentielles composant
le signal, A; I’amplitude de I’exponentielle ayant pour 7>, T,; (Whittall and MacKay, 1989).
L’algorithme NNLS permet une analyse sans a priori sur le nombre d’exponentielles
présentes dans le signal RMN en imposant une contrainte de positivite des amplitudes A;. Une
base comprenant un 72 minimum, un 72> maximum et un nombre suffisamment grand (entre 100
et 200) de 7> possibles doit étre fournie pour 1’analyse. Ici, la base correspondait a 150 7>
espacés logarithmiquement de 3 ms a 1000 ms. Le mode¢le retenu correspond aux couples

A;j/T,; qui minimisent ’€cart entre le modele et la décroissance acquise y;.

2
N | M —ti/
YD e Tri-y, [17]
i=1|j=1

Pour obtenir un modele plus réaliste de la distribution des 72 de I’eau dans les tissus

biologiques qui présente un spectre continu et rendre la solution NNLS plus robuste, un
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parametre de régularisation dont la valeur était comprise entre 1.0025 et 1.0030 a été appliqué
(Whittall and MacKay, 1989; Bjarnason et al., 2010).

Une a quatre composantes 72 ont été obtenues suivant les décroissances. Dans le cas ou
une composante ¢était trouvée, un ajustement mono-exponentiel était effectué¢ sur la
décroissance filtrée. Dans les autres cas, les valeurs de 7> ainsi que leurs amplitudes étaient
¢tudiées. Des valeurs trés élevées (4 a 8 fois supérieures aux valeurs moyennes de 7> long) mais
présentant des amplitudes trés faibles (10 fois inférieures aux amplitudes des autres 7>) étaient
supprimées. Des valeurs proches étaient moyennées afin d’obtenir a la fin deux valeurs de 7>,
I’un court, de I’ordre de I’unité (<10 ms), et ’autre long, de I’ordre de dizaines de millisecondes,
I’hypothése de travail retenue étant qu’il y a deux fractions principales d’eau dans les racines,

une eau « liée » caractérisée par un 7> court et une eau mobilisable/libre caractérisée par un 7>

long.
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Figure 34. Etapes de l'analyse NNLS. A. Décroissance transversale compléte. B. Décroissance filtrée. C.
Ajustement NNLS (rouge) superposé a la décroissance filtrée (vert). D. Distribution des 7> obtenus a la suite de
l'analyse NNLS.

11.4.2.2. Décroissances courtes (256 échos, Chapitre 5)
En raison de I’application d’un stress hydrique sur les plantes dans le chapitre 5, et donc
d’un faible signal RMN, les 7> ont, dans ce chapitre, ét¢ mesurés a partir des décroissances
profils, sur 256 échos. Afin de pouvoir observer 1’évolution des 7>, cette analyse a été effectuée

sur les décroissances acquises a chaque profondeur pour construire les profils quelle que soit la
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condition hydrique. Afin de favoriser le rapport signal sur bruit, les cinq décroissances
correspondant aux cinq profondeurs autour de la profondeur présentant le maximum de signal
ont ét¢ moyennées. La décroissance moyenne obtenue a été filtrée en supprimant les deux
premiers échos et en appliquant un filtre rloess. Celui-ci correspond a un ajustement local, un
point de la courbe étant prédit par rapport a ses voisins, les plus proches étant plus pondérés.
Un polyndme est ensuite appliqué pour ajuster les nouveaux points prédits. Cette régression des
décroissances a ¢été effectuée sous Matlab avec un filtre rloess et une fenétre de voisinage de
0.2, soit 20% des points. Ce filtre a été utilisé car cela facilitait I’analyse (stabilité des résultats)
sans dénaturer les résultats obtenus (en période de conditions hydriques non limitantes, le 7>
moyen obtenu était proche de celui que I’on pouvait calculer a partir des fractions et des valeurs
des 7> courts et longs obtenus dans les chapitres 3 et 4). Les 7> et leurs amplitudes ont ensuite
¢été obtenus par application d’un ajustement mono-exponentiel. Afin d’améliorer le contraste
entre les différentes conditions hydriques, la valeur du 77 a été pondérée par 1I’amplitude du

signal (AT2) (Meixner et al., 2020).

I1.4.3. Analyses statistiques

Les résultats sont présentés comme étant la moyenne plus ou moins I’écart type. Des
corrélations (significativité pour p-value inférieur a 0.05) ainsi qu’une analyse par composantes
principales (ACP, Chapitre 4) ont été effectuées afin de rechercher et d’analyser les relations
existant entre les paramétres RMN et les traits écophysiologiques et morphologiques. Toutes
ces analyses ont été effectuées a 1’aide du logiciel R (R.4.2.1 software, R Core Team, 2022) et

notamment des packages Hmisc pour les corrélations et FactoMineR pour I’ACP.
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Chapitre I11. Preuve de concept de la faisabilité de ’IRM portable pour
I’étude des systémes racinaires

Le corps de ce chapitre correspond a 1’article « Circadian Variation of Root Water
Status in Three Herbaceous Species Assessed by Portable NMR » paru dans le journal Plants
en avril 2021 (DOI : 10.3390/plants10040782).

Résumé de Particle :

L’état hydrique des racines, organes souterrains prélevant notamment 1’eau du sol avant
que celle-ci ne soit transférée via le xyléme aux autres organes de la plante, est couramment
estimé¢ de maniere indirecte ou destructive. La RMN, non invasive et sensible aux noyaux
d’hydrogene, est une technique de choix pour étudier la quantité et la dynamique de I’eau
présente dans les plantes. Pour pouvoir a moyen terme réaliser ces mesures dans
I’environnement naturel des plantes, la RMN portable doit étre utilisée. Or, jusqu’a présent, peu
d’études utilisant cette technique ont ¢té menées sur des racines. L’objectif ici a donc été
d’apporter la preuve de faisabilité de cette méthode pour caractériser I’état hydrique des racines
de plantes prairiales. Pour cela, des profils et des mesures de relaxation transversale ont été
acquis avec le NMR-MOUSE sur trois plantes prairiales contrastées cultivées en rhizotron. En
paralléle, des mesures €écophysiologiques de potentiel hydrique foliaire et d’humidité du sol ont
été réalisées.

Dans un premier temps, les zones constituant le modele de rhizotron (la plaque
transparente, les racines et le sol) ont été retrouvées sur les profils (Figure 2 de Particle). Sur
ces derniers, un décalage en profondeur entre le jour et la nuit était visible et cohérent avec la
littérature. Celui-ci était dG a la variation de la température de I’aimant (i.e., variation du champ
magnétique), elle-méme due a la variation de la température extérieure. Un décalage en
intensité était également présent, le signal RMN étant alors plus faible le jour que la nuit. Cette
différence jour/nuit était liée a 1’augmentation de la mobilité¢ de I’eau (diffusion et/ou flux
transpiratoire) le jour par rapport a la nuit. Pour étudier plus précisément cette variation et
I’évolution temporelle des signaux, les moyennes des points de la zone des racines et de la zone
du sol ont été calculées et tracées au cours du temps pour chaque plante (Figure 3 de Iarticle).
Une variation diurne des signaux RMN a ainsi été mise en évidence. Celle-ci €tait cohérente
avec les variations des mesures écophysiologiques et était liée a la présence ou non du flux

transpiratoire. En effet, le jour, sous I’effet de I'ouverture des stomates, les plantes se
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déshydrataient entrainant une diminution du potentiel hydrique foliaire. Afin de se maintenir
hydratées, elles prélevaient 1’eau disponible dans le sol entrainant alors une diminution de
I’humidité et du signal RMN du sol. La présence du flux transpiratoire expliquait ainsi la
diminution du signal observée le jour au niveau des racines. La nuit, la fermeture des stomates
entrainait la réhydratation des feuilles, visible par I’augmentation du potentiel hydrique foliaire,
et la diminution voire I’arrét du flux transpiratoire. Ceci, ajouté au fait que les plantes n’avaient
alors plus besoin de prélever 1’eau du sol, expliquait I’absence de variation du signal RMN la
nuit dans le compartiment racinaire et dans le compartiment sol. Dans un second temps, afin de
corroborer 1’explication des variations des signaux par la présence d’un flux en journée, les
décroissances 7> acquises en continu ont été analysées. L’hypothése était que deux fractions
principales d’eau sont présentes dans les racines : I’une correspondant a 1’eau liée, et donc avec
un 7> court, et I’autre correspondant a I’eau libre, qui se met en mouvement sous I’effet de la
transpiration, et donc avec un 77 plus long. Une variation des 7> long a été observée pour deux
des trois especes étudiées (Figure 4 de I’article), avec une diminution de la valeur le jour,
passant de 80 ms a 60 ms environ. Cette diminution était probablement due, en plus de la

diffusion, a la présence du flux transpiratoire.

Ainsi, cette premiére étude a permis de démontrer la faisabilité¢ de la RMN portable pour
caractériser 1’état hydrique des racines de plantes prairiales et visualiser son évolution selon un

rythme diurne.




. plants

y

P

Article

Circadian Variation of Root Water Status in Three Herbaceous
Species Assessed by Portable NMR

Magali Nuixe 123, Amidou Sissou Traoré 12", Shannan Blystone 123, Jean-Marie Bonny 12, Robert Falcimagne 3,
Guilhem Pages 12 and Catherine Picon-Cochard 3

check
Eor

updates

Citation: Nuixe, M.; Traor¢, A.S;
Blystone, S.; Bonny, J.-M.; Falcimagne,
R.; Pages, G.; Picon-Cochard, C.
Circadian Variation of Root Water
Status in Three Herbaceous Species
Assessed by Portable NMR. Plants
2021, 10, 782. https:/ /doi.org/
10.3390/ plants10040782

Received: 15 March 2021
Accepted: 14 April 2021

Published: 16 April 2021

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affil-

iations.

Copyright: © 2021 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license
creativecommons.org/licenses /by /

40/).

1 INRAE, UR QuaPA, F-63122 Saint-Genés Champanelle, France; magali.nuixe@inrae.fr (M.N.);
shannan.blystone@inrae.fr (S.B.); jean-marie.bonny@inrae.fr (J.-M.B.); guilhem.pages@inrae.fr(G.P.)

2 INRAE, PROBE Research Infrastructure, AgroResonance Facility, F-63122 Saint-Genes-Champanelle, France

3 INRAE, Université Clermont Auvergne, VetAgro Sup, UREP, F-63000 Clermont-Ferrand, France;
robert.falcimagne@inrae.fr

*  Correspondence: amidou.traore@inrae.fr (A.S.T.); catherine.picon-cochard@inrae.fr (C.P.-C.);
Tel.: +33-(0)4-7362-4629 (A.S.T.); +33-(0)4-4376-1615 (C.P.-C.)

Abstract: Roots are at the core of plant water dynamics. Nonetheless, root morphology and
functioning are not easily assessable without destructive approaches. Nuclear Magnetic Resonance
(NMR), and particularly low-field NMR (LF-NMR), is an interesting noninvasive method to study
water in plants, as measurements can be performed outdoors and independent of sample size.
However, as far as we know, there are no reported studies dealing with the water dynamics in plant
roots using LF-NMR. Thus, the aim of this study is to assess the feasibility of using LF-NMR to
characterize root water status and water dynamics non-invasively. To achieve this goal, a proof-of-
concept study was designed using well-controlled environmental conditions. NMR and
ecophysiological measurements were performed continuously over one week on three herbaceous
species grown in rhizotrons. The NMR parameters measured were either the total signal or the
transverse relaxation time T>2. We observed circadian variations of the total NMR signal in roots and
in soil and of the root slow relaxing T value. These results were consistent with ecophysiological
measurements, especially with the variation of fluxes between daytime and nighttime. This study
assessed the feasibility of using LF-NMR to evaluate root water status in herbaceousspecies.

Keywords: Dactylis glomerata; leaf water potential; low-field NMR; Medicago sativa; Plantago lanceolata;
rhizotron; soil humidity; time domain NMR

1. Introduction

Grasslands sequester high amounts of carbon in their soils [1-3], enabling them to
potentially mitigate the concentration of greenhouse gases in the atmosphere [4]. The first
step of this process is carbon fixation by photosynthesis in plant leaves, which is tightly
coupled, at the leaf level, with transpiration, i.e., the outgoing flux of water in a plant.
Thus, carbon sequestration processes depend on plant’s water fluxes in the soil-plant-
atmosphere continuum.

On the scale of individual plants, water is moved through the soil-plant-atmosphere
continuum via a variation in water potentials, the cohesion of water molecules and the
regulation of stomatal aperture. Thus, under optimal edaphic water conditions, water
flows from areas of higher water potential (soil) to areas of lower water potential (air) [5].
This differential of water potential pulls water from the soil into plant roots, up through
the vascular system, and out of stomata in the leaves, thereby impacting the entire water
status of the plant. Plant water fluxes also vary according to external parameters like
radiation, soil water availability or plant characteristics such as total leaf area, root density,
root conductance, root phenology, as well as circadian rhythm [5].
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Roots are at the core of plant water dynamics and water status by enabling water
uptake from the soil. During the day, water flows through the root cortex, via both the
symplastic and apoplastic pathways, and then into the xylem upon entering the stele.
During the night, the water flux is lower than during the day [6]. Nonetheless, root
morphology and functioning are not easily assessable without destructive approaches, e.g.,
excavation and washing. The estimation of their water dynamics often requires indirect
measurements on soil or leaves. Currently, only a few non-invasive methods exist to
visualize root architecture and to study water uptake, such as 2D light transmission imaging
combined with modelling [7,8], neutron radiography [9,10], X-ray tomography [11] and
high field magnetic resonance imaging (HF-MRI) [11-17]. However, such measurements
are performed on very simplified models, e.g., gel or sand to mimic the soil, and on a
limited number of species.

Nuclear Magnetic Resonance (NMR), and its imaging counterpart (MRI), are
interesting noninvasive approaches to study water status in plants. Indeed, by studying
the most abundant molecule in living systems, i.e., water, NMR sensitivity issues can be
overcome. 'H NMR is a quantitative method allowing the determination of water content,
signal amplitude being directly related to the amount of water protons. By exploiting the
high dependence of NMR parameters (relaxation times Tj and T, diffusion coefficients) on
how the water molecule is translationally hindered and rotationally bound, NMR stands
as a valuable method to probe the multiscale status of water and its distribution in plants.
For example, the water associated with tissues shows a low mobility and so a short
relaxation time Tp, whereas water which can be transported has a longer T, [18,19].
Furthermore, thanks to the noninvasiveness of the method, follow-up studies aimed at
characterizing changes in tissue structure and local water distribution can be conducted,
either inresponse to water deprivation [20,21] or during the transformation of plant-based
foods [22].

Unfortunately, it is impossible to perform acquisition in situ, i.e., directly in the plant’s
natural environment with standard MRI systems, as they are not mobile. To displace the
magnet, a low field MRI (LF-MRI) with a static magnetic field (Bp) lower than 1 Tesla (T)
must be considered. LF-MRI has been applied to plants to perform several analyses in the
laboratory such as the visualization of organ structure [23,24] or phloem and xylem flux
measurements [6,25-28]. For example, in 2006, Windt et al. [6] used a 0.72 T NMR
spectrometer to measure xylem and phloem fluxes in four different species: poplar, castor
bean, tomato and tobacco. They observed differences concerning the diurnal cycle, fluxes
being slower at night than during the day and phloem flux being slower than the xylem
flux. They also showed that the linear velocity and volumetric flow, especially of the
xylem, vary greatly between species. LF-MRI permits the study of plant dysfunctions, such
as vascular embolism, and their impact on the fluxes and the distribution of water in plants
[24,29]. In addition to these indoor studies, others have been performed outdoors, in the
plant’s natural environment [29-31]. However, with these previous magnets, the sample
diameter was limited by the magnet bore. Unilateral magnets like the Nuclear Magnetic
Resonance Mobile Universal Surface Explorer (NMR-MOUSE®) permit the study of a
sample regardless of its size [32]. Even if the measurement depth is limited because of the
sensitivity decrease with increasing distance from the surface of the magnet, plant organs
other than stems or seeds can be explored using these instruments, e.g., leaves [21]. Despite
this, roots are still under-studied. Recently, Bagnall et al. used LF-MRI to image roots in
different types of soil, enabling the visualization of root architecture and morphology in
the field and the characterization of the NMR properties of soil and roots [33]. They
reported a difference in relaxation times between root and soil water, but also between the
different types of soil. In addition, they observed an increase of soil water relaxation times
with an increase in soil water content, regardless of the soil used. As plant roots are
localized in soil, a challenge is the differentiation of water in both compartments. Thanks
to the difference in relaxation times between soil and root water [15,33], the differentiation
of these two compartments can be achieved. Here, we overcame this problem by using a
model consisting of a rhizotron with a soft, thin textile in order to physically separate
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roots from soil while still enabling water and nutrient exchanges (for more details about
the experimental design, see the description in Material and Methods).

To the best of our knowledge, there is no publication addressing the circadian
variations of water status in plant roots using LF-MRI. Therefore, the aim of our study was
to assess the feasibility of using a portable NMR spectrometer to characterize water status
in roots by studying three herbaceous species grown in rhizotrons, having contrasting
structure—-function relationships. We seek to validate NMR measurements by comparing
them to root morphologies and ecophysiological methods. In addition, we investigated the
transverse relaxation time evolutions to have a better understanding of the dynamic of the
water inroots.

2. Results
2.1. Climatic Chamber

Figure 1 shows the temporal evolution of the climatic chamber environmental
parameters. A 14 h light cycle was applied with lamps on from 8:00 a.m. to 10:00 p.m., and
an intensity of photosynthetic active radiation (PAR) of 560 pmol m? s™1, and off during 10
h. Relative air humidity ranged from 48-53% during the day to 75-78% at night, whereas
air temperature was, on average, 21 °C during the day and 18 °C at night for the three
species. Air CO, concentration was more variable due to entry into the chamber to perform
ecophysiological measurements. It varied, on average, between 410 pmol mol ! during the
day and 550 pmol mol ! at night.

D. glomerata P. lanceolata M. sativa
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Figure 1. Climatic chamber parameters as a function of time during the experiment on the three species: D. glomerata in blue, P.
lanceolata in red, and M. sativa in orange. The topmost plot represents the air temperature and the relative air humidity (solid and
dotted light lines, respectively) and the bottom plot represents the CO2 concentration and the photosynthetic active radiation
(PAR) in black dotted lines. The white and grey boxes represent the presence (8:00 a.m. to 10:00 p.m.) and the absence of light
(10:01 p.m. to 7:59 a.m.), respectively. The green boxes correspond to the period of T> measurements while the other data were
obtained during the NMR profile measurements.

2.2. NMR Profiles within the Three Rhizotrons

Figure 2 shows day-versus-night signal intensity profiles, i.e., the NMR signal
intensities (the mean of all 256 echoes of the decay curves) as a function of the
measurement depths, for the three species one day after watering. In Figure 2, the profiles
clearly displayed a “1D image” of water in each rhizotron.
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Indeed, proton status in roots and soil yielded an imaging contrast, allowing the
unambiguous attribution of water signal coming from each system. For clarity purposes,
we only kept five points in the transparent wall (with signal void). For all species, the
highest water signal intensity was observed in the roots (see Material and Methods). Thus,
knowing the rhizotron organization, the remaining zone on the right of the roots with a
signal slightly higher than zero corresponded to the soil. It is also noteworthy that each
species displayed a distinct characteristic feature in their water signal profile. Firstly, a
bimodal shape was clearly observed for the three species, with a maximum signal intensity
of 0.09 and 0.18 for the left and right peaks of D. glomerata, of 0.09 and 0.11 for the left and
right peaks of P. lanceolata and, of 0.27 and 0.18 for the left and right peaks of M. sativa
(daytime). A sharp inflexion was only observed for D. glomerata and M. sativa at depths of
1.5 mm and 5.8 mm respectively. Secondly, the highest peak appeared to the right near the
textile for D. glomerata and P. lanceolata, while the inverse was observed for M. sativa.
Finally, D. glomerata and P. lanceolata displayed a thickness of 2.8 mm and 2.3 mm
respectively, whereas the thickness of M. sativa was over 7 mm. The figure overlaid on each
graph presents the root architecture within the measurement window (Figure 2). Figure 2
also shows that the profiles recorded during the day were slightly shifted in depth and had
alower amplitude than those acquired at night, regardless of the species.
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Figure 2. Day and night NMR signal intensity profiles (in yellow and grey, respectively) of (a) D. glomerata, (b) P. lanceolata
and (c) M. sativa measured one day after watering. Overlaid on each graph, a picture showing the roots present within the
NMR measurement window (outer section of 5 X 5 cm) with a sensitive (coil section) section of 4 x 4 cm.
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2.3. Circadian Ecophysiological Measurements and NMR Signals in Roots and Soil

In order to observe the temporal evolution of the NMR water signal, a mean signal for
both root and soil zones was calculated for each profile. The temporal evolutions of the
leaf water potential (LWP), soil water content, and mean NMR water signal intensity in the
roots and in the soil of the three species are presented in Figure 3.
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Figure 3. Evolution of the leaf water potential (top), the average NMR signal intensity measured in roots (middle) and in

soil (bottom, orange) and soil volumetric water content (bottom, blue) measured in (a) D. glomerata, (b) P. lanceolata, and (c)

M. sativa. The white and grey boxes represent the day and night periods, respectively and the black arrows at the bottom

represent watering events.

