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« Une plante est un chant dont le rythme déploie une forme

certaine, et dans I’espace expose un mystere du temps. »

Paul Valéry
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Résumé

Les plantes sont constamment soumises a de multiples contraintes mécaniques
générées par le vent ou le toucher. Elles répondent a ces stimuli en modifiant leur croissance.
Cette réponse de croissance mécano-induite peut se produire rapidement et a longue distance
du site initial de stimulation, impliquant 1’existence d’un signal transportant 1’information a
travers la plante. La nature de ce signal est encore inconnue. Il a ét¢ mis en évidence la
génération et la propagation d’un signal électrique chez le peuplier lorsque sa tige est fléchie.
Pour cela, nous avons développé un dispositif de mesures ¢électrophysiologiques extra
cellulaires couplé a un banc de flexion a amplitude contrélée. De par sa forme et son
déplacement bidirectionnel dans la tige, ce signal électrique ressemble a un potentiel d’action.
Cependant, un point le distingue du potentiel d’action : un mode de propagation non auto-
entretenu ; démontré par la capacité du signal a se régénérer apres avoir traversé une section
de tige privé de cellules excitables. Cela améne a postuler que le signal électrique soit généré
par une onde de pression hydraulique induite par la flexion de la tige selon une théorie en
cours de développement dans la littérature.

Mots clés: Flexion, signal électrique, signal hydraulique, mécano-sensible,
thigmomorphogenése, peuplier.
Abstract

Plants daily undergo external mechanical solicitations such as wind or touch and
respond to these stimuli by adjusting their growth processes. A fascinating feature of this
mechanical-induced growth response is that it can occur rapidly and at long distance from the
initial site of stimulation; suggesting the existence of a fast signal that propagates across the
whole plant. The nature and the origin of the signal are still not understood. An experimental
device was developed to record electrophysiological extracellular signal on poplar trees
during controlled stem bending. Our results show that the bending of stem generates an
electrical signal that propagates through the plant. Some characteristics of this electrical
signal such as its shape and its bidirectional displacement in the stem are similar to the
characteristics of an action potential. However, one point distinguishes this signal from the
action potential: a non-self-propagating mode of propagation; demonstrated by the ability of
the signal to propagate through a stem segment without bark. This leads us to suggest that the
electrical signal is generated by an hydraulic pressure wave induced by the bending of the
stem as described by a theory being developed in the literature.

Key words: Bending, electrical signal, hydraulic signal, mechanosensing,

thigmomorphogenesis, poplar.






Liste des abréviations

ARN : acide ribonucléique

ATPase : adénosinetriphosphatase

CO, : dioxyde de carbone

CPMCW : Cytoskeleton — Plasma Membrane — Cell Wall

€ : déformation longitudinale

F : force maximale appliquée a la poutre

h : hauteur de la poutre

Hz : Hertz

MCA : Mid]l Complementing Activity

MscS : Mechanosensitive channel of Small conductance
MscS-like : Mechanosensitive channel of Small conductance — like
MSL : Mechanosensitive channel of Small conductance — like
mV : milli Volt

NADH : nicotinamide adénine dinucléotide

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

OL : onde lente

Q : Ohm

p : rayon du gabarit

r : rayon de la tige

ROS : Reactive Oxygen Species

PA : potentiel d’action

Peptide RGD : peptide au motif arginine-glycine-asparagine
PI : proteinase inhibitor

PIAF : Physique et physiologie Intégratives de I’ Arbre en environnement Fluctuant
PVC : polyvinyl chloride

O : contrainte
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Introduction

Les plantes terrestres sont des organismes fixés, presque immobiles. Elles se développent
dans la verticalité tout en étendant des ramifications toujours plus petites tant dans I’espace
aérien que souterrain. Dans 1’espace aérien elles captent le rayonnement solaire et le CO,, et
sous terre, elles puisent des éléments minéraux et de I’eau, ainsi elles satisfont leur besoin
énergétique. Cette surface d’échange peut atteindre, pour un arbre moyen, jusqu’a 200
hectares (Hall¢ 2004). De telles architectures sont susceptibles de se maintenir en croissance
durant des sic¢cles dans un environnement fluctuant et contraignant les soumettant en
permanence a des stimuli, notamment ceux de nature mécanique. Les recherches scientifiques
ont pu montrer que les arbres étaient capables d’adapter de fagon continue I’ancrage de leurs
racines, la croissance de leurs branches et de leur tronc a l’intensité des perturbations
mécaniques qu’ils subissent dans leur milieu de vie (Moulia et al. 2006, Telewski 2006).