The leaf water potential (Figure 3, top row) showed high variation between end-of-
night (range of -0.18 MPa to -1.15 MPa) and end-of-day measurements (range of -1.16 MPa
to -2.41 MPa), regardless of the species. At night, water potential increased (less negative
values), corresponding to leaf rehydration when stomata were closed, and decreased
(more negative values) during the day because of leaf transpiration. D. glomerata showed the
highest fluctuations between day and night (mean calculated on day 2 and day 3: 1.98
MPa), whereas P. lanceolata had twice fewer fluctuations (~ 0.86 MPa). In the case of M.
sativa, on day 3, a moderate drought effect was observed as water potential measured at
the end of the night reached -1.5 MPa. Close to irrigation events (black arrows),
ecophysiological variables (leaf water potential, soil volumetric water content), as well as
NMR signals in roots and soil, changed quickly, with pronounced peaks.

Over the full follow-up period, the root water signal intensity of the three species
displayed similar patterns, with a decrease during the day and a slight increase at night
(Figure 3, middle row). The decrease in the signal was more pronounced for D. glomerata
the day following watering. Afterwards, a similar circadian variation, i.e.,, a decrease
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during the day followed by an increase during the night, was observed for the three species
with an overall decrease in time.

The soil water signal intensity displayed globally similar circadian patterns as the
root water signal intensity (Figure 3, bottom row) except that the water signal evolved in
a plateau at night. Whatever the day and species, the NMR signal of the soil was always
lower than that of the roots (10 times less). The figure shows the soil humidity whose
evolution displayed a constant decrease over the whole follow-up period with a marked
decrease during the day and a slow decrease at night.

2.4. Root Morphological Traits and Leaf Area

The three species showed contrasting morphologies. M. sativa differed from the two
others with the highest root volume, root diameter and root mass, but the lowest root water
content and intermediate total leaf area (Table 1). D. glomerata had the highest root length
and leaf area, and the lowest root diameter. P. lanceolata had the lowest root length, root
volume, root mass, and leaf area, but showed the highest root water content.

Table 1. Root morphological traits extracted from the roots present inside the NMR measurement
volume and the total leaf area (rhizotron scale) measured at the end of the NMR experiment during
plant harvest for the three species.

Variables D. glomerata P. lanceolata M. sativa
Total root length (m) 56.237 17.498 46.137
Total root volume (cm®) 2.431 0.780 5.647
Total root dry mass (g) 0.507 0.132 1.634
Mean root diameter (mm) 0.223 0.270 0.432
Mean root water content (g g_1) * 0.772 0.808 0.675
Total leaf area (cm?) 6055.8 2166.6 4976.9

* roots were washed before weighing the fresh root mass.

2.5. Ty Results

To complement circadian root water signal analysis, we performed T, measurements
by positioning the sensor at the depth displaying the maximum signal intensity in the
profile of each rhizotron. Data analysis yielded two components. Figure 4 shows the time
evolution of the two T, values and their amplitudes over a 3-day-2-night follow-up period
for the three species. For D. glomerata and P. lanceolata (Figure 4a,b), the fast-relaxing T»
component (short T») relaxed with values around 5 ms, while the relaxation times for the
slow relaxing component (long 1) varied between 60 and 80 ms. For these two species, the
slow relaxing component represented the major fraction (from 70% to 95%). For these two
species, only the long T, value displayed a circadian rhythm with an increase during the
night and a decrease during the day (from ~60 ms to ~80 ms). In contrast, the T analysis
results for M. sativa showed different characteristics (Figure 4c). Firstly, the acquired echo
decays were noisier than for the two other species. Consequently, only the first 30 CPMG
signal decays (2 days/night periods) satisfied the signal-to-noise ratio (SNR) condition for
NNLS analysis (see Figure S1) [34]. Secondly, while these inversions also resulted in two
components, the slow relaxing one displayed lower T values, compared to the other two
species, of around 50 ms. Thirdly, the two population fractions were closer together than
those of the two other species. Finally, no visible circadian change was observed in any of
the four parameters for M. sativa. During the T> measurements, a high variation in LWP
was still observed between the end of night (range of -0.5 MPa to 0 MPa) and the end of
day for D. glomerata and P. lanceolata ( -1.77 MPa to -0.53 (Figure 4a,b third column)) with
similar amplitudes to those observed during the signal profile measurements (Figure 3, top
row). For M. sativa, whilst the data were truncated at the beginning due to sensor problems,
the LWP increased to -0.4 MPa at the end of the second night, indicating that the plant was
not in drought conditions.
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Figure 4. Evolution of the T2 proportions (first column) and of the T2 values (second column) in the root compartment, and

of soil humidity and mean leaf water potential in blue and red, respectively (third column) for (a) D. glomerata (b), P.
lanceolata, and (c) M. sativa (Tas: short To; Top: long T2). The white and grey boxes represent the presence and the absence of

light, respectively.

3. Discussion

Our rhizotron model with a soft and thin textile enabled us to reduce the complexity of
the study by separating roots from the soil, thus avoiding analysis of soil-root interactions,
i.e., thizosphere complexity [12,14,33], while getting closer to reality compared to other
models such as hydroponics or agar plates cultures [35]. As the textile is very soft and
weakly hydrophilic, the contacts between the roots, the textile and the soil are very high
with no clear impact of the textile on plant development and morphology. Moreover, the
use of a unilateral magnet, which is able to discriminate the different parts of our model,
enabled us to be free of limitations imposed by model size and soil complexity.

The NMR-MOUSE is able to reveal a 1D image of water in the sample. Indeed, in
agreement with the absence of any mobile protons in the transparent wall, the
corresponding signal is void. Figure 2 also shows the depth profiles of water in the soil with
a markedly lower signal intensity compared to the roots. The amount of water within the
two compartments cannot fully explain this great difference in signal amplitude. Indeed,
the roots of the three species were composed of an average of 75% water (Table 1), whereas
the soil had a water content between 15-20% (Figure 3), yielding a ratio of approximately
4-5:1. This result was in line with previous studies obtained with high and low field NMR
[14,33,36,37]. In Figure 2, we observed, on average, a ratio of 1:10 between the soil signal
amplitude and the root signal amplitude. Therefore, we attributed this lower level of signal
intensity in the soil as being a result of an interplay between the water binding capacity of
the soil (which contains clay) and the effect of magnetic susceptibility inhomogeneity
related to the heterogeneous structure of the soil. As each point of the profile corresponds
to the mean of the 256 echoes of the decay curves, the profiles are also T weighted. The
differences between root and soil NMR signals can be explained by the increased structure
of water in a clay system versus a root system. On the other hand, water diffusion through
the porous structure of the soil, combined with the strong magnetic field gradient of the
NMR-MOUSE is known to have a deleterious effect on the acquired signal [14,15,33].

The photos in Figure 2 and the morphological data in Table 1 highlighted a great
contrast in root architecture between the three species. Indeed, it appeared that M. sativa
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presented more coarse roots than the other plants as revealed by a higher mean root
diameter (+75%) than P. lanceolata and D. glomerata. In addition, it had a total root mass
that was 12.4 times and 3.2 times greater than P. lanceolata and D. glomerata, respectively,
and a total root volume that was 7.2 times and 2.3 times greater than P. lanceolata and D.
glomerata, respectively (Table 1). The higher proportion of coarse roots could explain why
M. sativa had the lowest value of water content (12.6% and 16.5% lower than the mean
water content of D. glomerata and P. lanceolata, respectively) as emphasized by some studies
[38,39]. Therefore, the features of the depth profiles of the root water signal could be
attributed to the root morphological traits of each plant. Indeed, the signal intensity at each
depth is obtained by averaging the 256 echoes acquired with the CPMG pulse sequence to
improve the SNR as commonly used in the inhomogeneous field [40]. These echoes are
equivalent to the first 256 echoes of the CPMG acquisitions for T measurements. As will
be discussed later, the amplitude of the signal at these early echoes is more weighted by
water fractions in close interaction with root tissue, which is more abundant in M. sativa, in
agreement with its high root mass and diameter. Furthermore, as watering was done in the
soil compartment, and because roots use soil water, a water gradient from the edge of the
soil to the transparent wall may be expected. Depending on the total root number present
in the NMR window, roots localized close to the transparent wall were more disconnected
from soil water than the ones in contact with the textile. Such a gradient, along with the
proportion of small-sized (fine) roots, may potentially explain the bimodal shape of the M.
sativa and D. glomerata root profiles. Considering potential differential root water contents
of fine and coarse roots, we expect that the highest peak may be attributed to a higher
proportion of fine roots while the inflection may originate from a higher proportion of
coarse roots as observed in some grass species [38] or in diverse plant communities across
different climatic zones [39].

The shifts in depth profiles between days and nights were related to an increase in the
temperature of the magnet. Indeed, the well-known and strong temperature dependency of
low field magnets results in the linear displacement of the measured volume. In our case, a
shift of ~50 pm/°C was determined [41]. This agrees with the 200 pm shift observed in the
present study as a consequence of the ~3 °C (18-21 °C) difference between the nighttime
and the daytime. In addition, the reduction of the signal amplitude observed during the
daytime is attributed, on the one hand, to the slight increase in the self-diffusion of water
with an increase in temperature and, on the other hand, as will be discussed below, byan
increase in water flux to satisfy planttranspiration.

Considering these day-night temperature effects, root and soil water signal variations
can be monitored. With LE-NMR, we showed for the first time a circadian cycle measured
in both roots and soil (Figure 3). Soil water NMR signal variation was consistent with soil
humidity dynamics. The parallel evolution of the two parameters demonstrates that the
NMR-MOUSE was able to monitor water status in the soil. Moreover, the circadian
evolution of the root NMR signal was mirrored by the dynamics of leaf water potential
and of soil-water content induced by plant transpiration. During the day, the upward
transport of water, due to the transpiration flux, caused the decline in root NMR signal,
whereas the root water uptake caused the decrease in soil NMR signal. Indeed, as leaves
dehydrate during the day (decline of LWP), a similar diurnal pattern is expected for the
roots, as shown by Huck et al. [42]; this is consistent with the presence of the soil-plant-
atmosphere continuum. Moreover, nighttime evolution of all measurements corroborated
this interpretation. Indeed, at night, water fluxes are slower than during the day [6] and the
potential evapotranspiration is close to zero, explaining the increase of LWP near 0 MPa and
the leaf and root rehydration. As a consequence, plants no longer absorb water, explaining
the plateau of the soil NMR signal, soil humidity and the slight increase of root water NMR
signal, which may be due to the decrease in protonmobility.

Our results also show that, besides these global traits shared by the three species, the
NMR-MOUSE was also able to reveal specific structural and functional characteristics of
each of the herbaceous plants. Indeed, as can be seen in Figure 3 on the middle row, the day
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after watering, root water signal amplitude declined by ~57% for D. glomerata, by ~9% for
P. lanceolata and by ~18.5% for M. sativa, corresponding to a variation of LWP between the
end of night and the end of day of -1.9 MPa, -0.8 MPa, and -1.1 MPa, respectively. These
water signal changes were consistent with root morphological traits and with the total leaf
area of each plant. P. lanceolata, having the lowest total leaf area, had a transpiration flux
which was expected to be smaller than the flux of D. glomerata, which had a leaf area and
root length almost three times greater.

In complement with the depth profile analysis, we performed transversalrelaxation,
T, analysis. T> stands as the NMR parameter that most strongly indicates the contribution
of different water fractions in the signal of complex systems like plants, and particularly
the roots. By nature, the measured echo decays with the NMR-MOUSE are affected by the
instrumental imperfections, as well as by the diffusion properties of the sample [43],
resulting only in an effective relaxation time (T2eff) rather than a “true” T,. The distribution
of T relaxation obtained with the regularized NNLS inversion [44-46] of the transversal
decay signal of a complex system may be used to quantitatively analyze the state of water
in each subsystem. Considering our model separating roots from soil, along with the root
structure and function, the fast-relaxing T> and its population fraction can be attributed to
the water fraction in close interaction with root tissue, while the slow-relaxing T> and its
population fraction to the more mobile water fraction, i.e., water available to satisfy plant
transpiration. Similar distribution was reported by Capitani et al. in their outdoor study
using a unilateral NMR instrument to detect the water status in the leaves of different
plants in stressed and unstressed conditions [21]. Because the T values of the slow relaxing
water fraction of D. glomerata and P. lanceolata displayed a circadian feature and their
population did not change, their variations could be ascribed to the daytime increase in
water fluxes due to plant transpiration. Indeed, due to the strong magnetinhomogeneity,
T> measurements are highly sensitive to both coherent and incoherent water motions, and
so the resulting incomplete refocalisation of spins (to the echo formation) leads to either
signal and/or T> reductions. The dependence of the CPMG echoes amplitude on diffusion
and flow is well known since the discovery of the spin-echo for T> measurement by Hahn
in 1950 [47] and the paper by Carr and Purcell in 1954 [48]. Here, our analysis was limited
with regard to the qualitative interpretations, the detailed analysis of the contribution of
each phenomenon (i.e., flow and diffusion) being out of the scope of this paper and may
be found in the above-cited articles as well as in others [49,50]. Conversely, the T> value
was higher at night as both temperature and plant transpiration decreased, whereas the
absence of a clear variation observed for the short T, agreed with the high interaction of
this water fraction with root tissue. The effect of daytime flow was also clearly illustrated in
the CPMG maximum signal amplitude of both D. glomerata and P. lanceolata, which clearly
displayed a circadian variation (Figure S1). The fact that the main root water signal (up to
90%) of these two species is represented by this slow-relaxing water fraction (with a T»
value changing according to transpiration fluxes) along with the absence of any variation
in the fast-relaxing (T2 and population) fraction stand as indicators of the well-watered
status of these root tissues. This assumption is further reinforced by the results obtained
on M. sativa. Indeed, either the SNR of the T5 signal decay (Figure S1) or the relatively high
population of the fast-relaxing water fraction seems to indicate that this species was in a
different hydric state to the two other species. The absence of any circadian change might
be explained by perturbations in the transpiration function related to its water status.

To conclude, we assessed the feasibility of portable MRI to characterize the circadian
dynamics of root water in three contrasted herbaceous species grown in rhizotrons, NMR
measurements being validated with regards to the current ecophysiological reference
methods. More studies are necessary to compare a wider range of species in order to define
root water strategies in well-watered and droughted conditions. This study opens the
opportunity to work with a rhizotron system in which roots are growing in the soil in order
to better approximate the natural growingconditions.
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4. Materials and Methods
4.1. Plant Material
4.1.1.Rhizotrons

In November 2019, 3 flat parallelipedic containers called rhizotrons (95 x 40 x 5 cm),
each with one transparent wall (in Plexiglass), were filled with a dried air granitic brown
soil (12% clay, 17% silt, 59% sand, 13% organic matter), extracted from an upland
grassland (St Genes Champanelle, 45.43°N, 03°10 E, 890 m a.s.l.) and sieved at 7 mm (pH
~= 6.5). Before filling the rhizotrons, the soil was filled with slow-release fertilizer (35 kg
m~ NPK 14-7-14, Multicote 12, Haifa, Israel). Holes were also drilled at the bottom of each
rhizotron and a pozzolan layer was added to allow for drainage.

A thin (60 um) and soft tissue (Nylon Polyamide made, 100 x 45 cm) with a mesh of
30 um and with a 20% open area of the pores was placed between the soil and the
transparent wall in order to separate the roots from the soil, but allowing the transfer of
water and nutrients. The transparent wall (4 mm thick) allowed closure of the rhizotrons
with screws with the box and was then covered with black plastic between observations
to shield the roots from light.

4.1.2. Plant Material

One Plantago lanceolata plant and three tillers of Dactylis glomerata were transplanted
from the site of St Genes Champanelle. Three Medicago sativa (Maga variety) plants were
germinated from seeds. The rhizotrons were left outside during the winter and spring
seasons before starting measurements in a climatic chamber during the summer season. A
first cut of the plants at a height of 5 cm occurred on the 13 April in order to regenerate the
leaves, as it occurs in mown grassland.

4.1.3. Climatic Chamber

Climatic chamber environmental conditions were monitored and recorded at 30-s
intervals with a data logger (CR6-Wifi, Campbell Scientific Ltd., Loughborough, UK) and
averaged over 5-min periods for radiation and CO; concentration(CARBOCAP, GMP343,
Vaisala, Finland) and with a HOBO data logger (ONSET, Bourne, MA, USA) every ten
minutes for relative air humidity and temperature. The chamber had a day and night cycle,
with lights turning on at 8:00 a.m. and turning off at 10:00 p.m. Temperatures were
maintained at around 21°C during the day and 18°C at night. Light values were measured
with a PAR (JYP1000, SDEC, Reignac sur Indre, France).

4.2. Ecophysiological Measurements
4.2.1. Leaf Water Potential

Psychrometers (PSY1-Stem, ICT International, Armidale, Australia) were used to
measure leaf water potential (MPa). These measurements provided an insight into the
daily oscillations of leaf water potentials under normal water conditions with regard to the
magnitude of change between day and night measurements and with regard to inter-daily
fluctuations. Measurements were made for each species on the following periods: 23 July-
5 August 2020: P. lanceolata; 7-12 August 2020: D. glomerata; 31 August-8 September 2020:
M. sativa. Measurements were made on two leaves for each species and the values were
averaged.

4.2.2. Soil Humidity

One 5-cm long sensor (EC-5, Meter Group, Pullman, WA, USA) was placed horizon-
tally at one depth (16 cm) and connected to a datalogger (EM50, Meter Group, Pullman,
WA, USA) to measure soil humidity continuously every 15 min, in all rhizotrons.

4.2.3. Destructive Samplings

During the total sampling of the rhizotron after the NMR experiment, the total leaf
area of green leaves was measured with an area meter (Licor 3100, Licor, Lincoln, NE, USA).
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After finishing all measurements on each species, the rhizotrons were harvested and plants
were cut and sorted by organ type: leaves, stems, floral organs, and dead matter for each.
In addition, roots were also sampled. Roots present inside the NMR measurement window
(5 x 5 cm) were collected, washed and stored in a plastic bag (-18°C) before performing
root morphology measurements. For the evaluation of the root water content, fresh and
dry roots were weighed separately. All fresh organs were oven-dried (48 h at 60°C) and

weighed to determine their dry mass (g). Mean root water content (RWC) was calculated
as RWC = (fresh mass—dry mass) ( _1)

fress mass

4.2.4. Root Morphology

Toincrease the contrast for scanning, the defrosted roots were stained with methylene
blue dye (5 g L™') by soaking them for at least one hour at ambient temperature. After
rinsing in water to remove the excess stain, the roots were carefully separated into coarse
(>1 mm) and fine roots and spread separately in a layer of water 1-3 mm deep, ina glass
tray, using mounted needles. They were scanned with a flatbed scanner (EPSON
perfection V700; Seiko Epson Corp., Suwa, Japan) at a resolution of 800 dots per inch, using
the transparent mode. For each species, 6 to 10 images were recorded and thereafter
analyzed with WinRhizoPRO software (V2012b, Régent Instruments, Québec, QC, Canada)
to determine root length (m), average root diameter (mm), and root volume (cm?) by
diameter class (10 classes of 0.1 mm-wide increments). The root volume was calculated as
the sum of each volume by diameter class to avoid bias due to a skewed root diameter
distribution [51].

4.3. NMR Experiments and Signal Analysis
4.3.1. NMR-MOUSE System

NMR measurements were performed using a 0.3 T NMR-MOUSE (Magritek, Welling-
ton, NZ) spectrometer. The full design of this low field system NMR sensor operating at a
H resonance frequency of approximately 13.23 MHz, can be found elsewhere [32]. Briefly,
this sensor is equipped with a permanent magnet whose configuration results in a strong
gradient of approximately 7.5 T/m along the By-(z)-direction, out from the surface of the
magnet. Combined with a linear surface coil for radiofrequency (RF) transmission and
signal reception, this linear gradient allows a selective signal measurement within a flat
sensitive volume (on-resonance frequency) of a few tens of micrometers at a fixed distance
of 25 mm from the magnet surface. In our configuration, a 4 x 4 cm RF coil (defining the
spatial Field of View of the sensitive slice) was placed on top of a 10-mm thick spacer,
which was positioned on top of the magnet, resulting in a distance of 15 mm between the
coil and the sensitive volume. Measurements of different depths were possible via a high
precision lift, which moved both the magnet and the RF coil downward along the z-
direction from 0 to minus 15 mm, shifting therefore the measurement slice inside the
sample from 15 mm to 0 (the sample/ NMR-MOUSE interface). The NMR-MOUSE was
fixed on a vector specifically designed for either transportation or to easily position it in
contact with the sample thanks to the screws within the crank.

4.3.2. Intensity Profile Measurements and Signal Analysis

For each rhizotron, the targeted measurement zone was selected visually through the
transparent wall according to its root density. The NMR-MOUSE was then positioned in
contact with the wall with its measurement window in front of the targeted measurement
zone. The system was then securely clamped. The depth profiling protocol consisted of
continuously acquiring the signal from the initial depth of 14.7 mm (the maximum
measurement depth) to the final depth of 0 mm (the surface of the spectrometer) with a
resolution of 0.1 mm by shifting the lift position in - 0.1 mm-steps, resulting therefore in a
total of 148 points for each profile. The signal of each depth consisted of the acquisition of
256 echoes using the CPMG pulse sequence with the following parameters: excitation
pulse 15 ps, echo time 113 ps, repetition time 3000 ms. Each measurement was repeated
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4 times for signal averaging at the exception of P. lanceolata for which 8 accumulations were
performed, resulting in a duration of 37 min to record one profile for D. glomerata and M.
sativa and of 1h10 for P.lanceolata. All acquisition parameters being identical, the NMR
signal of P. lanceolata was divided by two to be compared to the others profiles. A gap of
1 min was set between two successive profiles to allow the lift to return to its initial
position. To construct the signal profile, the signal intensity at each position was derived
by the mean of the 256 echoes. An example of the result of the 3-day acquisition for the D.
glomerata sample is presented in Figure 5. All of these profiles clearly display three spatially
separated parts attributed to the soil, roots and the transparent wall according to the
dimensional characteristics of the sample. Indeed, from 0 to 4 mm, the null signal intensity
(noise) perfectly reflects the absence of any mobile protons in the 4 mm-transparent wall.
The signal increase observed in the forward depths corresponded to the protons (mainly
from water) in the roots. The signal decrease (the average of the 256 echoes) observed at
7.5 mm due to the textile followed by a low flat signal assigned to the water in the soil.

Measurement velume

i ! 40mm .

Amplitude (a.u.)

Measurement volume|

0 Depth (mm)

Transparent wall
Textile Soil

Figure 5. (a) Experimental setup in the climatic chamber (case of D. glomerata). (b) Schematic representation of the magnet
in contact with a rhizotron and of the position of the NMR sensitive volume (or slice) (red rectangular parallelepiped). (c)
Ilustration drawing of different structures in the measurement window. (d) 3-day (daytime in yellow and nighttime in

gray) profile, i.e., signal intensity (average of 256 echoes) at each depth, cycle. Soil, roots and transparent wall compartments

are clearly revealed in each profile whereas no clear feature can be attributed to the textile as described in the text.

4.3.3. To Measurements and Fitting

T» measurements were performed at one unique position for each sample for the three
species. After the profile measurements, the lift was shifted to the measurement volume
corresponding to the position in the roots displaying the maximum signal intensity. The full
transversal decay curve for that position was then obtained by recording 2800 echoes for D.
glomerata and M. sativa and, 2500 echoes for P. lanceolata using the CPMG pulse sequence
with the following parameters: excitation pulse 12 ps, echo time 100 ps and repetition time
12 s for D. glomerata and M. sativa, and 10 s for P. lanceolata. To improve the signal-to-noise
ratio (SNR), each echo was averaged 128 times for D. glomerata and P. lanceolata and 256
times for M. sativa. Assuming that the measured echo decays consisted of a superposition
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of exponential decays, data analysis was performed in terms of a distribution of relaxation
times. The T, distribution functions were extracted from the experimental data using an
in-house implementation in MATLAB® (MathWorks, Natick, MA, USA) of the NNLS
inversion algorithm using a regularization parameter to control the trade-off between
stability and bias (Figure S2). When more than two peaks were present (that was the case
for less than 5% of the data), and because we hypothesized a bi-exponential relaxation
curve, a mean between values of the same order of magnitude was calculated.

Supplementary Materials:

The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10.3390/ plants10040782/s1, Figure S1:
CPMG decay curves of each species; Methods S1: Processing of the transverse relaxation decay curves; Figure S52:
Flow of NNLS inversion of the transversal relaxation decay curves.
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Chapitre IV. Relation structure-fonction des racines explorée par IRM portable

Chapitre IV. Exploration par IRM portable de la structure-fonction pour
Iutilisation de I’eau par les racines

Le corps de ce chapitre correspond a I’article « Root structure-function relationships in
water use for several herbaceous species revealed by portable NMR » qui est en processus de

soumission.

Résumé de Particle :

Les plantes peuvent étre caractérisées par leur stratégie d’acquisition des ressources.
Ces stratégies ¢évoluent sur un spectre allant de 1’acquisition rapide des ressources,
caractéristique d’une stratégie d’acquisition, a I’acquisition lente, caractéristique d une stratégie
de conservation. Ces stratégies sont définies sur la base des traits foliaires et des traits racinaires
tels que la densité de tissus, la surface spécifique foliaire ou encore la longueur spécifique des
racines, et des mesures fonctionnelles telles que la conductance stomatique. Néanmoins, bien
que ces stratégies soient bien définies pour des ressources carbonées ou azotées, elles restent
peu décrites pour 1’acquisition de 1’eau. La RMN est une technique de choix pour étudier la
quantité et la dynamique de 1’eau présente dans les plantes. Précédemment, nous avons montré
que ’IRM portable permet la caractérisation hydrique des racines d’herbacées dans un
environnement controlé. L objectif ici a été de déterminer si, a partir de cette caractérisation
hydrique par RMN, la relation structure-fonction pour 1’utilisation de I’eau par les racines
pouvait étre explorée et si cela pouvait nous permettre d’analyser les stratégies d’acquisition de
I’eau des plantes testées en conditions hydriques non limitantes. Pour cela, dix plantes prairiales
contrastées ont été cultivées en rhizotron avec toile. Des profils et des mesures de relaxation
transversale ont été acquis avec le NMR-MOUSE. En parall¢ele, des mesures écophysiologiques
de potentiel hydrique foliaire, de conductance stomatique et d’humidité du sol ont été réalisées.
Des traits morphologiques foliaires et racinaires ont également été mesurés.

I1 a ainsi été observé que les profils RMN reflétaient la diversité des racines dans la zone
de mesure étudiée. Des points d’inflexion présents sur certains profils pourraient étre dus a
I’arrangement spatial des racines de gros et de faibles diametres et/ou a la présence d’un
gradient d’eau entre la toile et la plaque transparente. L’intégrale de la zone des racines variait
entre especes et était liée a des traits quantitatifs racinaires tels que le volume racinaire. La
quantité d’eau dans la zone racinaire a pu étre estimée a partir de cette intégrale et une variation

de cette quantité selon un cycle diurne, avec une diminution le jour et une stabilisation la nuit
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(figure supplémentaire 3, en jaune), a été observée. Cette variation diurne a également été
observée chez certaines especes au niveau des mesures de 72. Il est également apparu que la
valeur et la proportion des 7> étaient liées négativement a la densité des tissus racinaires et
pouvaient renseigner sur le rapport cortex/stele, liant les parametres 7> a une exploration de la
fonction de transport de I’eau des racines. Ainsi, ces variations de quantité¢ d’eau et de 7>
n’étaient pas liées aux variations de température entre le jour et la nuit mais a la fonction des

plantes (flux d’eau lié a la transpiration des plantes).

Cette deuxieme étude a permis de montrer que I’IRM portable permet de caractériser la
structure globale des racines d’herbacées présentes dans la fenétre de mesure RMN ainsi que
leur fonction d’utilisation de I’eau. Elle confirme également que I’IRM portable peut détecter
le cycle diurne de transpiration des plantes. Par ailleurs, elle montre qu’il existe une relation
entre I’intégrale de la zone des racines et les traits quantitatifs racinaires, et que le 7> long est
li¢ négativement au RTD, notamment des fines racines. Ainsi, le 7> pourrait étre li¢ a la
proportion de stele, et donc a la conductivité hydraulique des racines et, de fait, a leur capacité

de transport.
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Abstract

Low-field proton nuclear magnetic resonance is an interesting tool to study water in plant roots,
as it is non-invasive and allows measurements outside the laboratory. The objective of this study
was to analyse the structure-function relationships of roots in water use by a set of approaches
including portable nuclear magnetic resonance, ecophysiological and morphological
measurements. Thus, ten herbaceous species grown in rhizotrons were studied under controlled
environmental conditions. The nuclear magnetic resonance signal of root water as a function of
measurement depth, and the transverse relaxation time, which gives information on water
mobility, were acquired with a single-sided nuclear magnetic resonance sensor. Positive
relationships between the root signal intensity and quantitative root characteristics, such as root
volume and water quantity, were observed. The temporal evolution of root water quantity, as
well as the diurnal variations of the transverse relaxation time, were consistent with
ecophysiological measurements and thus with plant physiology, especially with transpiration
flux. Furthermore, transverse relaxation time was negatively related to fine root tissue density,
a proxy for stele percentage. Our results revealed three types of structure-function relationships
in water use, (i) species that follow the root economic spectrum (acquisitive, conservative), (ii)
those that show contrasting water transport (high and low fine root tissue density and water
mobility), and (iii) those that are intermediate. This study showed that low-field nuclear
magnetic resonance is a promising analytical tool to characterize the overall structure of the

root system as well as its function in water use.

Keywords
Dicots, Leaf water potential, Monocots, Root traits, Single-sided NMR, Soil humidity, Stomatal

conductance
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INTRODUCTION

In plant ecology, the functional approach has revealed a continuous fundamental trade-off
between leaf traits associated with resource acquisition (fast, acquisitive) and resource
conservation (slow, conservative) (Grime et al., 1997; Westoby et al., 2002; Reich, 2014). Some
studies have suggested that this trade-off could be extended to root traits (Prieto et al., 2015;
Roumet et al., 2016; Fort et al., 2017). However, little is known about structure-function
relationships in plant roots (Wahl and Ryser, 2000; Hummel et al., 2007; Zhou et al., 2022).
Their localisation in a complex medium, namely the soil, has consequences on the plasticity of
root traits such as diameter, specific root length (SRL) and root tissue density (RTD). Moreover,
within the same root system, the position of the roots within the architecture, i.e., the order of
branching, strongly modifies the values of the traits (Picon-Cochard et al., 2012; McCormack
et al., 2015). The root economic spectrum was developed for carbon and nitrogen and not for
water use, and it is unclear how it is applicable to plant water use. Characterizing the structure-
function relationship of plant roots from a water use point of view is important to better
understand their water use strategy.

On one end of this trade-off, fine root trait values such as small values of average root diameter
and RTD and high values of SRL are associated with rapid acquisition strategies as they allow
soil exploration for nutrients and water at a fine scale without a high carbon investment per unit
of root length. On the other end, coarse roots with dense tissues are associated with resource
conservation strategies (Hummel et al., 2007; Picon-Cochard et al., 2012; Fort et al., 2017)
along with higher hydraulic conductivity (Rieger and Litvin, 1999; Masumoto et al., 2022; Zhou
et al., 2022). Root water use can be divided into two components: (i) radial transfer of water
within the roots through the cortex to the stele, and (i1) axial transfer of water within the stele,
which depends on transpiration and anatomical traits such as the size and the number of vessels.
Studies have highlighted the fact that anatomical features of the roots, such as the size of the
cortex and stele, can reflect both absorption and transport functions (Rieger and Litvin, 1999;
Masumoto et al., 2022; Zhou et al., 2022). Nonetheless, it appears that a root economic
spectrum for water use based on root diameter is not accurate. Indeed, Zhou et al. (2021)
demonstrated that root diameter is not always linked with stele diameter and that for the same
value of root diameter, cortex and stele proportions can vary across species. Moreover, a trade-
off between root water uptake and root water transport has been observed according to root
order but also along a root segment with an evolution of cortex and stele proportions (Heymans
et al., 2020; Heymans et al., 2021; Masumoto et al., 2022; Zhou et al., 2022). Even if root

diameter and RTD could be a proxy of root hydraulic conductivity without giving information
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on the vessels’ size and number (Zhou et al., 2021), it seems that RTD is a better proxy to
estimate root water use than root diameter as it is related to stele proportion (Wahl and Ryser,
2000; Hummel et al., 2007; Masumoto et al., 2022), and so it could be used as the basis of a
root economic spectrum for water use. However, it is not possible to measure this trait without
destructing the roots and it would be interesting to have a method to estimate it in an intact pant.
Imaging methods including visible light imaging, positron emissions, neutron or X-ray
tomography, or magnetic resonance imaging (MRI) can be valuable tools to study the structure
and/or function of plants. For example, they were used to visualize root system architecture as
well as its water uptake (Doussan et al., 2006; Pohlmeier et al., 2008; Zarebanadkouki et al.,
2013), the water distribution in leaves, and to estimate the leaf area or growth (Defraeye et al.,
2014; Itakura and Hosoi, 2018; Pfeifer et al., 2018). Among these imaging methods, nuclear
magnetic resonance (NMR) presents several advantages. Indeed, as it is non-destructive and
non-invasive, 'H-NMR stands as well-suited to study the state of water in intact plants.
Depending on the NMR acquisition parameters, different contrasts can be chosen like proton
density, longitudinal (77) or transvere (7>) relaxation times (Van As, 2007). Whereas the proton
density gives information on the amount of water, relaxation times, especially transversal
relaxation, give information on water mobility. Indeed, high 7> values are associated with
mobile water while low 7> values with water molecules in a restricted state, such as the ones
present in the cell wall compartment (Van As, 2007). NMR spectrometers are mostly laboratory
instruments. However, it is possible to displace some low-field instruments (spectrometers with
a static magnetic field lower than 1 Tesla). These instruments should be considered to study
plants outside the laboratory, directly in the plant’s natural environment, i.e., in situ. Organ
structure and function have been studied with this approach inside and outside the laboratory,
under well-watered and hydric stress conditions. The structure of stems (Kimura et al., 2011;
Nagata et al., 2016; Terada et al., 2020), the daily or monthly evolution of fluxes in xylem and
phloem tissues (Windt et al., 2006; Terada et al., 2020), the seasonal growth of a tree stem
(Nagata et al., 2016), the formation of xylem embolism (Meixner et al., 2020) and the evolution
of the water content under well-watered and water limited conditions (Malone et al., 2016) have
been examined. Nonetheless, these experiments were mainly performed on plant stems, the size
of which was limited by the magnet bore diameter. Unilateral magnets make it possible to
overcome this limitation, permitting the study of a sample regardless of its size, and so the study
of other organs, like leaves (Capitani et al., 2009) or roots (Nuixe et al., 2021).

In our previous study, the suitability of such a device, i.e., the NMR-MOUSE (Mobile Universal

Surface Explorer) to characterize root water status of three herbaceous species was
4
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demonstrated across day-and-night cycles (Nuixe et al., 2021). Here, we investigated if low-
field NMR measurements performed in situ on roots can be used to infer root structure-function
relationships in a range of herbaceous species having contrasted root traits to understand
herbaceous water acquisition strategies. We assume that (i) NMR profiles acquired with this
unilateral MRI will allow measuring the root water quantity in the spanned volume while (ii)
changes in the dynamics of plant water use will be correlated with the measured 72, as well as

RTD.

RESULTS

NMR profiles

NMR-MOUSE profiles correspond to the NMR signal intensity in function of the measurement
depth. Figure 1 shows a profile recorded for each species when they experienced a similar end-
of-night leaf water potential (between 0 and -0.38 MPa, Table 1). On these profiles, the different
compartments composing the rhizotron model were found. The zone with a high NMR signal
amplitude starting at 0 mm with one or more peaks corresponded to the root zone and varied
according to the species. Then, a zone with a low NMR signal amplitude (<0.01 to 0.06 uV)
was observed, except for R. acetosa, and corresponded to the soil compartment. For ease of
comparison, the signal from the transparent wall was removed for all the profiles to begin with

the root zone at 0 mm (for visualization of the raw data, cf. Supplementary Figure S1).
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Figure 1. NMR profiles of T. officinale (TO), T. repens (TR), L. angustifolius (LA), P. lanceolata (PL),
O. viciifolia (OV), F. arundinacea (FA), D. glomerata (DG), T. pratense (TP), M. sativa (MS) and R.
acetosa (RA) acquired at equivalent end-of-night LWP, between 0 and -0.38 MPa (Table 1). The zone
with a high signal amplitude corresponds to the roots and the zone with a low signal amplitude to the
soil.

The profiles were contrasted in signal intensity. While the root zone peaks of 7. pratense, T.
repens, F. arundinacea and P. lanceolata barely reached 0.1 pV, that of R. acetosa was always
near 0.3 uV, with a maximum at 0.35 pV. They also differed in the width of the root zone, from
1.6 mm for L. angustifolius and T. repens to 14.7 mm for R. acetosa, leading to large variation
in root NMR integrals (Table 1). The highest value integral (R. acetosa, 6186 pV) was nearly
45 times higher than the lowest (7. repens, 138 uV). T. repens, L. angustifolius, P. lanceolata
and F. arundinacea had the lowest root NMR integral values (<500 pV). T. pratense, T.
officinale, D. glomerata and O. viciifolia had intermediate values (between 500 and 1000 pV).
M. sativa and especially R. acetosa had the highest root NMR integral (>1500 puV), with the
integral value of R. acetosa being nearly three times (2.7) higher than that of M. sativa (2285
uVv).

Some profiles had an inflection point separating the root zone into two peaks (inflection point
positioned at 1.1 mm for 7. repens, 1.1 mm for D. glomerata, 2.4 mm for T. pratense, 5.5 mm

for M. sativa and 5.4 mm for R. acetosa, Figure 1 & Table 1).
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Table 1. Total and peak root NMR integrals observed on the profiles presented in Figure 1.

Species Root Peak integral Peak integral Profile mean
NMR near 0 mm (HV) near soil LWP (MPa)
integral (nv)

(V)

T. officinale 830 -0.20

T. repens 138 81 57 -0.17

L. angustifolius 210

P. lanceolata 259 0.00

0. viciifolia 958 -0.20

F. arundinacea 267 -0.14

D. glomerata 892 361 532 -0.17

T. pratense 552 221 331 -0.17

M. sativa 2285 1791 495 -0.37

R. acetosa 6186 1824 4362 0.00

Leaf and root morphological and ecophysiological traits

Table 2 summarizes all the traits. Leaf area (LA) ranged from 0.01 m? for L. angustifolius to
0.62 m? for T. officinale. Specific leaf area (SLA) varied by a factor of 2.5 between species,
from 91.7 cm? g'! for L. angustifolius to 232.6 cm? g’! for T. officinale. Stomatal conductance
(Gs) differed greatly among species, ranging from an average of 104 mmol m? s for D.
glomerata to 953 mmol m? s for T. officinale. O. viciifolia and the two monocots (D.
glomerata and F. arundinacea) had values below 200 mmol m™ s! while the other species had
values above 350 mmol m? s\. R. acetosa and O. viciifolia showed the smallest variation of
leaf water potential (ALWP) between night and day (-0.36 and -0.53 MPa respectively). D.
glomerata, T. officinale, T. repens and M. sativa showed the largest fluctuations with a
difference between -1.06 and -1.82 MPa. The others species showed an average of -0.7 MPa
(cf. also to Supplementary Figure S2). All species had a soil water content (SWC) between 10%
and 30%, which displayed the same temporal evolution with a decrease during the day and a
constant value at night (cf. Supplementary Figure S3). O. viciifolia, R. acetosa and T. pratense
showed the smallest variation of SWC (ASWC) between night and day (between -0.4 and -
0.99%). P. lanceolata, M. sativa and T. repens had intermediate values (between -1.79 and -
2.05%), while D. glomerata, F. arundinacea and T. officinale showed the largest fluctuations
with a difference between -2.51 and -3.80%.

Root morphological traits were measured in the zone where the NMR measurements were
performed. Table 2 summarizes the values for these different parameters, namely, root volume
(RootV), mean root diameter (RootD), specific root length (SRL), root tissue density for all
root types (RTD) and for roots having a diameter lower than 1 mm (97% of the total volume of
the scan considered except for L. angustifolius where only a scan was acquired and for which

fine roots represented 63% of the total root volume) (FineRTD), root mass (RootM), and root
7
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water content (RootWC). Highly contrasting root characteristic values were observed. Indeed,
there was a factor of around 220 between the lowest and highest value of root volume (0.08
cm? for T. officinale and 18.27 cm? for R. acetosa). The mean root diameter ranged between
0.16 mm for T. officinale to 0.76 mm for O. viciifolia. T. officinale, T. repens and the two
monocots had the lowest values of mean root diameter, around 0.2 mm. R. acetosa, O. viciifolia
and L. angustifolius had the lowest values of SRL, around 53 m g, while T officinale had the
highest, with 277 m g"'. The RTD ranged between 0.061 g cm™ for L. angustifolius and 0.292
g cm™ for M. sativa, meaning that there was a factor of 4.8 separating the lowest value from the
highest. T. officinale, F. arundinacea and P. lanceolata had an RTD between 0.150 g cm™ and
0.200 g cm™, whereas D. glomerata, T. pratense and O. viciifolia had an RTD between 0.200
g cm™ and 0.250 g cm™. T. repens, R. acetosa and M. sativa had an RTD higher than 0.250 g
cm. The RTD of fine roots ranged from 0.061 g cm™ for L. angustifolius to 0.259 g cm™ for
T. repens. L. angustifolius and P. lanceolata had the lowest values, FineRTD being lower than
0.150 g cm™. T. officinale, R. acetosa, O. viciifolia, T. pratense and F. arundinacea had a
FineRTD between 0.150 g cm™ and 0.200 g cm™. M. sativa, D. glomerata and T. repens had
the highest values, with more than 0.200 g cm™. The root mass was widely distributed with a
factor of 380 between the lowest and highest values (0.01 g for 7. officinale and 4.96 g for R.
acetosa). M. sativa and R. acetosa had one of the highest mean root diameters, volumes, and
masses, but the lowest root water content (<0.70). L. angustifolius and T. officinale had the
highest values of root water content, around 0.84. Root water quantity (RWQ), calculated as
the product of the root mass and the root water content, ranged between 0.01 g for 7. officinale
and 3.22 g for R. acetosa. In addition, T. officinale, L. angustifolius and T. repens had an RWQ
lower than 0.1 g. P. lanceolata, O. viciifolia, F. arundinacea, D. glomerata and T. pratense had
an intermediate RWQ (between 0.1 g and 1 g). M. sativa and R. acetosa had the highest values,
with 1.1 g and 3.22 g, respectively.



214 Table 2. Leaf morphological and ecophysiological traits and root morphological traits of the 10 species. “— corresponds to the absence of data.

Species LA SLA Gs ALWP ASWC RootV RootD SRL RTD FineRTD Root RWC RWQ
(m?) (em?g’) (mmol (MPa) (%) (em®) (mm) (mg') (gem?) (gemd) M (gg) (@
m?2s?)
T. officinale 0.62 232,57  952.78 -1.48 -3.80 0.08 0.16 277.2 0.157 0.157 0.01 0.83 0.01
T. repens 0.24 147.12  366.57 -1.39 -2.05 0.15 0.22 98.0 0.263 0.259 0.04 0.73 0.03
L. angustifolius 0.013 91.73 - - - 0.38 0.51 54.4 0.061 0.061 0.02 0.85 0.02
P. lanceolata 0.22 183.45  444.07 -0.93 -1.79 0.78 0.27 202.8 0.176 0.136 0.13 0.81 0.11
0. viciifolia 0.54 104.39 122.55 -0.53 -0.40 1.46 0.76 50.6 0.234 0.177 0.31 0.79 0.25
F. arundinacea 0.17 145.66 199.13 -0.41 -2.51 2.10 0.23 158.3 0.160 0.198 0.35 0.77 0.27
D. glomerata 0.61 107.66 104.10 -1.82 -2.51 243 0.22 133.2 0.203 0.220 0.51 0.77 0.39
T. pratense 0.22 192.30 - -0.81 -0.83 3.11 0.30 108.4 0.217 0.182 0.69 0.79 0.54
M. sativa 0.5 163.34 - -1.09 -1.83 5.65 0.43 105.1 0.292 0.212 1.63 0.68 1.10
R. acetosa 0.36 207.47  396.49 -0.36 -0.99 18.27 0.66 53.5 0.275 0.174 4.96 0.65 3.22
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Figure 2 represents a more detailed analysis of the root volume by considering the proportion
of the different root diameters. It shows that 94%, 77% and 58% of the root volume of R.
acetosa, M. sativa and T. pratense, respectively, was due to coarse roots i.e., roots having a
diameter greater than 1 mm. Conversely, 67%, 55% and 53% of the root volume of T officinale,
P. lanceolata and T. repens, respectively, was due to very fine roots, i.e., with a diameter lower

than 0.4 mm. The two monocots did not have roots larger than 2 mm in diameter and had a

homogeneous distribution of root volume according to root diameter.
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Figure 2. Cumulative proportion of root volume per class of root diameter (mm) measured within the
NMR measurement zone for each species.

Links between morphological, ecophysiological traits and NMR profiles

Root NMR integrals correlated with quantitative root traits. Excellent positive correlations
between root NMR integrals, root volume and root water quantity were highlighted (r>= 0.96,
p-values<0.05, Figure 3 for the latter). In the NMR window pictures of 7. pratense and M.

sativa (cf. Supplementary Figure S4), it appeared that coarse roots were mainly localized

10



232 against the transparent wall and fine roots were more against the textile. From the data used to
233 produce Table 2, the coarse root volume was extracted (4.277 cm?® for M. sativa and 1.031 cm?
234 for T. pratense) and was plotted against the root NMR integral of the peak near the transparent
235  wall. These data pairs agreed well in the relationship observed between the root NMR integral
236 and the root volume (cf. Supplementary Figure S5).

Root water quantity =5.2 10 * Root NMR integral
R?=0.96, p = 4.5e-07

Species
e TO
TR
LA
PL
e OV

FA
DG
TP
MS
RA

Root water quantity (g)

0 2000 4000 6000

237 Root NMR integral (uV)

238  Figure 3. Linear relationship observed between the root water quantity and the root NMR integral
239  calculated from the profiles shown in Figure 1.

240

241 The equation derived from the linear regression between root water quantity and the root NMR

242 integral (Figure 3) made it possible to calculate the amount of root water for each profile. For

243 all species, we observed a decrease of the root water quantity during the day and a plateau
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during the night in agreement with the ecophysiological measurements (cf. Supplementary

Figures S2 and S3, RWQ is represented on figure S3 in yellow).

Temporal evolution of the transversal relaxation times (72) measured in roots

Figure 4 represents the temporal evolution of the values of both transversal relaxation times for
the different species. For all nine species the measured short 7> value displayed moderate intra
and inter-species changes with a mean value around 5.0 ms. Conversely, higher amplitude
variations were observed for the long 7> value between species. Indeed, at night, the long 7>
value varied between a mean value of 29.9 ms for F. arundinacea to 75.9 ms for P. lanceolata.
During the day, the mean long 7> value ranged from 31.7 ms for F. arundinacea to 66.0 ms for
O. viciifolia. Globally, four species had mean long 7> values greater than 50 ms (7. officinale,
D. glomerata, O. viciifolia, and P. lanceolata). A significant day-night variation of the long 7>
value could be observed in Figure 4 (green boxes) for four out of nine species. For these four
species, the value of the 7> at night was systematically higher than the value of the 7> during
the day. The increase ranged from 7.3% for O. viciifolia to 34.7% for T. repens, through 11.3%
for D. glomerata and 15.7% for P. lanceolata. Whereas the proportion of short and long 7>
values did not vary between day and night for each species, the proportion of 7> values varied

greatly between species (cf. Supplementary Materials Table S1).
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Figure 4. Temporal evolution of short (red) and long (blue) 7> values for all species measured at one
specific depth.

Links between morphological, ecophysiological traits and 72 results

A principal component analysis (PCA) was performed in order to investigate relationships
between plant traits (RootWC, SRL, global RTD (RTD) and RTD of fine roots (FineRTD),
RootV), average ecophysiological parameters (DeltaLWP and DeltaSWC) and NMR
measurements (proportion of long 7>, ¢ay (PropLongT2d) and root NMR integral (RootIntegral))
(Figure 5). 74.7% of the total variance was explained by the two first components. Component
1 explained 49.4% of the total variance and was mainly represented by SRL, the root water
content, the root volume, RTD, the root NMR integral and the delta of soil water content.
Component 2 explained 25.3% of the total variance and was mostly represented by the
proportion of long 7>, qay and FineRTD. T. officinale, M. sativa and R. acetosa were well
represented on the first axis while 7. repens and P. lanceolata were best represented on the

second axis. In contrast, monocots, O. viciifolia and T. pratense were poorly represented on
13
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these two axes. All numerical PCA results are summarized in Supplementary Materials Table

2.

DeltaLWP

RootWC
DeltaSWC

RA
RootV

RTD

Component 2 (25.3%)

FineRTD
1
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TR™ !
2 0 2 4
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Figure 5. Principal component analysis (PCA) performed with root traits, ecophysiological and NMR
parameters. Colors and point size represented the quality of the representation of individuals on the axes;
the redder and bigger the point is, the better the plant is represented.

DISCUSSION

NMR profiles reveal the root water quantity of ten herbaceous species in a non-destructive
way

The NMR profiles were constructed by averaging the signal from the 256 echoes of the NMR
decay acquired at each depth, leading to profiles weighted in both proton density and transversal
relaxation times. These ponderations allowed a clear differentiation of soil and roots (Nuixe et
al., 2021). Indeed, NMR signal intensity is much lower in soil than in roots due to both
differences in water content, so in proton density, and in 7>. Soil is a heterogeneous medium
(texture, porosity, impurities, ...), and coupled with the strong magnetic field gradient of the

spectrometer, it has a deleterious effect on the NMR signal (Gruwel, 2014; Pflugfelder et al.,
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2017; Bagnall et al., 2020). Here, as we were not interested by the water inside the soil, we took
advantage of this rapid signal loss, compared to roots, to segment the compartments. This is an
interesting property to consider in future studies in which roots and soil will be mixed. This has
been used to image root architecture with both high-field and low-field MRI (Pflugfelder et al.,
2017; Bagnall et al., 2020) and to study root water uptake at high magnetic field strength
(Pohlmeier et al., 2008).

As the plants were well-hydrated, these profiles provided information on the total amount of
water in the roots localized in the measurement zone. Unlike species such as T. officinale, which
had a sparse and homogeneous root system composed essentially of fine roots, some species
showed an inflection point on their profile (Figure 1). Two hypotheses can be raised. The first
one deals with the spatial arrangement of fine and coarse roots in the NMR window as observed
for T. pratense and M. sativa. This hypothesis is supported by a simple visual analysis of the
root pictures of these species (cf. Supplementary Figure S4 F and G), showing a dominant
presence of coarse roots near the transparent wall, and the fact that the integral of their first
peak was mainly related to the presence of coarse roots (cf. Supplementary Figure S5).
Nonetheless, as a profile gives an overall image of the water present within the investigated
volume but not its distribution, and to go further with this hypothesis, 3D methods such as MRI
(Gruwel, 2014) or X-ray tomography (Mooney et al., 2012) should be considered. The second
hypothesis is that there is a water gradient in the roots between the textile (high water content)
and the transparent wall (low water content) that is intensified by the species’ water
consumption. Due to this water gradient, roots spatially located near the textile would be more
hydrated and would display a higher NMR signal than those near the transparent wall which
would dehydrate more rapidly. This could be the case of the evenly distributed roots of D.
glomerata, which had a high water consumption (high ALWP and ASWC, Table 2), and where
the highest peak in the profile was located near the textile.

The NMR profile (both amplitude and integral) varied significantly between species with R.
acetosa, M. sativa and O. viciifolia exhibiting the highest signal amplitude. These species
presented a significant proportion of roots having a diameter higher than 1 mm. It was shown
in herbaceous and tree species that mean root diameter is related to cortex width (Rieger and
Litvin, 1999; Wahl and Ryser, 2000; Kong et al., 2014). Moreover, the Groot database
(Guerrero-Ramirez et al., 2021) provides, among other measurements, the root stele fraction
for eight out of ten of our species (exception are L. angustifolius and T. officinale). Using this
database, it appears that this root stele fraction is related positively with our RTD, especially

with FineRTD (cf. Supplementary Figure S6), being consistent with what was expected
15
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(Hummel et al., 2007). R. acetosa, O. viciifolia and T. pratense were among species having a
low root stele fraction and/or RTD. Therefore, it seems that the higher the signal amplitude is,
the lower the root stele fraction and/or the RTD are. Despite its root diameter repartition and its
low RTD, L. angustifolius had a low NMR signal. This can be attributed to the weak number
of roots present in our measurement zone and so to the sensitivity of NMR measurements.
Indeed, the global root volume and mass were very low compared to the other species having
high root diameters. Still, the NMR signal being sensitive to the hydrogen in water, we were
able to correlate this signal to the water quantity in the roots for the first time. It also led to a

relationship with root volume (cf. Supplementary Figure S5).

Relaxation times give information on root function

Relaxation times are influenced by the interactions of water molecules with their environment.
Water molecules bound to macromolecules or surfaces have shorter relaxation times than free
water molecules (Van As, 2007). In the analysis of 7> relaxation times of leaves, Musse ef al.
(2017) found a short 7> value around 3 ms and they assigned it to the water pool bound to
macromolecules and cell walls. Similarly, Jones ef al. (2012) assigned similar 7> values in wood
to bound water. Thus, we attributed short 7> values to all the tissue-bound water (independent
of the tissue type) whereas long ones were assigned to free and/or mobilizable water.
Furthermore, as neither short 7> values nor their population fractions varied for each species,
we concluded that plants were well hydrated. Contrary to short 72, long 7> values varied across
species between approximately 30 and 76 ms and with a clear day and night cycle for P.
lanceolata, T. repens, O. viciifolia and D. glomerata. Those values are comparable with the
ones found in the literature on trees (long 7> in sapwood and heartwood, Jones et al. 2012; stem
tissues, Meixner et al. 2021) and in the cortex and stele of carrot taproot (Sibgatullin et al.,
2010).

Because we tested contrasting root systems with different architectures (fibrous; tap-rooted)
coming from species of different plant groups (legumes, grasses, forbs) and so with different
cortex to stele ratios as reported in the GRoot database (Guerrero-Ramirez et al., 2021), we
expected a correlation between RTD and the proportion of 7> values, as these variables reflect
tissue organization through either the density or the water pools. Such a correlation was
observed in the case of fine roots. For a high RTD, a higher proportion of bound water, and
therefore a lower proportion of free water, is observed. In addition, thanks to MRI, Meixner et
al. (2021) reported 7> values in wood of 40, 80, 70-100 and 145 ms for bark, cambium, xylem

and pith, respectively. Despite the fact that we cannot compare the 7> values measured in our
16
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study with the values found by Meixner (due to different magnetic fields, to the strong
inhomogeneity of the magnet used in this study), we can note (i) the order of magnitude around
tens of ms and (ii) the values vary within a limited range. The root long 7> times must then be
interpreted as a weighted time encompassing both the cortex and stele 7> values. The species
having long 7> values that are shorter than 50 ms, particularly R. acetosa, M. sativa and T.
pratense, were among those with a significant proportion of coarse roots and a high RTD,
between 0.19 and 0.24. Therefore, it seems that lower the 7> value is, the denser the root tissues
are. In addition, because there is a positive relationship between RTD and root stele fraction,
T> values might give information on the stele fraction, with a lower value indicating a higher
root stele fraction.

A diurnal variation of the long 7> values was observed for several species, especially O.
viciifolia, P. lanceolata and D. glomerata, with a decline during the day (Figure 4). Water
movements, either coherent (directional flux) or incoherent (diffusion), lead to a decrease in
NMR signal intensity and relaxation times (Hahn, 1950; Edzes et al., 1998). Here, because the
systematic decrease in the long 7> value during the day was not observed for all species despite
the same climatic chamber conditions, we considered the influence of diffusion as weak.
Therefore, the decrease in 7> relaxation times during the day is mainly attributed to the coherent
motions that are involved in plant transpiration. The absence of diurnal variation in the long 7>
values observed for T. officinale, F. arundinacea, T. pratense, M. sativa and R. acetosa can be
explained by the origin itself of this 7> time. Indeed, we previously explained that the value of
this relaxation time is weighted by the fraction of cortex and stele. A low relaxation time is
characteristic of denser tissues which are correlated with a high root stele fraction. Nonetheless,
these fractions of stele do not give us information on the number of vessels inside the stele. It
is then possible that, for these species, a low proportion of water flowing in the stele leads to a
less sensitive measurement and a possible absence of observation of diurnal cycle. Further

studies are needed to explore this hypothesis.

Plant strategies for water use

A principal component analysis was performed to look for revealing water use strategies in a
range of herbaceous species using trait syndromes, in well-watered conditions. The first
principal component axis highlighted the plant economics spectrum with the expected
acquisition (fast)/conservation (slow) resource strategies trade-off (Moreno-Gutiérrez et al.,
2012). SRL and the root water content (left part), the root volume, the global RTD and the root

NMR integral (right part) contributed the most to this axis. P. lanceolata and T. officinale are
17
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following an acquisitive resource strategy in agreement with the literature (Molina-Montenegro
et al., 2018; Pol et al., 2021) while R. acetosa and M. sativa are following a conservative one.
Although these species are both on the conservative end of the spectrum, they differed in the
leaf area, SRL and the difference of leaf water potential and soil water content (Table 2). Those
measurements are higher for M. sativa than R. acetosa. Besides, mean long 7> values measured
during the day, when transpiration occurred, were lower for M. sativa than for R. acetosa.
Therefore, it seems that these conservative species, based on diameter and root volume, showed
different speeds of water use, M. sativa consumption being faster than that of R. acetosa, as
underlined by delta LWP and delta SWC (Table 2).

The second principal component followed an axis of water transport capacity, with high
contribution of the daily long transversal relaxation time proportion and the RTD of fine roots,
both being negatively related. Our results are consistent with those obtained recently by
Masumoto ef al. (2022) showing that root hydraulic conductivity is positively correlated with
RTD across tree species. This suggests that root hydraulic conductivity increases with
increasing fine root transport capacity, because high RTD values correspond to a high
proportion of stele within the root tissues (Wahl and Ryser, 2000; Hummel et al., 2007), which
is the main conductive tissue. Thus, fine roots with high stele ratios are considered to have a
high transport capacity (Guo et al., 2008; Wang et al., 2016). The stele being denser than the
cortex, a high proportion of stele is consistent with a high proportion of short 7> values (and so
a low proportion of long 73). Therefore, it seems that the long transversal relaxation time
components (value and proportion) are negatively related to hydraulic conductivity.

The absence of direct correlations between delta LWP, which is related to transpiration, and the
transversal relaxation time component LongT2 could be explained by the lack of
synchronization of measurements. Nevertheless, both 7. repens and P. lanceolata were well
represented on this second major axis on opposite sides. 7. repens was characterized by a higher
RTD, a lower value and proportion of long 7>, 4ay and a greater difference in water potential and
soil water content than P. lanceolata. This observation characterized 7. repens as a higher
transpiring species than P. lanceolata. This is consistent with the literature as 7. repens is
known to not well regulate its water use by stomata closure (Lucero et al., 2000) and to be

drought sensitive (Signarbieux and Feller, 2012).

In conclusion, we showed, for the first time, that low-field MRI is an analytical tool of choice
to characterize the overall structure of roots as well as their function. Indeed, we were able to

estimate the amount of water in roots, and we confirmed our previous observations that low-
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field MRI can detect plant nychthemeral cycles on a larger range of herbaceous species with
contrasting water use strategies. In addition, we showed that root long 7> components are
negatively related to RTD, and this could give insights on root hydraulic conductivity as RTD
is related to the root stele fraction. In a future study, it could be interesting to focus on root

water fluxes and how they evolve during an edaphic drought.

MATERIALS AND METHODS

Plant material and environment

Three Medicago sativa (Maga variety) (MS), one Lupinus angustifolius (LA) and four
Onobrychis viciifolia (Perly ecotype) (OV) plants were germinated from seeds. One Rumex
acetosa (RA), one Taraxacum officinale (TO), one Plantago lanceolata (PL), three Trifolium
repens (TR), three Trifolium pratense (TP) plants and three tillers of Dactylis glomerata (DG)
and Festuca arundinacea (FA) were transplanted from the site of Saint-Genes-Champanelle
(France). Plants were cultivated in monoculture in rhizotrons. Rhizotrons are parallelipedic
containers (95 cm (height) x 40 cm (width) x 5 cm (thickness)) with one face corresponding to
a transparent wall, and having holes at the bottom where a pozzolan layer (800 g) was placed
to allow for drainage. Nine of the rhizotrons were filled with an upland grassland soil sieved at
7 mm (pH = 6.5) and which consisted of 12% of clay, 17% of silt, 59% of sand and 13% of
organic matter. The last rhizotron, the one intended for O. viciifolia, was filled with a mix of
the previous soil and a Limagne soil with a ratio of 60/40 in order to increase the pH. Both soil
types were mixed with a slow release fertilizer with a final concentration of 5 g L' (NPK 14-
7-14, Multicote 12, Haifa, Israel). A textile (Nylon Polyamide made, 100 cm x 45 cm x 60 um)
with a mesh of 30 um and with a 20% open area of the pores was positioned between the
transparent wall and the soil to separate the root system from the soil while still allowing the
transfer of nutrients and water. Rhizotrons with plants inside were then left outside during the

winter and the spring before starting measurements in a climatic chamber during the summer.

A day-and-night cycle was applied in the climatic chamber with lights on from 8 am to 10 pm
and an ambient temperature of 21°C during the day and of 18°C at night. Environmental
conditions were monitored and recorded at 30s-intervals with a data logger (CR6-Wifi,
Campbell Scientific Ltd., Loughborough, UK) and averaged over 5-min periods for CO>
concentration (CARBOCAP, GMP343, Vaisala, Finland) and with a HOBO data logger
(ONSET, Bourne, MA, USA) every ten minutes for relative air humidity and temperature.

Environmental conditions were the same for all the species (cf. Supplementary Figure S7).
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Measurements on rhizotrons were performed throughout the following periods: 9 — 15 July
2020 for T. pratense; 23 July — 5 August 2020 for P. lanceolata; 7-12 August 2020 for D.
glomerata; 19 — 24 August 2020 for 7. officinale; 24 — 30 August 2020 for 7. repens; 31 August
— 8 September 2020 for M. sativa; 14 — 21 September 2020 for O. viciifolia; 29 September — 5
October 2020 for F. arundinacea and 6 — 12 October 2020 for R. acetosa.

Ecophysiology and traits

Leaf water potential (LWP, MPa) was measured every fifteen minutes using a psychrometer
(PSY1-Stem, ICT International, Armidale, NSW, Australia). Measurements were performed on
one, two or three leaves and the values were averaged. We have no LWP measurements for L.
angustifolius due to the impossibility to correctly position the psychrometer on the narrow
leaves. During the experiments (profiles and 7>), for the majority of species, the pre-dawn LWP
(blue in Figure S2) was greater than -0.5 MPa. Exceptions included P. lanceolata, which
reached -0.7 MPa at the end of the night on day 4. Mean variation of leaf water potential
(ALWP) was calculated as the difference between the minimum day LWP and the end-of-night

LWP to analyze for water consumption.

Abaxial stomatal conductance (Gs, mmol.m?.s") was measured with a porometer (AP4, Delta-
T Devices Ltd, Cambridge, UK) on each species on three leaves, three times per day: morning,
midday and afternoon. For the same reason that we were not able to obtain an LWP

measurement, L. angustifolius’ Gs was not recorded.

Soil water content (SWC, m®> m™, %) was measured at one depth (16 cm) every fifteen minutes
in all rhizotrons using a 5-cm long sensor (EC-5, DecagonMeter Group, Pullman, WA, USA)
which was placed horizontally before plant installation and connected to a data logger (EMS50,
DecagonMeter Group, Pullman, WA, USA). SWC measurements failed in the case of L.
angustifolius. Mean variation of soil water content (ASWC) was calculated as the difference

between the minimum day SWC and the end-of-night SWC to analyze for water consumption.

At the end of experiments, rhizotrons were harvested and plants were cut and sorted by organ
type. The total leaf area (m?) of green leaves was measured with a leaf area meter (Licor 3100,
Licor, Lincoln, NE, USA). Roots present inside the NMR measurement window were also
collected. They were washed and frozen in a plastic bag (-18°C) before performing root

morphology measurements. After defrosting, roots were stained with methylene blue dye (5 g
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L) by soaking them for at least 15 minutes at ambient temperature. They were then rinsed in
water to remove the stain excess and separated into coarse (>1 mm) and fine roots. The roots
were spread in a glass tank containing a small amount of water and then covered with a
transparent film to avoid their dehydration during the scan. Then, they were scanned with a
flatbed scanner (EPSON perfection V700; Seiko Epson Corp., Suwa, Japan) using the
transparent mode at a resolution of 800 dpi. For each species, 6 to 10 images were recorded and
thereafter analyzed with WinRhizoPRO software (V2012b, Régent Instruments, Québec,
Canada) to determine root length (m), average root diameter (mm), and root volume (cm?) by
diameter class (12 classes including 10 classes of 0.1 mm-wide increments from 0 mm to 1 mm,
one class for diameters between 1 mm and 2 mm and one class for diameters higher than 2
mm). To avoid bias due to a skewed root diameter distribution, the root volume was calculated
as the sum of each volume by diameter class. Root water content (g g'') was calculated as (fresh
mass - dry mass) / (dry mass). The dry mass was obtained by oven-drying the fresh roots (48
hours at 60°C). Specific root length (SRL) was calculated as the average of the ratio of length
to dry mass (m g!); root tissue density (RTD) measured for all root types was calculated as the

ratio of dry mass to volume (g cm™); RTD was calculated for fine roots only (< 1mm).

NMR experiments

The NMR experiments were conducted with the same protocol as described in our previous
study (Nuixe et al., 2021). Briefly, NMR measurements were performed with a 0.3T PM25
NMR-MOUSE spectrometer (Magritek, Wellington, NZ) equipped with a magnet coupled with
a4 cm x 4 cm surface radiofrequency coil placed at 10-mm from the magnet surface due to a
spacer having this thickness and positioned on a high precision lift. The surface of the
spectrometer was positioned in contact with the transparent wall of the rhizotron with the
radiofrequency coil in front of the targeted measurement zone, and was clamped to the
rhizotron. With this configuration, the maximum measurement depth was 15 mm and the

thickness of the measurement volume was 100 pm.

Profiles were acquired continuously by shifting the NMR measurement volume, from 14.7 mm
to 0 mm with a 0.1-mm step of the lift. The signal, expressed in uV, was acquired at each depth
with a Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) sequence with the following parameters: 256
echoes, an excitation pulse duration of 15 ps, an echo time of 113 pus, and a repetition time of
3000 ms. At the exception of 7. pratense and P. lanceolata, for which eight accumulations were

performed (before the protocol was settled), each measurement was repeated four times for
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signal averaging (beneficial level of signal/acquisition duration balance). To compare profiles
between species and because all acquisition parameters were identical, the NMR signal of T.
pratense and P. lanceolata was divided by the ratio of the accumulations (8/4). Profiles were
then obtained by averaging, at each depth, the 256 echoes. To obtain quantitative results and
remove the 7> ponderation in these profiles, the NMR signal (256 echoes recorded at each
depth) was fitted with a mono-exponential decay. The amplitude at t=0 s was used to calculate
the NMR integral values.

Transversal relaxation time (72) measurements were also performed. They were recorded for
each species at the depth displaying the maximum of signal in the root zone with a CPMG pulse
sequence with the following parameters: 2800 echoes, an excitation pulse duration of 12 ps, an
echo time of 100 ps and a repetition time of 12 s for all species with the exception of P.
lanceolata. For this species, the different acquisition parameters were 2500 echoes and a
repetition time of 10 s. 128 accumulations were performed for D. glomerata and P. lanceolata
and 256 accumulations for the others species. As in our previous study, 7> values were obtained
using a homemade implementation of the Non-Negative Least Square (NNLS) inversion
algorithm in Matlab® (MathWorks, Natick, MA, USA). The signal decays were first
preprocessed by removing the nine first echoes and the first with a negative amplitude along
with all the following. The NNLS algorithm was fed with the decomposition basis of 150 7>
logarithmically spaced from 7> min = 3 ms to 7> max = 1000 ms. A regularization parameter
alpha between 1.0025 and 1.0030 was used to control the trade-off between stability and bias.
Because we hypothesized a bi-exponential relaxation curve, a mean between values of the same
order of magnitude was calculated when more than two pools were obtained. If only a single

value was obtained, a mono-exponential fit was performed on the concerned decay.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with R.4.2.1 software (R Core Team, 2022).
Correlations and principal component analyses were performed to search for and analyze
relationships between NMR parameters and morphological and/or ecophysiological
measurements. Correlations and PCA were performed with the packages Hmisc and
FactoMineR, respectively. L. angustifolius was excluded from the PCA because we did not
have LWP, SWC and 7> values. Figures were then produced using the packages ggplot2 and

factoextra.
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Chapitre V. Caractérisation par IRM portable des racines de plantes
prairiales soumises a un stress hydrique

V.1. Introduction

A T’échelle d’une plante, 1’eau est transportée a travers le continuum sol-plante-
atmosphere par le biais de la variation du potentiel hydrique, de la cohésion des molécules d’eau
et de la régulation de I’ouverture des stomates (Pickard, 1981). Dans des conditions optimales
d’hydratation, 1’eau du sol (potentiel hydrique ¢levé) est absorbée par les racines puis
transportée a travers le systeme vasculaire jusqu’aux feuilles d’ou elle s’échappe dans 1’air
(potentiel hydrique faible) sous forme de vapeur d’eau. Les flux d’eau dans la plante varient
selon des facteurs externes tels que les radiations lumineuses (Shimazaki et al., 2007) ou la
disponibilité de 1’eau dans le sol (Draye et al., 2010), et de facteurs internes tels que la surface
foliaire (Brodribb, 2009), la conductance racinaire (Vetterlein and Doussan, 2016) ou encore le
rythme circadien (Takase et al., 2011).

Les racines sont au cceur de cette dynamique en permettant 1’absorption de 1’eau et son
transfert du sol vers les autres organes de la plante. L’eau pénetre dans les racines par le biais
des aquaporines. Les aquaporines sont des protéines de transport transmembranaires localisées
majoritairement dans la membrane plasmique et dans la membrane vacuolaire (Maurel et al.,
2008). Leur synthése est régulée par des facteurs internes tels que le rythme circadien mais
aussi externes tels qu’un déficit hydrique (Maurel et al., 2008; Singh et al., 2020). Au sein des
racines, dans le cortex, deux voies de transport sont empruntées pour assurer cette fonction
d’absorption : (i) la voie apoplasmique qui permet le passage d’eau et de solutés par
I’apoplasme, compartiment issu de la continuité des parois pectocellulosiques, et (ii) la voie
symplasmique qui permet le passage d’eau par les plasmodesmes, et donc par les compartiments
cytoplasmiques (Steudle, 2001). L’eau se propage ainsi du cortex vers la stele ou se trouvent
les tissus conducteurs incluant le xyléme pour le flux ascendant et le phloeme pour le flux
descendant. La stele est entourée par ’endoderme dont la principale fonction est de réguler
I’entrée de 1’eau et des sels minéraux ainsi que la sortie des molécules organiques issues du
métabolisme de la plante. Cette régulation est due a la présence des bandes de Caspari qui sont
issues de la subérisation des parois des cellules de I’endoderme et qui diminuent la conductivité

hydraulique (Steudle, 2001; Vetterlein and Doussan, 2016; Zarebanadkouki et al., 2019).
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Avec le réchauffement climatique, une augmentation de 1’intensité et de la fréquence
des événements extrémes tels que les sécheresses est attendue (Solomon et al., 2007; Pachauri
et al., 2015). Le changement climatique affecte entre autres choses la biodiversité en entrainant
une augmentation de la vulnérabilité des especes végétales (Thuiller et al., 2005; Harrison et
al., 2020; Piseddu et al., 2021). Trois mécanismes possibles pouvant augmenter la mortalité des
especes végétales ont été évoqués: la cavitation des vaisseaux de xyléme, la privation de
carbone et de composés organiques par la diminution de la photosynthése, et une vulnérabilité
accrue aux maladies et aux insectes (Allen et al., 2010). Ces changements affectent ainsi le
service de régulation du climat joué par les prairies en réduisant leur capacité a séquestrer le
carbone dans le sol (Bai and Cotrufo, 2022).

La premiere étape de cette séquestration est la photosynthése qui est couplée avec la
transpiration, le flux d’eau sortant de la plante. Lorsque la disponibilité en eau est réduite, le
potentiel hydrique du sol diminue restreignant la mobilité de I’eau, et donc son absorption par
les racines. Par ailleurs, le mucilage, gel sécrété par les racines afin de les maintenir en contact
avec le sol, permet, dans des conditions optimales d’hydratation, d’augmenter la conductance
hydraulique du sol (Ahmed et al., 2014). Or, a la suite d’un stress hydrique, le mucilage devient
plus visqueux et hydrophobe entrainant une diminution de cette conductance hydraulique
(Carminati et al., 2016). L hydrophobicité de la rhizosphére due a la déshydratation du mucilage
impacte ainsi le transport de 1’eau a I’interface sol-racines en limitant temporairement son
absorption (Zarebanadkouki et al., 2018). De méme, en présence d’un stress hydrique, les
racines sécretent une hormone, I’acide abscissique ou ABA. Celle-ci permet de signaler la
sécheresse dans la plante et d’entrainer la fermeture partielle des stomates en inhibant leurs
aquaporines (Maurel et al., 2016), réduisant ainsi la transpiration (Draye et al., 2010). Une
subérisation de I’endoderme, couche la plus interne du cortex (Enstone et al., 2002; Henry et
al., 2012) et une lignification de la stéle (Hazman and Brown, 2018) se mettent également en
place en présence d’un stress hydrique. Enfin, une perte de turgescence (Huang and Fry, 1998)
voire la senescence des cellules corticales qui affecte plus rapidement les fines racines (Cuneo
et al., 2016) peuvent survenir réduisant ainsi la conductance hydraulique racinaire. En cas de
stress hydrique intense, des phénomeénes de cavitation peuvent se produire diminuant la
conductance hydraulique, et donc les flux d’eau. L activité des aquaporines peut également étre
diminuée dans les racines afin d’éviter le reflux de I’eau des racines vers le sol (Singh et al.,
2020). Ainsi, la capacité de séquestration du carbone est intimement liée a la disponibilité en
eau du sol et aux flux d’eau dans la plante, et il est alors important de mieux comprendre la

dynamique de I’eau dans les plantes dans des conditions de stress hydrique.
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Dans nos précédentes études, nous avons montré que 1’imagerie par résonance
magnétique (IRM) portable permet la caractérisation hydrique de la structure et de la fonction
des racines de plantes herbacées dans des conditions hydriques non limitantes (Nuixe et al.,
2021, Chapitre 4). En effet, 'IRM permet d’obtenir de maniére non destructive et non invasive
des informations sur la quantité d’eau par le biais de la densité de protons ('H) et sur la mobilité
de ces molécules par le biais de la mesure des temps de relaxation longitudinale 77 et
transversale 7> (Van As, 2007). En particulier, des valeurs élevées de 7> sont associées a de
I’eau libre tandis que des valeurs faibles sont associées a de I’eau liée telle celle présente dans
la paroi cellulaire par exemple (Van As, 2007). L’objectif de cette étude a donc été de
déterminer si I’IRM portable permet de caractériser 1’état hydrique des racines de plantes
prairiales soumises a un stress hydrique et d’étudier les différences d’état hydrique entre des
conditions hydriques non limitantes et de déficit hydrique. Nous supposons que (i) les plantes
présentant des fines racines sont plus sensibles au stress hydrique que celles présentant de
grosses racines, et que (ii) la présence d’un stress hydrique entrainant des variations de la
transpiration et le 7> ayant été lié a la capacité de transport de 1’eau dans les racines (Chapitre

4), celui-ci peut étre un indicateur du stress hydrique.

V.2. Matériels et Méthodes

V.2.1. Plantes et conditions environnementales

Trois plantes de Medicago sativa (MS), deux plantes de Rumex acetosa (RA) et trois
talles de Dactylis glomerata (DG) ont été cultivées en monoculture dans des rhizotrons avec
toile. Les rhizotrons sont des contenants parallélépipédiques (95 cm (hauteur) x 40 cm (largeur)
x 5 cm (profondeur)) dont I'une des faces correspond a une plaque transparente. Le fond du
rhizotron a été percé et une couche de pouzzolane (800 g) a été¢ déposée afin de faciliter le
drainage. Du sol de prairie de moyenne montagne, tamisé a 7 mm, d’un pH égal a 6.5 et qui
consiste en 12% d’argile, 17% de limon, 59% de sable et 13% de matic¢re organique, a été
mélangé avec un engrais-retard dont la concentration finale était de 5 g L' (NPK 14-7-14,
Multicote 12, Haifa, Israel). Un tissu en nylon polyamide (100 cm x 45 cm x 60 um) avec des
pores de 30 um de diamétre et d’ouverture égale a 20% a été placé entre la plaque transparente
et le sol afin de séparer le systéme racinaire du sol tout en permettant le transfert de 1’eau et des
nutriments.

Les trois rhizotrons ont ensuite été positionnés dans une chambre climatique dans

laquelle un cycle jour/nuit d’une photopériode de 14 heures et une température ambiante de
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21°C a été programmé. Pendant la nuit (de 22 heures a 08 heures), la température était
programmeée sur 16°C. La concentration en CO> (CARBOCAP, GMP343, Vaisala, Finland), le
rayonnement photosynthétiquement actif (PAR), la température et ’humidité de I’air ont été
enregistrés toutes les 30 secondes (CR6-Wifi, Campbell Scientific Ltd., Loughborough, UK) et
moyenneés sur des périodes de 5 minutes.

Les plantes ont été soumises a différentes conditions hydriques. La premicre période,
période d’hydratation (WW), consistait en I’apport de 250 mL d’eau deux fois par jour, en début
de matinée et de soirée. Cette période a été suivie d’une période de déshydratation (WD) qui
consistait en D’arrét des arrosages pendant 26 jours. Une période de réhydratation (RW) qui
consistait en 1’apport de 200 mL d’eau trois fois par jour pendant trois jours a eu lieu pour R.
acetosa et M. sativa. Cependant, durant les trois derniers jours d’expérimentation sur M. sativa,
la chambre climatique a rencontré des défauts de régulation de la température qui a augmenté
a partir de la fin de D26 jusqu’a atteindre 30°C (Figure 35). La sécurité de la chambre s’étant
activée, les lumicres se sont éteintes expliquant la perte du cycle jour/nuit entre D27 et D28
(absence de luminosité entre 08:00 et 22:00). Aussi, et seulement pour M. sativa, les journées
27 et 28 n’ont pas été retenues dans les analyses. Ainsi, I’effet de la réhydratation a été étudié

uniquement sur R. acetosa.

V.2.2. Traits et mesures écophysiologiques

Le potentiel hydrique foliaire (LWP, MPa) a été mesuré en continu sur une ou deux
feuilles grace a un psychromeétre (PSY1-Stem, ICT International, Armidale, NSW, Australie).
Dans le cas de plusieurs mesures en parallele, les valeurs de LWP ont été moyennées (Annexe
3, Matériels Supplémentaires Figure S1).

La conductance stomatique (Gs, mmol m? s!) a été mesurée avec un porométre (Li-
600, LI-COR, Lincoln, NE, USA) sur trois feuilles, trois fois par jour, le matin, le midi et en
début de soirée. Afin de mesurer toutes les sorties d’eau des feuilles, nous avons mesuré la
conductance stomatique sur chaque face (abaxiale et adaxiale) et moyenné les deux mesures
(Annexe 3, Matériels Supplémentaires Figure S1).

La teneur en eau du sol (SWC, m> m™, %) a été mesurée a une profondeur (16 cm) tous
les quarts d’heure grice a un capteur d’humidité du sol placé horizontalement lors de la
préparation des rhizotrons (EC-5, Meter Group, Pullman, WA, USA) (Annexe 3, Matériels
Supplémentaires Figure S2).
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A la fin des expérimentations les plantes ont été prélevées et les organes ont été triés.
La surface foliaire totale (LA, m?) a été mesurée avec un planimétre (Licor 3100, Licor, Lincoln,
NE, USA). La densité stomatique (mm), moyenne de la densité abaxiale et adaxiale, a été
mesurée avec la méthode des empreintes stomatiques. Les lames obtenues ont été observées
avec un microscope (Zeiss Axio Scope.Al, Oberkochen, Allemagne) avec un grossissement
x16 ou x40 selon I’espéce. Les racines présentes dans le volume de mesure RMN ont également
été prélevées. Elles ont été lavées puis congelées dans un sac plastique a -18°C avant de réaliser
les mesures de morphologie racinaire. Apreés décongélation, les racines ont été colorées en les
trempant dans une solution de bleu de méthyléne (5 g L") pendant au moins 15 minutes a
température ambiante. L’exces de colorant a ensuite été enlevé en ringant les racines avec de
I’eau. Celles-ci ont été séparées en grosses (diamétre supérieur a 1 mm) et en fines racines,
¢talées dans une cuve en verre pour les séparer puis scannées (EPSON perfection V700; Seiko
Epson Corp., Suwa, Japon) en utilisant le mode transparent avec une résolution de 800 dpi
(Annexe 3, Matériels Supplémentaires Figure S3). Pour chaque espéce, entre 6 et 14 images
ont été enregistrées et analysées par le logiciel WinRhizoPRO (V2012b, Régent Instruments,
Québec, Canada) afin de déterminer la longueur racinaire (m), le diamétre moyen des racines
(mm) et le volume racinaire (cm?), calculé par la somme des volumes par classe de diamétre
(10 classes allant de 0 mm a 1 mm avec un incrément de 0.1 mm, une classe pour les diamétres
entre | mm et 2 mm et une dernicre classe pour les diametres supérieurs a 2 mm). La teneur en
eau des racines (RWC, g g!) a été calculée comme étant (masse fraiche — masse séche) / (masse
séche). La masse seche a été obtenue par pesée des racines apres leur passage dans une étuve

(48 heures a 60°C).

V.2.3. Mesures RMN

Les mesures RMN ont été réalisées avec le PM25 NMR-MOUSE (Magritek,
Wellington, NZ) qui consiste en un aimant de 0.3 T couplé a une antenne radiofréquence de
surface de 4 cm % 4 cm. L’aimant a ét¢ positionné de sorte qu’il soit en contact avec la plaque
transparente et que 1’antenne se trouve en face de la zone de mesure repérée (cf. Annexe 3,
Matériels Supplémentaires Figure S4).

Des profils ont été acquis en continu en déplacgant le volume de mesure entre 0 et 14.9
mm avec un incrément de 0.1 mm grace a un ascenseur de précision. Le signal a ét¢ mesuré a
chaque profondeur avec la séquence Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) dont les parameétres

¢taient 256 échos, durée de I’impulsion 14 ps, temps d’écho 116 ps, temps de répétition 3000
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ms. Chaque mesure a ¢té répétée quatre fois afin d’améliorer le rapport signal sur bruit (SNR)
durant la période d’hydratation alors que pour les périodes de déshydratation et réhydratation
le signal a été accumulé huit fois. Afin de comparer les conditions hydriques entre elles et car
tous les parameétres d’acquisition étaient identiques, les décroissances acquises durant WD et
RW ont été divisées par le ratio des nombres de scans, soit par deux. Les profils présents sur la
Figure 37 ont ét¢ obtenus en moyennant a chaque profondeur les 256 échos, les pondérant ainsi
a la fois en densité de protons et en temps de relaxation transversale (73). Les intégrales de la
zone des racines ont ét¢ calculées a partir de profils pondérés uniquement en densité de protons.
Ces derniers ont été obtenus en ajustant les décroissances a chaque profondeur avec un modele
mono-exponentiel et en considérant I’amplitude pour t = 0 ms.

Etant donné que durant la période de déshydratation la quantité de signal était
insuffisante pour acquérir de longues décroissances et afin de pouvoir comparer les différentes
conditions hydriques, les mesures de 7> ont été réalisées a partir des décroissances des profils,
sur 256 échos. Afin d’améliorer le SNR, les cinq décroissances autour de la profondeur
présentant le maximum de signal ont ét¢ moyennées. Cette décroissance moyenne a ensuite été
filtrée en supprimant les deux premiers échos et en appliquant un filtre rloess avec une fenétre
de 0.2 (Matlab®, MathWorks, Natick, MA, USA). Une inspection visuelle des décroissances a
¢été réalisée afin de ne pas tenir compte des décroissances aberrantes. Par ailleurs, afin que les
variations diurnes n’influencent pas les comparaisons entre conditions hydriques, seules les
mesures acquises la nuit ont été retenues. Ainsi, le jeu de données final était de 16 décroissances
moyennes pour DG-WW, 18 pour DG-WD, 9 pour MS-WW, 8 pour MS-WD, 16 pour RA-
WW, 8 pour RA-WD et 17 pour RA-RW. Un ajustement mono-exponentiel a enfin été appliqué
afin d’extraire le 7> et I’amplitude (A) du signal a t = 0 ms. Par ailleurs, afin d’améliorer le
contraste entre les différentes conditions hydriques, nous avons également étudié le produit du

T> obtenu par son amplitude (Meixner et al., 2020).

V.3. Résultats

V.3.1. Chambre climatique

La Figure 35 montre 1’évolution temporelle des paramétres de la chambre climatique
durant les expérimentations sur D. glomerata en jaune, M. sativa en rose et R. acetosa en vert.
Les dates ont été regroupées afin de faciliter la lecture. Ainsi, la période ou les plantes étaient
correctement hydratées (WW) correspond a D1 (D pour day) tandis que la période de stress

hydrique (WD) et de réhydratation éventuelle (RW) correspond a la période courant de D25 a
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D28. A I’exception de M. sativa a partir de D26, les paramétres ambiants étaient similaires
entres les especes et tout au long des expérimentations avec une température moyenne de 21°C
le jour et de 16°C la nuit et un rayonnement photosynthétiquement actif (PAR) moyen le jour
de 405 pmol m? s'. L’humidité de I’air fluctuait entre 63% le jour et 69% la nuit et la

concentration en COz entre 434 pmol mol™! et 462 pmol mol ™.
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Figure 35. Evolution temporelle de la concentration en CO, (A), de I’humidité relative de 1’air (B), de la
température de 1’air (C) et du rayonnement photosynthétiquement actif (D) dans la chambre climatique durant les
expérimentations sur D. glomerata en jaune, M. sativa en rose et R. acetosa en vert. L alternance des rectangles
blancs et gris représente le cycle jour/nuit dont la photopériode est de 14 heures.

V.3.2. Traits foliaires et racinaires

La Table 1 recense les traits foliaires et racinaires. La surface foliaire totale (LA) variait
entre 0.09 m? pour M. sativa et 0.38 m? pour R. acetosa. La surface spécifique foliaire (SLA)
¢tait similaire entre les trois especes, un facteur de seulement 1.14 séparant la plus faible valeur
(251 cm? g! pour R. acetosa) de la plus élevée (287 cm? g! pour M. sativa). La densité

stomatique présentait des variations plus importantes, un facteur de 4.5 séparant la plus faible
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valeur (37.5 stomates mm™ pour R. acetosa) de la plus élevée (169.8 stomates mm pour M.

sativa). Dans des conditions hydriques non limitantes, la conductance stomatique variait d’un

2 ol
S

facteur 2.49, entre 114.19 mmol m™ s pour D. glomerata et 284.04 mmol m? s pour M. sativa.

R. acetosa présentait une valeur intermédiaire avec une conductance stomatique de 189.70
mmol m? s,

La Table 1 contient également les valeurs de volume racinaire (RootV), de masse
racinaire (RootM), de diametre moyen (RootD), de longueur spécifique de racines (SRL), de
densité de tissus racinaires (RTD) et de teneur en eau (RWC) des racines présentes dans la
fenétre de mesure RMN. Les especes étudiées présentaient des traits racinaires contrastés, un
facteur de 5.6, 7.3 et 4.8 séparant les plus faibles valeurs des plus hautes de volume, masse et
diamétre moyen des racines respectivement. M. sativa se distinguait par des valeurs élevées de
volume (4.22 cm?®), masse (1.38 g), diamétre moyen (0.67 mm) et densité de tissus (0.328 g cm’
%) racinaires, et par des valeurs faibles de teneur en eau des racines (0.65 g g'!') et de SRL (5.1
m g'). A contrario, D. glomerata se distinguait par les valeurs les plus faibles de RTD (0.189
g cm™), de volume (0.98 cm?®), de masse (0.19 g) et de diamétre moyen (0.14 mm) des racines,
et par une valeur élevée de SRL (227 m g!). Enfin, R. acetosa se caractérisait par des valeurs

élevées de masse et de volume racinaires (1.02 g et 5.5 cm® respectivement), par la plus haute

teneur en eau racinaire (0.85 g g'!) et par une valeur intermédiaire de SRL (72.9 m g'!).

Table 1. Traits racinaires (volume (RootV), masse (RootM), diamétre moyen (RootD), longueur spécifique (SRL),
densité de tissus (RTD) et teneur en eau (RWC) des racines mesurées dans la fenétre de mesure RMN) et traits
foliaires (surfaces totale (LA) et spécifique (SLA), densité stomatique et conductance stomatique (Gs) en
conditions hydriques non limitantes).

LA SLA Densité Gs RootV RootM RootD SRL RTD RWC
(m*)  (cm*g’) stomatique (mmol (cm’) (g) (mm) (mg') (gem?) (ggh)
(mm?) m2s1)
DG 0.163 2624 112.5 114.19 0.98 0.19 0.14 227.0 0.189 0.70
MS 0.091 287.0 169.8 284.04 4.22 1.38 0.67 5.1 0.328 0.65
RA 0.376 251.0 37.5 189.70  5.50 1.02 0.26 72.9 0.186 0.85

La proportion cumulée de volume racinaire par classe de diametre des racines est
représentée sur la Figure 36. Alors que D. glomerata et R. acetosa présentaient une distribution
¢quivalente des volumes racinaires selon les classes de diametre racinaire, les racines présentes
dans le carré de M. sativa étaient largement dominées par la présence des grosses racines (89%
du volume racinaire était dii a des racines de diameétre supérieur & 1 mm). Pres de la moitié du

volume racinaire total de D. glomerata (47%) était due a de tres fines racines (< 0.4 mm).
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Figure 36. Proportion cumulée de volume racinaire par classe de diamétre des racines (mm) présentes dans la
fenétre de mesure RMN de D. glomerata (jaune), R. acetosa (vert) et M. sativa (rose)

V.3.3. Profils RMN

La Figure 37 présente des profils acquis en période hydratée (WW en vert, LWP entre
-0.04 et -0.32 MPa) et en période de stress hydrique (WD en jaune, LWP entre -3.53 et -5.07
MPa), trois semaines apres le dernier arrosage. Un profil acquis pendant la période de
réhydratation est également présent pour R. acetosa (RW en bleu, LWP autour de -3.86 MPa).
Les trois compartiments composant le modele ont été retrouvés quelles que soient 1’espece ou
les conditions hydriques. En effet, la zone dont les indices de profondeur sont négatifs et le
signal RMN est nul correspond a la plaque transparente. La zone incurvée correspond aux

racines tandis que la zone plus plate correspond au sol.
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Figure 37. Profils acquis sur D. glomerata, R. acetosa et M. sativa en période d’hydratation (WW en vert), aprés
trois semaines sans arrosage (période de stress hydrique, WD en jaune) et a la fin de la période de réhydratation
(RW en bleu). Les plantes présentaient un LWP entre -0.04 et -0.32 MPa en période d’hydratation. Les profils

présentés en période de stress hydrique et de réhydratation sont des profils acquis au milieu de la nuit aux alentours
de 03:00.

Quelle que soit ’espece un important contraste était visible entre les conditions
d’hydratation (WW) et de stress hydrique (WD). En effet, le signal était systématiquement plus
élevé en période hydratée qu’en période de stress (rapport WW/WD sur le pic présentant le
maximum de signal de 2.45 pour M. sativa, 3.33 pour R. acetosa et 11.75 pour D. glomerata).
Alors que pour M. sativa la profondeur occupée était la méme entre les deux conditions (8.1
mm), pour les deux autres especes la profondeur occupée diminuait de 2.4 mm a 1.6 mm pour
D. glomerata et de 8.8 mm a 8.1 mm pour R. acetosa. Ces diminutions d’intensité¢ du signal
et/ou de la profondeur se traduisaient par une diminution de 1’intégrale de la zone des racines
de 59% pour M. sativa (de 2133 pV a 884 uV), de 63% pour R. acetosa (de 3163 pV a 1181
uV) et de 93% pour D. glomerata (de 887 uV a 64 uV). Concernant R. acetosa, a la suite des
trois jours de réhydratation, I’intensité du signal et la profondeur occupée avaient augmenté par
rapport a la période de stress hydrique (d’environ 0.14 pV a 0.21 pV et de 8.1 a 8.8 mm)
entrainant une augmentation de I’intégrale de la zone des racines de 78% (de 1181 pV a 2112
uV). Par ailleurs, alors qu’en période hydratée, deux pics étaient présents pour R. acetosa, ces

derniers étaient absents en période de stress et a la suite de la période de réhydratation.
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La Table 2 contient les parametres mesurés autour des profils présentés sur la Figure
37. Le potentiel hydrique foliaire de fin de nuit avait ainsi diminué de 3.6 MPa pour D.
glomerata, de 5.1 MPa pour M. sativa et de 4.2 MPa pour R. acetosa traduisant un stress intense

ressenti alors par les plantes.

Table 2. Intégrales de la zone racine et parameétres écophysiologiques (SWC, la teneur en eau du sol ; Gs, la
conductance stomatique ; LWPrsnn, le potentiel hydrique de fin de nuit et ALWP, la différence de potentiel hydrique
entre le potentiel hydrique de fin de nuit et le potentiel hydrique le plus faible du jour) mesurés en période hydratée
(WW) et de stress hydrique (WD) pour D. glomerata, M. sativa et R. acetosa. Pour cette dernicre espéce figurent
également les valeurs en période de réhydratation. Les valeurs recensées de Gs ont été calculées sur toutes les
mesures prises sur les périodes d’hydratation, de stress hydrique et de réhydratation tandis que celles de LWPmoyen,
profil, LWPsinn et SWC ont été prises autour de la mesure des profils observés sur la Figure 37. Le potentiel hydrique
foliaire indiqué pour R. acetosa en période de stress correspond a celui mesuré le jour précédent les mesures RMN.

D. glomerata M. sativa R. acetosa

WWwW WD WwW WD WWwW WD RW
Intégraleracine 887 64 2133 884 3163 1181 2112
(nV)
LWPuoyen, proi  -0.04 -3.53 -0.32 -5.07 -0.16 -3.86
(MPa)
SWCoyen, profi  22.48 9.12 37.49 17.95 24.74 11.82 23.47
(“o)
LWPsin (MPa) 0 -3.57 -0.34 -5.47 -0.13 -4.36 -3.85
Gs (mmol m?s™') 114.19 23.19 284.04 33.02 189.70 11.37 46.88

V.3.4. Evolution temporelle des signaux RMN et écophysiologiques

Afin de pouvoir suivre I’évolution des signaux RMN au cours du temps, I’intégrale de
la zone des racines et la moyenne de la zone de sol ont été calculées a partir des profils acquis.
Les mesures écophysiologiques de potentiel hydrique foliaire (LWP), de conductance
stomatique (Gs en orange) et d’humidité du sol (SWC) ont été mesurées en paralléle et tracées

sur la Figure 38.
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Figure 38. Evolution du potentiel hydrique foliaire et de la conductance stomatique (A), de I’intégrale de la zone
racine et du signal RMN moyen du sol (B et C respectivement) et de I'humidité du sol (D) pour D. glomerata, M.
sativa et R. acetosa selon le cycle hydratation (vert), déshydratation (jaune) et réhydratation (bleu). La conductance
stomatique est représentée par les losanges orange.

Quelle que soit ’espece, les parametres RMN et écophysiologiques présentaient des
valeurs plus élevées en période hydratée qu’en période de stress hydrique. D’apres la Figure
38 et la Table 2, la conductance stomatique avait diminué¢ de 80% pour D. glomerata, de 88%
pour M. sativa et de 94% pour R. acetosa. La teneur en eau du sol avait, quant a elle, diminué
de 58% pour D. glomerata et de 52% pour M. sativa et R. acetosa en période de stress hydrique
par rapport a la période hydratée. A la suite de cette période de stress, R. acetosa avait été
réhydraté. Le premier arrosage, qui avait eu lieu a I’intersection entre la courbe jaune (WD) et
la courbe bleue (RW), n’avait eu aucun effet sur les mesures, y compris I’humidité du sol. Les

arrosages suivants se traduisaient par une augmentation progressive des signaux RMN et
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d’humidité du sol (de 11.8% a 23.5%), ainsi que par une hausse de la conductance stomatique

(de 11 mmol m? s a 47 mmol m?s™).

V.3.5. Evolution de ’amplitude et des T selon les conditions hydriques

La Figure 39 montre la moyenne et I’écart type de I’amplitude (A), du 7> et du produit
AT> selon les conditions hydriques et les especes. Il apparait que, quelle que soit ’espece,
I’amplitude et le AT> en période d’hydratation étaient supérieurs a I’amplitude et au A7> en
période de stress hydrique (amplitude moyenne entre 0.05 uV et 0.22 uV en période de stress
hydrique et entre 0.41 pV et 0.66 uV en période hydratée ; AT> moyen entre 1.80 et 6.81 en
période de stress hydrique et entre 12.08 et 26.21 en période hydratée). Par ailleurs, il apparait
clairement pour R. acetosa que le T> en période de stress hydrique (30.4 £ 0.9 ms) était plus
court que le 7> en période hydratée (40.5 + 2.0 ms). Cette tendance semblait étre également
présente pour les deux autres especes (34.0 £ 5.1 ms vs 38.3 = 1.0 ms pour D. glomerata ; 26.9
+ 4.6 ms vs 30.1 £ 5.0 ms pour M. sativa). Globalement, I’amplitude avait diminué¢ de 65.1%
pour M. sativa, 65.4% pour R. acetosa et de 91.9% pour D. glomerata ; le T> avait diminué de
10.8% pour M. sativa, 11.2% pour D. glomerata et de 24.9% pour R. acetosa et le AT avait
diminué de 68.5% pour M. sativa, 74.0% pour R. acetosa et de 92.9% pour D. glomerata. A la
suite de la réhydratation, I’amplitude, le 7> et AT> avaient augmenté de 28.1%, 16.4% et 49.4%

respectivement.
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Figure 39. Moyenne et écart-type de l'amplitude (A), du 7> et du produit des deux parametres précédents (A72)
mesurés la nuit selon les conditions hydriques et les especes.

V.4. Discussion

V.4.1. Impact d’un stress hydrique sévere sur la répartition de I’eau dans les
racines

Les profils ont été obtenus aprés avoir fait la moyenne des 256 échos, les pondérant a la
fois en densité de protons et en 72. Comme cela a €té observé dans nos précédentes études
(Nuixe et al., 2021; Chapitre 4), les compartiments composant le modele de rhizotron étaient
identifiables grace a la différence nette d’intensité du signal entre le sol et les racines imputable
a la fois a la différence de teneur en eau, plus élevée dans les racines que dans le sol, et de 72,
plus court dans le sol que dans les racines en raison de la texture, de la porosité ou encore de la
présence de particules paramagnétiques dans le sol (Gruwel, 2014; Pflugfelder et al., 2017;
Bagnall et al., 2020). Contrairement aux deux autres especes, les profils de M. sativa étaient
plus bruités. Cela pouvait provenir (i) d’un volume sensible partiellement occupé par des

racines et/ou (il) au diametre et a la densité des racines. En effet, comme nous pouvons le
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constater sur la figure supplémentaire S4 (Annexe 3), la zone de mesure était centrée sur une
racine pivot au diamétre élevé mais n’atteignant pas la totalité de la fenétre de mesure, I’air
occupant le volume restant. Par ailleurs, en plus d’avoir un diamétre élevé, les racines de M.
sativa étaient également denses avec un RTD supérieur a 0.3 g cm™ (Table 1). En raison de
cette densité élevée, I’eau dans les tissus était plus liée que dans des tissus moins denses. Le 7>
était alors plus court entrainant une perte plus rapide du signal RMN. Les profils ayant été
obtenus aprés avoir fait la moyenne de la totalité des échos, une quantité plus importante de
bruit était présente dans la moyenne pour M. sativa par rapport aux deux autres especes. Malgré
cela, les observations faites sur D. glomerata et R. acetosa se retrouvaient également sur M.
sativa.

Ainsi, il est apparu qu’en dépit du stress hydrique les compartiments (plaque
transparente, racines et sol) étaient toujours identifiables (Figure 37). Le compartiment
racinaire présentait cependant une diminution a la fois de I’intensité du signal mais aussi de la
profondeur occupée (Figure 37). Cette profondeur diminuait notamment de la toile vers la
plaque transparente, que ce soit pour D. glomerata ou R. acetosa. Par ailleurs, alors que deux
pics étaient présents pour cette espece durant la période d’hydratation, un unique plateau était
observé a la suite du stress hydrique. Tout cela infirmerait I’hypothése que nous avions faite
dans notre précédente étude (Chapitre 4) qui supposait que le point d’inflexion dans le profil
pouvait étre di a la présence du gradient d’eau dans les racines entre la toile (concentration en
eau ¢levée) et la plaque transparente (concentration en eau plus faible). Ainsi, ces variations
entre les deux conditions pourraient étre dues a la distribution des racines dans le volume de
mesure selon notamment leur diametre. Pour explorer cette hypothese, il faudrait s’orienter vers
des méthodes permettant I’imagerie en trois dimensions telles que I’IRM (Gruwel, 2014; van
Dusschoten et al., 2016; Pflugfelder et al., 2017) ou la tomographie a rayons X (Mooney et al.,
2012). Ces diminutions de I’intensité du signal et/ou de la profondeur occupée entrainaient une
diminution de I’intégrale de la zone des racines entre 59 et 63% pour M. sativa et R. acetosa
contre 93% pour D. glomerata. Dans notre précédente étude, nous avons montré que I’intégrale
de la zone des racines est liée a la quantité d’eau présente dans les racines (Chapitre 4). Ainsi,
la diminution de ’intégrale de la zone racinaire traduisait une perte du volume d’eau dans les
racines. Cette diminution était inversement proportionnelle au diamétre racinaire moyen (Table
1). D. glomerata était constitué essentiellement de fines racines puisque 88% du volume
racinaire était di a des racines de diameétre inférieur a 1 mm dont pres de 1a moiti€ correspondait
a de tres fines racines (<0.4 mm), Figure 36). Dans le cas de M. sativa, le systéme racinaire

était largement dominé par les grosses racines (88.9% du volume racinaire était di a des racines
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de diametre supérieur a 1 mm, Figure 36). De méme, D. glomerata et R. acetosa présentaient
des valeurs de RTD faibles (0.189 et 0.186 g cm™ respectivement) alors que M. sativa présentait
une valeur élevée (0.328 g cm™). Or, la densité des tissus est liée positivement a la fraction de
stele dans les racines (Hummel et al., 2007; Guerrero-Ramirez et al., 2021). Ainsi, des racines
fines et peu denses comme celles de D. glomerata se déshydrataient plus vite que des grosses
et denses racines telles que celles de M. sativa. Cela était cohérent avec la littérature. En effet,
il a été observé in vivo par microtomographie a rayons X sur de la vigne que les fines racines
sont plus rapidement affectées par le stress hydrique avec la formation de lacunes dans les
cellules corticales (Cuneo et al., 2016). Ces lacunes correspondent a des zones remplies d’air le
long de ’axe racinaire et se forment dans les couches centrales du cortex entrainant une
diminution de la conductivité hydraulique racinaire. Cette formation de lacunes dans le cortex,
bien que limitant I’entrée de 1’eau dans les racines, serait un moyen de faire face au stress en
prévenant la sortie de I’eau des racines vers le sol lorsque le potentiel hydrique du sol est plus
faible que celui des racines (Cuneo et al., 2016). En présence d’un stress intense ou prolongg,
comme cela était le cas ici avec un potentiel hydrique foliaire de fin de nuit proche de 50%
d’embolie des vaisseaux (autour de -3.5 MPa pour D. glomerata (Lens et al., 2016; Volaire et
al., 2018) et entre -1.3 et -3.3 MPa pour des dicotylédones (Lens et al., 2016)) et des signes de
flétrissement des feuilles, une perte de turgescence des cellules corticales (Huang and Fry,
1998) et un effondrement de ces lacunes (Cuneo et al., 2016) peuvent survenir entrainant une
rétractation des racines (Bingham, 2007; Carminati et al., 2009). Un rétrécissement racinaire
pourrait expliquer la diminution de la profondeur occupée par les racines. Cette perte de
turgescence des cellules, visible par les diminutions de potentiel hydrique foliaire de fin de nuit,
qui permet d’estimer en raison du continuum sol-plante-atmosphere le potentiel hydrique dans
I’interface sol-racines (Table 2), pourrait également expliquer les variations de I’amplitude du
signal RMN. La turgescence est en effet assurée par la vacuole et la perte de turgescence se
caractérise par une diminution du volume vacuolaire (Barrieu et al., 1999). Or, la vacuole est
caractérisée par des temps de relaxation 7> longs par rapport aux autres composants cellulaires
(Van As, 2007). Une diminution de la fraction de 7> long entrainerait donc une réduction du 7>
moyen dans les racines. Les profils étant pondérés a la fois en teneur en eau et en 7>, la

diminution du volume vacuolaire se répercuterait sur ces deux parametres.
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V.4.2. Impact d’un stress hydrique sévere sur la fonction des racines

L’IRM bas champ portable renseigne également sur la physiologie des plantes (Nuixe
et al 2021, Chapitre 4). Le cycle diurne observé dans nos précédentes études était présent en
période hydratée pour R. acetosa et D. glomerata. En effet, une diminution de I’intégrale de la
zone racine le jour et un maintien de celle-ci la nuit étaient visibles, les brusques augmentations
du signal le jour correspondant aux arrosages (Figure 38). Cette évolution était en accord avec
les mesures écophysiologiques et traduisait la transpiration des plantes durant la journée.

Au bout de trois semaines de stress hydrique, ce cycle diurne n’était plus visible. Cette
absence de variation était cohérente avec la littérature (Yoder et al., 2014; Malone et al., 2016)
et les mesures écophysiologiques. De fait, quelle que soit I’espéce, la conductance stomatique
avait diminué de 80 a 94% et I’humidité du sol de 52 a 59%. Ainsi, durant cette période de
stress hydrique prononcé, les plantes ne transpiraient plus ou alors treés faiblement. Cette
diminution de la fonction des racines pouvait également s’observer sur les mesures de 72. Celui-
ci renseigne sur la mobilité des molécules d’eau. En effet, des valeurs de 7> élevées sont
associées a de I’eau mobile tandis que des valeurs de 7> faibles traduisent la présence de
molécules d’eau ayant une mobilité réduite et/ou liées a d’autres macromolécules (Van As,
2007). Dans les chapitres précédents (Chapitres 3 et 4), I’hypothese de travail était que dans les
racines, deux fractions d’eau sont principalement retrouvées, une fraction d’eau liée
caractérisée par un 7> court et une fraction d’eau mobilisable, plus libre caractérisée par un 7>
long. Cependant, une analyse NNLS ou encore un modele bi-exponentiel n’ayant pas pu étre
effectués dans les conditions de stress hydrique (présence de résultats aberrants, faible nombre
d’échos) un ajustement mono-exponentiel avait été utilisé. Ainsi le 72 obtenu était, d’apres notre
hypothese, un 7> pondéré selon les deux fractions d’eau présentes dans les racines, la fraction
liée et la fraction libre. Afin d’améliorer le contraste entre les différentes conditions hydriques
les 7> avaient été pondérés par I’amplitude du signal (A7>, Meixner et al., 2020). Les
diminutions observées des différents parameétres (A, 7> et AT2) pouvaient s’expliquer par la
diminution de la fraction d’eau dans la stele qui circule lorsque la plante transpire. En raison de
I’absence d’arrosage, cette diminution conduisait a la déshydratation des tissus qui pouvait se
traduire par la senescence du cortex, et donc par une diminution des compartiments vacuolaires.
Sous I’effet du stress, ces fractions d’eau libre (vacuole et stele), caractérisées par des 72 long,
diminuaient contribuant a la diminution de ce 7> pondéré. Cependant notre méthode ne nous
donne qu’une information moyenne et ne nous permet pas de distinguer les différents tissus

racinaires.
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V.4.3. Effet de 1a réhydratation sur R. acetosa

A la suite de la période de stress hydrique sévére, R. acetosa avait été réhydraté pendant
trois jours consécutifs. Le premier arrosage n’avait pas eu d’effet sur les paramétres RMN et
écophysiologiques, y compris I’humidité du sol (Figure 38). Cela pourrait étre di au fait que
la quantité¢ d’eau apportée était insuffisante pour observer un changement dans les valeurs de
ces parametres qui €taient mesurés a 16 cm sous la surface du rhizotron, 1’eau réhydratant dans
un premier temps les couches superficielles du sol. Les arrosages suivants étaient quant a eux
observables a la fois sur les mesures RMN et sur I’humidité¢ du sol. Alors que le SWC
augmentait, la réhydratation de la plante était visible par une augmentation progressive du
potentiel hydrique foliaire de fin de nuit (de -4.4 MPa a -3.9 MPa, Table 2) et de I’intégrale
RMN de la zone racine (de 1181 pV a 2112 uV). Celle-ci était due a une augmentation de
I’amplitude et de la profondeur occupée par I’eau dans les racines qui découlait d’une
augmentation du diametre racinaire (Huck et al., 1970; Carminati et al., 2009). La réhydratation
des tissus s’accompagnait d’une reprise de la transpiration comme en témoignait

'3 46.88 mmol m~? s,

I’augmentation de la conductance stomatique (de 11.37 mmol m? s
Table 2). Ainsi en raison de la transpiration, de 1’eau était prélevée du sol par les racines et
transférée dans la stele afin d’hydrater les tissus mais aussi répondre a la demande
transpiratoire. Ce faisant, cela entrainait une augmentation de la fraction d’eau mobilisable et/ou
libre impliquée dans le transport de 1’eau (stele et voie symplasmique par le biais des cellules
corticales), expliquant I’augmentation de I’amplitude du 72 (28.1%), de sa valeur (16.4%) et du
produit de ces deux composantes A7> (49.4%).

La vitesse de récupération dépend de la durée et de I’intensité du stress hydrique subi
par les especes mais aussi de leur capacité a remobiliser les réserves accumulées dans les
méristeémes pour produire de nouvelles feuilles (Zwicke et al., 2015; Volaire et al., 2020). Il
s’est avéré ici qu’une réhydratation pendant trois jours consécutifs était insuffisante pour
retrouver les parameétres écophysiologiques et le niveau de signal RMN que la plante présentait
en période hydratée. En effet, bien que 1’intégrale de la zone racinaire augmentat de 78% et que
la profondeur occupée retrouvat la valeur de la période d’hydratation initiale, celle-ci restait
inférieure de 31% a I’intégrale en période d’hydratation. Il a été observé dans la littérature que,
a la suite d’un stress hydrique induisant une forte déshydratation, le mucilage devient visqueux
et hydrophobe pouvant alors entrainer une diminution de la conductance hydraulique du sol
(Carminati et al., 2016). Dans 1’étude de Carminati ef al. (2016), il a notamment été observé
qu’apres réhydratation consécutive a un stress hydrique, la teneur en eau dans le sol était, dans

un premier temps, supérieure a la teneur en eau dans la rhizosphere avant que cette tendance ne
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s’inverse. A supposer que les racines sécrétaient ici du mucilage afin de favoriser le contact
avec la toile et donc le transfert de I’eau, la déshydratation du mucilage pourrait impacter la
réhydratation des racines. De méme, 1’absence de contact direct avec le sol, par la présence de
la toile, pourrait retarder la réhydratation des racines. Par ailleurs, il a également été observé
dans la littérature que durant le stress hydrique, en plus de la senescence du cortex et
I’hydrophobicité du mucilage, une subérisation de 1’endoderme, couche la plus interne du
cortex (Enstone et al., 2002; Henry et al., 2012) et une lignification de la stéle (Hazman and
Brown, 2018) pouvaient se mettre en place. L’hydrophobicité¢ du mucilage apres déshydratation
ainsi que la lignification/subérisation des tissus permettent de limiter la perte d’eau et d’ions
durant la période de stress hydrique (Enstone et al., 2002; Hazman and Brown, 2018). Elles
permettent ¢galement de restreindre ’entrée de 1’eau lorsque celle-ci est amenée en grande
quantité, limitant ainsi la possibilité d’un choc osmotique (Carminati et al., 2010). Cependant,
ces processus impactent I’absorption racinaire et le transfert radial de I’eau limitant ainsi
temporairement la réhydratation des racines et donc de la plante (Enstone et al., 2002;
Zarebanadkouki et al., 2018). Ces mécanismes pourraient également expliquer la vitesse de la

réhydratation des racines.

V.5. Conclusion

Cette étude a permis de montrer que I’IRM portable est un outil prometteur pour la
caractérisation de la déshydratation des racines liée a un arrét des arrosages. En effet, la capacité
de I'IRM portable a suivre I’état hydrique des racines selon un cycle hydratation-
déshydratation-réhydratation a €été¢ mise en évidence. Il a notamment été révélé que pour des
conditions de stress intense (LWP de fin de nuit entre -3.6 et -5.5 MPa), les racines fines se
déshydratent de maniére plus importante que les grosses racines. Par ailleurs, des résultats
observés dans la littérature sur des tiges ont été retrouvés sur les racines. En effet, il a été mis
en évidence une perte du cycle diurne en présence d’un stress hydrique intense liée a I’arrét de
la transpiration (diminution de la conductance stomatique jusqu’a des valeurs comprises entre
11.4 et 33 mmol m™? s!). I est apparu également que, dans nos conditions d’expérimentations,
le stress hydrique affecte essentiellement la fraction d’eau libre qui diminue entrainant une
diminution de ’amplitude et une réduction du 7> en période de stress. L’intensité du signal et
le 7> réaugmentent lorsque la plante est réhydratée, montrant que ces parametres RMN peuvent

étre utilisés pour réaliser un suivi du statut hydrique des racines.
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Pour aller plus loin, il faudrait dans un premier temps valider la méthode par I’utilisation
d’une méthode indépendante telle que la spectroscopie proche infrarouge (NIRS) qui permet
¢galement de mesurer la quantité d’eau au cours du temps de maniére non-invasive. Dans un
deuxiéme temps, il faudrait mesurer ce statut hydrique lorsque les racines sont dans le sol, le
comportement obtenu pouvant alors étre modifié¢ (eau plus accessible ?). De méme, il serait
intéressant de suivre par RMN toute la cinétique entre la période d’hydratation et la période de
stress hydrique. Cela permettrait d’observer a partir de quel moment le cycle diurne cesse et
quelle est la valeur des parametres écophysiologiques lorsque cela se produit. De méme, en
présence d’un stress modéré la fermeture des stomates n’est pas constante au cours de la journée
et varie selon le déficit en vapeur d’eau de I’air, ceux-ci s’ouvrant en matinée afin de favoriser
la fixation de CO> et se fermant I’aprés-midi (Brodribb and Holbrook, 2004; Amitrano et al.,
2019). Il serait intéressant de voir si ce pattern peut étre observé avec les mesures RMN. 1l serait
¢galement intéressant de réhydrater la plante sur une période plus longue et d’espacer les
arrosages pour voir si (i) le cycle diurne revient et si (ii) les valeurs de la période hydratée sont

a nouveau atteintes.
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Chapitre VI. Discussion générale et perspectives

Les racines sont des organes difficiles d’accés pour une étude in sifu. Les méthodes non
destructives et non invasives ¢voquées dans 1’état de I’art (Tableau 1), bien qu’elles permettent
de mesurer la teneur en eau et/ou 1’absorption racinaire et/ou les flux d’eau, et éventuellement
de visualiser D’architecture racinaire, sont pour la plupart limitées a une utilisation en
laboratoire. La spectroscopie infrarouge peut étre utilisée dans 1’environnement naturel des
plantes. Cependant, elle permet uniquement 1’étude de la teneur en composés et ne permet donc
pas d’étudier la mobilité de I’eau. L’IRM portable, généralement a bas champ magnétique, est
un outil de plus en plus utilis¢ dans le domaine du végétal (I.3.4.1 Application de 'IRM
portable pour I’étude des végétaux). Des études employant cette méthode ont été menées a
I’extérieur du laboratoire pour étudier la physiologie des plantes en se focalisant sur un organe
(fruit, feuille, branche, racine). Cependant, les organes étudiés sont essentiellement des
branches ou des troncs d’arbres et il existe actuellement dans la littérature peu d’études réalisées
avec I’IRM portable ayant pour objet d’application les racines. Une des rares études dédiées
aux racines a été réalisée par Bagnall ef al. en 2020. Dans celle-ci, ils ont imagé a 0.047 T, en
se basant sur la différence de 7> entre le sol (< 4 ms) et les racines (~100 ms), des racines de
sorgho dans des sols argileux et limoneux intacts afin de visualiser 1’architecture et la
morphologie des racines in situ.

Bien que nous n’ayons pas acquis d’images au sens traditionnel du terme, avec
visualisation en deux dimensions des racines comme cela est le cas dans 1’étude mentionnée
précédemment, les travaux réalisés durant ce projet de thése ont permis d’élargir aux racines
des observations réalisées sur d’autres organes a bas champ magnétique. Nos travaux
constituent donc une premicre dans 1’étude de la physiologie des racines par IRM portable.
Nous avons ainsi montré sur des plantes prairiales que I’IRM portable permet :

- D’estimer la quantité d’eau présente dans les racines (Chapitre 4) ;

- De révéler au niveau des racines un rythme nycthéméral en lien avec la
transpiration, aussi bien sur I’intensité du signal (quantité d’eau) que sur les parametres
de relaxation (mobilité de I’eau) (Chapitres 3 et 4) ;

- De mettre en évidence des stratégies d’utilisation de I’eau par les relations structure-
fonction des racines (Chapitre 4) ;

- De mettre en évidence les effets d’un stress hydrique intense tant sur la teneur en eau

(diminution) que sur sa mobilité (absence de rythme nycthéméral) (Chapitre 5).
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Par ailleurs, au cours des expérimentations des chapitres 4 et 5, nous avons étudié des
individus qui appartenaient aux mémes especes (D. glomerata, M. sativa et R. acetosa) dans
des conditions hydriques similaires (conditions WW pour le Chapitre 5). Bien qu’entre les deux
expérimentations les valeurs écophysiologiques absolues différaient, le rang des especes était
conservé. Ainsi, quelle que soit I’expérimentation, D. glomerata présentait les plus faibles
valeurs de volume racinaire, de diamétre moyen des racines et de conductance stomatique, des
valeurs de densité stomatique et de densité des tissus racinaires intermédiaires et des valeurs de
SRL élevées. A contrario, M. sativa présentait les valeurs les plus faibles de SRL et les valeurs
les plus élevées de densité stomatique et de densité des tissus racinaires. Ces résultats sont
cohérents avec leurs stratégies d’utilisation de 1’eau (Chapitre 4). La relation observée entre le
volume racinaire et 1’intégrale de la zone racine des profils était également toujours présente
(Figure 40). De méme, hormis pour D. glomerata, les valeurs moyennes de 7> (7> mono-
exponentiels du Chapitre 4 et calculés a partir des données du Chapitre 5) étaient proches entre
les deux expérimentations (47.5 £ 6.6 ms vs 38.3 + 1.0 ms pour D. glomerata ; 32.5 £ 2.3 ms
vs 30.1 = 5.0 ms pour M. sativa ; 35.9 = 2.6 ms vs 40.5 = 2.0 ms pour R. acetosa ; Figure 41 ).

Ainsi, nous pouvons voir que notre IRM portable fournit des résultats reproductibles.
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Figure 40. Relation entre l'intégrale de la zone racine des profils et le volume racinaire pour I’ensemble des espéces
étudiées dans les chapitres 4 (cercle plein) et 5 (cercle vide).
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Figure 41. Comparaison des 7> moyens mesurés chez les espéces étudiées a la fois dans le chapitre 4 (rose) et
dans le chapitre 5 (jaune) dans des conditions hydriques similaires.

Ces preuves de concept ont été menées sur des modeles de rhizotron avec toile qui
présentent les avantages de nous permettre de visualiser 1’architecture racinaire dans son
ensemble et de s’assurer du bon développement du systéme racinaire des plantes. Cette theése
s’intégrant dans un projet ANR intitulé OutlabMRI qui a pour objectif de sortir I'IRM du
laboratoire pour quantifier les teneurs en eau et les flux d’eau dans les agroécosystemes

prairiaux et forestiers (https://anr.fr/Projet-ANR-19-CE04-0006), une prochaine étape serait de

complexifier le modele tout en maintenant une certaine maitrise des parametres. Ainsi, nous
devons aller vers :

- Un mode¢le de rhizotron sans toile, avec les racines et le sol mélangés. En effet, de

maniere générale, les 7> des racines sont supérieurs entre un a deux ordres de grandeurs

a ceux du sol (Gruwel, 2014; van Dusschoten et al., 2016; Pflugfelder et al., 2017,

Bagnall et al., 2020). En raison de cette différence de 7>, un contraste suffisant est espéré

pour pouvoir étudier les racines directement dans le sol. Ce contraste dépend cependant

de la teneur en eau et du type de sol. Pflugfelder e al. (2017) ont imagé a 4.7 T des

racines d’orge cultivées dans différents types de sol (six sols naturels et deux sols

artificiels destinés a I’imagerie RMN) avec différentes teneurs en eau (entre 50% et 80%


https://anr.fr/Projet-ANR-19-CE04-0006
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de la capacité de rétention d’eau maximale). Dans cette étude, il n’a pas été observé
d’effet de la teneur en eau du sol sur la qualité de la visualisation des racines dans les
sols naturels. En revanche, dans le cas des sols artificiels et lorsque leur teneur en eau
¢tait supérieure a 70% de leur capacité de rétention d’eau maximale, 1’eau du sol
devenait visible affectant la qualité de la visualisation des racines. Ces augmentations
de signal de I’eau du sol en lien avec sa teneur en eau ont également été observées par
Bagnall ef al. (2020) et elles étaient liées a une augmentation de la valeur du 7> due a
une fraction d’eau libre plus importante (augmentation du 7> de 0,47 ms a 0,88 ms pour
les sols argileux-limoneux et de 1,37 ms a 3,7 ms pour les sols limoneux pour une teneur
en eau du sol passant de 10% a 25%). Des variations des temps de relaxation entre les
types de sol sont également liées a la présence de particules paramagnétiques (Fe'™,
Mn'.), la porosité et la teneur en sable, en argile, en limon et en matiére organique
(Bayer et al., 2010). Ainsi, Grenras et al. (1996) ont observé qu’une augmentation de la
vitesse de relaxation dans le sol était liée a une augmentation de la quantité d’argile
kaolinite dans I’échantillon (77 entre 2,0 et 3,5 s sans kaolinite et entre 0,25 et 0,73 s
avec 3% de kaolinite). Aussi, pour la poursuite de nos études, il apparait comme
indispensable de caractériser d’un point de vue RMN les différents types de sol pouvant
étre utilisés. Des rhizotrons sans toile contenant des plantes déja étudiées telles que D.
glomerata ou R. acetosa pourraient ensuite étre envisagés, une fois que la caractérisation
des sols seuls aura été effectuée. Par ailleurs, avec le systeéme de toile, I’eau arrive du
sol vers les racines a la fois verticalement et horizontalement. L’arrivée horizontale de
I’eau conduit a la présence d’un gradient d’eau dans le systéme racinaire susceptible
d’affecter la forme des profils, celui-ci pouvant étre a I’origine des points d’inflexion
observés. Afin de supprimer I’arrivée horizontale de I’eau et donc la présence du
gradient, nous pourrions envisager de positionner une plaque entre le systéme racinaire
et la toile et mettre un réservoir d’eau en profondeur. Ainsi, celle-ci n’arriverait plus que
verticalement sur toute la largeur du rhizotron.

Une maitrise des variations de la température de I’aimant dues a la fluctuation de la
température extérieure. Le NMR-MOUSE présente un gradient de champ magnétique
Bo naturel qui permet de sélectionner la tranche dans laquelle les mesures sont
effectuées. Or, ce dispositif est équipé d’un aimant permanent. Son champ magnétique,
et donc sa position de mesure, varie en fonction de la température (50 pm °C™). Pour
remédier a cela, une méthode de correction en temps réel est en cours de développement

(Benmoussa et al., 2021). I s’agit d’une carte électronique programmable qui d’une part
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mesure la température de I’aimant a 1’aide de capteurs miniatures collés sur les blocs de
I’aimant et qui d’autre part peut agir sur 1’ascenseur. Ainsi, lorsqu’un écart de
température entrainant une variation de 10 pm est atteint (pas minimum de 1’aimant), la
carte ¢lectronique prend le contrdle de I’ascenseur et ajuste la position de 1’aimant avant

de poursuive les acquisitions RMN.

Toutefois, avant de complexifier le modéle, des approfondissements de nos études et
des développements méthodologiques doivent étre entrepris. En raison de la présence du
gradient naturel Bo, la diffusion entraine des effets déléteres sur la relaxation transversale qui
est accélérée (diminution du 7). Pour limiter son impact, nous avons réalisé les acquisitions
avec la séquence CPMG avec un temps d’écho minimum (cf. équation 13). Dans les tissus
biologiques et selon 1’échelle de mesure, les 7> sont caractéristiques des tissus et/ou des
compartiments cellulaires (Van As, 2007). Du fait de ce gradient naturel, les décroissances 7>
acquises avec notre capteur présentent un SNR plus faible que celles obtenues avec des
relaxomeétres (dispositifs permettant d’étudier la dynamique des molécules par le biais de la
relaxation RMN) de paillasse. De ce fait, nous n’avons pas pu remonter aux différentes fractions
d’eau telles que la vacuole, le cytoplasme ou encore la paroi cellulaire. Nous avons donc
réattribué les 7> selon les deux principales fractions d’eau rencontrées dans les tissus, a savoir
un 7 caractéristique de I’eau liée (7> court) et un 7> caractéristique de 1’eau libre (72 long).
Grace a cette attribution des 72, nous avons pu mettre en évidence une variation diurne du 7>
long. Ces variations pouvaient étre dues a la présence de la diffusion et/ou d’un flux li¢ a la
transpiration des plantes. Nous avons vérifié en laboratoire sur un fantome sans flux avec une
variation de température identique a celles des expériences que I’effet du changement de la
diffusion a cause de la température se traduisait sur les décroissances CPMG par une variation
de I’ordre de la milliseconde du 7> apparent (augmentation de 2.1% par rapport au 7> le plus
faible, cf. Annexe 4). Dans le cas de certaines plantes, comme D. glomerata par exemple, les
variations €taient de 1’ordre de la dizaine de millisecondes (augmentation entre le jour et la nuit
chez certaines especes entre 7.3% et 34.7%, Chapitre 4). Nous avons donc retenu I’hypothese
que ces fluctuations de 7> étaient dues au flux transpiratoire. Ces variations de 7> dues a la
présence de la transpiration le jour sont donc encourageantes pour la suite, notamment pour
I’estimation du flux dans les racines. Par ailleurs, dans le chapitre 4, nous avons mis en évidence
sur neuf especes prairiales une relation négative entre la valeur de 7> et la densité des tissus
racinaires. La densité de tissus est corrélée positivement avec la proportion de stéle dans les

racines et donc avec la conductance hydraulique racinaire. Ainsi, la valeur absolue du 77 ainsi
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que son évolution temporelle sont liées au transport de 1’eau dans les racines. Par ailleurs, nous

avons montré que notre dispositif permettait de mettre en évidence la déshydratation des tissus

racinaires par une diminution du signal RMN. Grace aux profils et aux variations de leur forme

(perte possible en volume occupé, en intensité¢ de signal), la localisation des racines qui se

déshydrataient en premier lieu pouvait étre observée. De méme, en présence d’un stress

hydrique intense une perte du cycle diurne était observée comme attendue par la diminution de

la conductance stomatique reflétant I’arrét de la transpiration et supportée par la littérature

(Yoder et al., 2014; Malone et al., 2016). Pour aller plus loin, nous pourrions :

Vérifier la relation 72 — proportion de stele en faisant des mesures (i) sur des racines
avec et sans cortex (retrait du cortex avec un scalpel ou racines déja sans cortex). Nous
connaitrions ainsi I’influence du 7> du cortex sur le 72 mesuré ; et/ou (ii) & champ
magnétique homogene. Le champ magnétique By étant homogene, I’effet de la diffusion
est atténué. Ces mesures RMN seraient ensuite confrontées a des observations
histologiques qui permettraient de connaitre I’anatomie des racines et de calculer les
proportions des différents tissus.

Mesurer les flux dans les racines. Nous avions d’ores et déja envisagé la mesure des
flux dans les racines avec notre capteur par le biais de deux méthodes : (i) la méthode
PFG et (i1) la méthode de sortie de coupe présentées dans la partie 1.3.3.3. Mesure des
déplacements moléculaires. Cependant, en raison de la sensibilit¢ des mesures et de
I’organisation des racines dans la fenétre de mesure (enchevétrement racinaire
impliquant que les flux ne sont pas nécessairement paralléles au gradient d’encodage),
I’obtention de propagateurs reproductibles est difficile. Aussi, du fait des variations de
T> long entre le jour et la nuit, I’approche telle que proposée par Hemminga et al. (1977)
qui tient compte de 1’effet de sortie de coupe et du shift de phase (pour les déplacements
dans la direction de Bo) sur les amplitudes des échos de la séquence CPMG pourrait étre
utilisée. Cette approche sans gradient d’encodage directionnel parait étre bien adaptée
aux racines.

Suivre toute la cinétique entre la période d’hydratation et la période de stress hydrique
intense. Nous pourrions alors observer le comportement des paramétres RMN selon la
durée et I’intensité du stress hydrique. Le seuil de détection du dispositif RMN pourrait
ainsi étre déterminé selon les niveaux de stress et comparé aux données

¢cophysiologiques (détection précoce, simultanée ou tardive du stress hydrique).
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En plus de ces développements, nous pouvons envisager d’autres perspectives. Comme
nous l’avons wvu, la sensibilit¢ de D’appareil peut étre limitante avec I’influence des
inhomogénéités des champs magnétiques, de la diffusion, des flux, du sol... Cette sensibilité
pourrait étre améliorée par le changement de I’antenne RF. En effet, nous avons la possibilité
d’utiliser une antenne plus sensible qui toutefois présente un volume sensible plus petit (2 cm
x 2 cm x 100 pm, soit 0.04 cm?) et permet une exploration moins en profondeur (maximum 10
mm).

Outre cette question de la sensibilité de la mesure RMN, des perspectives au niveau des
plantes peuvent étre envisagées. Lors de ces premiers travaux, nous nous sommes concentrés
sur 1’étude d’une zone dont la profondeur était déterminée par celle du capteur d’humidité
(position a 16 cm de profondeur). De plus, nous avons souhaité étudier chaque espéce sur un
temps assez long pour pouvoir en tirer des conclusions robustes. Pour de prochaines études, il
serait donc intéressant de regarder comment réagissent les racines en fonction soit de leur
profondeur soit de la position de mesure dans le systéme racinaire (par exemple cas des espéces
ayant des racines pivots tels que 7. officinale). Pour cela, il serait possible de, soit diminuer la
résolution temporelle des mesures et déplacer/replacer 1’aimant, soit d’avoir plusieurs
instruments. Au vu du prix raisonnable d’un tel équipement, cette option peut étre considérée.

Par ailleurs, méme si nos expérimentations ont été réalisées sur des modeles de
rhizotrons qui permettaient de séparer physiquement les racines du sol, ces derniers avaient un
certain degré de complexité. En effet, les plantes utilisées étaient des especes relativement
sauvages qui nous permettaient d’étre proches de la réalité mais leurs phénotypes et leurs
génotypes €taient probablement variables. Aussi, pour s’affranchir de la variabilité
génotypique/phénotypique, nous pourrions envisager de travailler avec des organismes
génétiquement modifiés (OGM). Nous pourrions par exemple étudier un génotype contrdle et
un génotype avec une absence de régulation des aquaporines ou avec une absence de sécrétion
de I’acide abscissique (ABA) et comparer, avec I’IRM portable, leurs réponses en présence
d’un stress hydrique. En effet, la régulation de I’expression des aquaporines dépend de facteurs
internes tels que le rythme circadien (Takase et al., 2011) mais également externes tels que la
disponibilité en eau dans le sol. Lorsque celle-ci est réduite, les racines sécrétent de I’ABA qui
permet de signaler cette sécheresse et d’entrainer la fermeture partielle des stomates réduisant
ainsi la transpiration (Draye et al., 2010). Cette fermeture est due a I’inhibition des aquaporines
présentes dans les stomates par ’ABA (Maurel et al., 2016). De méme, en présence d’un stress
hydrique durable, I’activité des aquaporines est diminuée dans les racines afin d’éviter le reflux

de I’eau des racines vers le sol (Singh et al., 2020). Selon la durée et I’intensité du stress, des
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prélévements pourraient étre effectués au niveau des racines et des feuilles et la teneur en ABA
ou I’expression des aquaporines mesurées et comparées entre les génotypes. De méme, les
mesures RMN (teneur en eau, flux) seraient comparées et confrontées a ces mesures
biologiques.

Enfin, nous pourrions aller plus loin dans notre exploration et dans 1’étude des prairies
en faisant des expériences sur des mélanges d’especes. En effet, contrairement aux cultures
agricoles qui sont généralement des monocultures, les prairies naturelles sont constituées de
communautés végétales diverses en espéces. Cette diversité d’especes permet, grace a une
complémentarité dans 1’utilisation des ressources aériennes et souterraines, de maintenir la
stabilité de la productivité de 1’écosystéme prairial a la suite d’événements liés au changement
climatique tels que la sécheresse (Isbell et al., 2015; Kreyling et al., 2017; Yang et al., 2019).
Une diversité d’especes importante permet également dans le contexte de changement
climatique de diminuer les pertes en carbone et d’augmenter son stockage dans le sol (Steinbeiss
et al., 2008; Yang et al., 2019; Grange et al., 2021). Par ailleurs, le mode de gestion des prairies
impacte leur capacité de séquestration du carbone. En effet, le paturage et la fauche entrainent
des diminutions de 1’indice foliaire, et donc de la quantité d’eau transpirée et de la quantité de
carbone fixé (Haferkamp and MacNeil, 2004). De méme, Li ef al., (2022b) ont montré que la
fréquence de la fauche affecte le stockage du carbone dans les couches superficielles (0-20 cm)
du sol, une fréquence ¢€levée diminuant les stocks. Balasubramanian ef al., (2020) ont montré
que la fauche entraine un stockage de carbone plus faible que le paturage. La présence
d’herbivores ainsi que I’intensité du paturage affectent également la capacité de stockage,
celles-ci étant négativement reliées aux stocks de carbone (Balasubramanian et al., 2020). Ainsi,
quels que soient le mode de gestion et la fréquence de cette gestion, les capacités de stockage
du carbone des prairies gérées sont plus faibles que celles des prairies peu ou pas gérées
(Balasubramanian et al., 2020; Li et al., 2022b). Nous pourrions donc envisager une étude de
la teneur en eau et des flux d’eau dans les racines d’especes positionnées dans des rhizotrons
controles, sans coupe, et des rhizotrons ou la végétation serait coupée plus ou moins

fréquemment.

Ainsi, ces travaux de theése ont permis de montrer que I’IRM portable est un outil
prometteur pour le domaine du végétal. Bien que les racines soient des organes difficiles
d’acces avec une €paisseur tres fines par rapport a d’autres organes tels que les branches par

exemple, nous avons pu montrer que notre instrument était suffisamment sensible pour
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caractériser et suivre temporellement de maniére reproductible des teneurs en eau selon diverses
conditions hydriques et qu’il pouvait renseigner sur les stratégies d’utilisation de 1’eau des
plantes. Ces travaux constituent une premicre application du NMR-MOUSE sur les végétaux,
permettant d’élargir les multiples domaines d’applications du NMR-MOUSE qui s’étendent de
la médecine a I’héritage culturel en passant par 1’étude des matériaux (Bliimich et al., 2008).
Au-dela de mon travail de thése et au vu de la flexibilité du dispositif, le NMR-MOUSE peut
étre utilis€ pour la caractérisation de produits agroalimentaires et de processus de
transformation ou encore pour effectuer du contrdle qualité.

Personnellement, j’ai retrouvé cette pluridisciplinarité dans le cadre de ma these en étant
a l’interface de personnes spécialistes de la RMN et de personnes spécialistes du
fonctionnement écophysiologique des plantes. Par ailleurs, au-dela des compétences et des
connaissances acquises tout au long de la these, ayant un parcours universitaire orienté vers le
biomédical, I’adaptation a une nouvelle discipline telle que la biologie végétale, qui m’était

alors quasiment inconnue, a été en soi une expérience trés enrichissante.
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Annexe 1. Matériels supplémentaires Article « Circadian Variation of Root Water
Status in Three Herbaceous Species Assessed by Portable NMR »

Figure S1: CPMG decay curves of each species
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Figure S1. Filtered CPMG decay curves of D. glomerata (top), P. lanceolata (middle), and M. sativa (bottom)



Annexes

Methods S1. Processing of the transverse relaxation decay curves

A representation of the transversal decay data obtained with the CPMG pulse sequence is presented in
Fig S2A. Before any ILT analysis, data were first preprocessed by a) removing the first 10 points which
were highly affected by both Bo and B: inhomogeneities, i.e., high oscillations, and b) removing the last
noisy points, i.e. all points after the first echo with an amplitude less than or equal to zero.

Assuming that the measured echo decays stands as a superposition of exponential decays, the signal
can be expressed as:

M
—t.
S(tl) = ZA]E l/sz, i = 1,2, ..-,N [1]
j=1

where ti is the measurement time, M is the number of exponential components, N is the total number of
data points, and Aj is the relative amplitude for each partitioned T2 time, T2j.

In the present study, the multiexponential analysis was performed using an in-house Matlab®
implementation of the non-negative least squares (NNLS) algorithm [42]. To recover the M number of
exponential components, their amplitudes Aj and their relaxation times T2;, the NNLS algorithm was
fed with alarge M (i.e., 100) number of T2; values logarithmically spaced from 1 ms to 1000 ms. To better
reflect the continuous distribution of water commonly found in biological systems, an extra
regularization constraint was added to smooth the estimated discrete distribution of Aj provided by
NNLS. The regularized NNLS solution was then a set of amplitudes Aj that minimize the misfit:

2

M M ,
ZAiij—yi +,uZ|S(T2].)| u=0
=1 =1

N
i=1

where the Lagrangian term p is automatically calculated using the cross-validation approach [43].

Figure S2. Flow of NNLS inversion of the transversal relaxation decay curves.

A- Raw decay curve

B- Filtered decay curve
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Figure S2. Flow of NNLS inversion of the transversal relaxation decay curves. A : Full transversal relaxation decay
curve. B : Filtered decay after removal of the first 10 echo amplitude signals and the last and only noisy data points.
C : Filtered decay (green) along with the fitted model (red) after NNLS analysis. D : The resulting distribution of T2
relaxation provided by NNLS.
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Annexe 2. Matériels supplémentaires Article « Root structure-function relationships
in water use for several herbaceous species revealed by portable NMR»
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Figure S1. A profile of T. pratense. Visualization of the three zones composing the rhizotron. From the left to the
right: the transparent wall in Plexiglass, the roots and the soil zones. Observation of an inflection point in the root
zone.
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Figure S2. Temporal evolution of the mean leaf water potential (blue) and of stomatal conductance (yellow)
measured during profile (red rectangle) and 7> (black rectangle) measurements.
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Figure S3. Temporal evolution of the soil water content (blue) measured during profile (red rectangle) and 7>
(black rectangle) measurements, and of root water quantity (yellow) obtained from the NMR profiles.
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Figure S4. Photographs of the NMR measurement window of each species. A. T. officinale, B. T. repens, C. P.
lanceolata, D. F. arundinacea. E. D. glomerata, F. T. pratense, G. M. sativa, H. R. acetosa
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Figure S5. Relationship between the root NMR integral and the root volume (blue) and the first peak of the root
NMR integral of T. pratense and M. sativa and the root volume of their coarsest roots (pink and yellow
respectively).
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Figure S6. Our global RTD (circle, blue dashed line) and RTD of fine roots (triangle, red dashed line) in function
of the root stele fraction from Guerrero-Ramirez et al. (2021).
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Table S1. Values of short 7> and long 75, and proportions of short 7> at night and day for each species.

Day Night

Short T Long T; Prop. Short 7, | Short T Long T Prop. Short T

(ms) (ms) (%) (ms) (ms) (%)
TO 490 56.75 40.37 4.27 52.66 47.19
TR 395 35.31 59.45 3.73 47.55 065.37
PL 5.50 65.59 25.28 5.82 75.91 28.76
OV 6.26 65.96 25.17 5.97 70.78 24.77
FA 4.07 31.72 49.60 4.47 29.86 48.26
DG  5.06 62.53 34.96 5.03 69.62 34.11
TP 5.38 45.41 33.20 5.25 47.07 30.91
MS 515 40.29 35.74 5.34 45.09 31.79
RA 484 47.98 32.95 5.30 50.17 31.93
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Table S2. Contribution of variables and species and quality of the representation of each species (cos2) to the main
components of the PCA with the correlation coefficient of significant variables on the two first main axes.

Component Component Component Component Component

1 2 3 4 5
DeltaLWP 8.78 8.89 5.72 36.62 15.16
— DeltaSWC 9.72 8.80 26.37 5.09 2.92
: ., FineProp 18.10 0.30 1.18 0.79 60.20
£ % FineRTD 0.02 45.06 3.06 5.01 1.63
_5 = LongT2day 1.66 27.15 4.82 36.61 1.09
1':: S$  Rootlntegral ~ 15.68 0.04 21.12 0.84 6.15
S RootV 17.41 0.00 13.56 0.03 6.76
RootWC 15.81 9.66 1.58 1.34 0.13
SRL 12.82 0.11 22.59 13.67 5.97
Correlation p-value
RootV 0.90 0.0010
- RootIntegral ~ 0.85 0.0035
=
2 DeltaSWC 0.67 0.0479
é SRL 0.77 0.0151
S RootWC -0.86 0.0033
FineProp -0.92 0.0005
~ LongT2day  0.74 0.0222
=
-5}
g
g- FineRTD -0.96 0.0001
8

Component Component Component Component Component

1 2 3 4 5
TO 22.73 0.43 33.65 3.87 0.41
— TR 1.38 32.51 12.34 2.33 5.64
: PL 6.09 18.51 0.69 0.07 0.15
2% OV 0.46 30.48 18.71 5.10 4.48
2% FA 0.57 3.21 3.65 47.42 12.40
.‘E & DG 5.59 3.58 2.23 39.89 1.81
S TP 0.59 1.81 10.73 1.31 29.03
MS 6.90 9.12 0.52 0.01 36.46
RA 55.70 0.35 17.49 0.01 9.62
TO 0.70 0.01 0.26 0.02 0.00
- TR 0.07 0.73 0.16 0.02 0.01
-5 PL 0.41 0.54 0.01 0.00 0.00
g ov 0.02 0.67 0.24 0.05 0.01
a; FA 0.05 0.12 0.08 0.71 0.05
B DG 0.37 0.10 0.04 0.48 0.01
3 TP 0.09 0.12 0.43 0.04 0.22
MS 0.52 0.30 0.01 0.00 0.13

RA 0.92 0.00 0.07 0.00 0.01
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Annexe 3. Matériels supplémentaires Chapitre 5
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Figure S1. Evolution du potentiel hydrique foliaire (LWP) et de la conductance stomatique (losange) tout au long
des expériences pour D. glomerata (jaune), M. sativa (rose) et R. acetosa (vert). Les rectangles colorés
correspondent aux acquisitions des profils en conditions hydriques non limitantes (rectangles pleins) et en stress
hydrique et réhydratation (rectangles transparents).
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Figure S2. Evolution de la teneur en eau du sol (SWC) tout au long des expériences pour D. glomerata (jaune),
M. sativa (rose) et R. acetosa (vert). Les rectangles colorés correspondent aux acquisitions des profils en conditions
hydriques non limitantes (rectangles pleins) et en stress hydrique et réhydratation (rectangles transparents).
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Figure S3. Exemples de scans de fines (a gauche) et de grosses (a droite) racines présentes dans la fenétre de
mesure RMN. A. D. glomerata ; B. R. acetosa et C. M. sativa.
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Figure S4. Photographies de la fenétre de mesure RMN. A. D. glomerata ; B. R. acetosa et C. M. sativa.
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Annexe 4. Vérification de ’effet de la température sur le 7>

Mesures de 7> acquises sur un fantdome sans flux (boite de pétri avec de I’eau additionnée de

CuSO4) dans une chambre climatique (A) a 16.6°C et a (B) 20.4°C

A Echo integrals

ey Ny O | ey O | S O O O B | O ¢

Average echo amplitude (V)
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Fit result: (Eo = 3.48 uV: T, = 58.4 ms)
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3 mesures ont été effectuées pour chaque température :

(A) En=3.45+0.03 uV; 72=583+0.1 ms
(B) En=3.34+£0.04 uV ; 12=57.1£0.2 ms
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