L’ensemble des réponses apportées par les plantes a ces sollicitations mécaniques est
appelé « thigmomorphogenése ». De manicre intéressante, ces réponses peuvent prendre place
dans la zone sollicitée mécaniquement mais également a distance de celle-ci, impliquant
I’existence d’un signal transportant I’information a travers la plante. Les origines et la nature
de ce signal sont encore trés mal connues et sujettes a controverses depuis de nombreuses
années.

Parmi les hypothéeses proposées, une premiere propose qu’un signal de nature hydraulique
dont I’origine est purement physique soit responsable du transfert d’information rapide a
travers de la plante. Des études récentes, menées par le laboratoire PIAF a Clermont-Ferrand,
ont mis en évidence la formation et la propagation d’un tel signal hydraulique a travers la tige
lorsque celle-ci est fléchie (Lopez et al. 2014).

Une seconde hypothése propose qu’un signal de nature électrique soit responsable du
transfert d’information rapide dans la plante aprés une sollicitation mécanique. Ce signal
¢lectrique serait alors généré par la flexion elle-méme ou par I’onde de pression hydraulique
générée par la flexion (Julien 1993, Stahlberg et al. 2005, Farmer et al. 2014).

L’objectif des recherches exposées ici est d’étayer cette hypothése de signal électrique qui
serait généré et transporté lors de la flexion de tige. En vue de répondre a cet objectif un
dispositif de mesures électrophysiologiques extra cellulaires couplé a un banc de flexion a

amplitude controlée sera développé.






Syntheése bibliographique

I. Nature des sollicitations mécaniques

Deux types de contraintes mécaniques peuvent Etre distingués: les contraintes
mécaniques internes a la plante, inhérentes a sa structure et a sa croissance, et les
perturbations mécaniques externes provenant de I’environnement.

1. Signaux internes

Les sollicitations mécaniques internes auxquelles la plante est soumise seront décrites en
commengant de I’échelle cellulaire jusqu’a celle de I’individu.

A Téchelle de la cellule la pression de turgescence exerce une contrainte mécanique
homogene sur la paroi pecto-cellulosique et constitue le moteur de la croissance cellulaire
(Schopfer 2006). A cette contrainte, la paroi oppose une résistance a la déformation, qui n’est
pas homogene et dépend de I’arrangement des microfibrilles de cellulose, ce qui pilote ainsi
I’orientation de la croissance de la cellule (Schopfer 2006). Une baisse de la turgescence, par
exemple dans des conditions de sécheresse, entraine parfois la perte de la résistance
mécanique des tissus végétaux, provoquant leur flétrissement (Telewski 2006).

La croissance et la différenciation d’une cellule sont affectées par 1’état mécanique des
cellules avoisinantes. Ces contraintes internes entre les cellules sont nommées auto-
contraintes, et sont notamment dues a une croissance différentielle au sein d’un organe ou
d’un tissu.

A T’échelle tissulaire, lors des processus de réorientation des axes, il se forme un bois de
réaction qui génére les contraintes mécaniques nécessaire a la courbure. On peut aussi noter
que l'auto-chargement induit par le port de fruits peut influencer la croissance des branches
(Almeras et al. 2004).

Le méme phénoméne est retrouvé a I’échelle de 1’arbre entier ou 1’augmentation de la
biomasse aérienne au cours de la vie d’un individu, conjuguée a I’effet de la gravité, impose
des contraintes au sein des tissus de la plante et contribuent a moduler la structure générale de
celle-ci (Telewski 2006).

2. Signaux externes

La plante est capable de percevoir de nombreuses sollicitations mécaniques externes.
Certains stimuli sont induits par la gravit¢ comme 1’accumulation de glace ou de neige.
D’autres sollicitations mécaniques sont induites par le toucher, comme par exemple 1’impact
des gouttes de pluies, la gréle, des objets inanimés, ou, au contraire, les interventions

humaines ou animales. Le vent est ['une des sollicitations mécaniques externes les plus
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Figure 1 : Poutre encastrée d’une hauteur h, soumise a un chargement ou force maximale,
notée F. Le moment fléchissant est le produit de la hauteur h et de la force maximale F.
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Figure 3 : Corrélation entre la durée de la réponse de croissance et la somme des
déformations longitudinales appliquées du demi volume de la tige (Coutand et Moulia 2000).



courantes, qui induit des flexions ou des torsions de certains organes des plantes (Coutand
2010).

Les blessures causées par des herbivores ou des piqlres d’insectes sont bien souvent
envisagées dans la littérature comme des sollicitations mécaniques externes de type lésant.
Une brilure n’est pas considérée comme une sollicitation mécanique. Cependant c’est un
stimulus utilis¢é par de nombreux auteurs, et dont les réponses sont semblables a celles
déclenchées par des sollicitations mécaniques lésantes.

Ces sollicitations mécaniques sont collectivement nommeées aussi thigmo-stimuli et
produisent nombres de réponses thigmomorphogénétiques chez les plantes (Braam 2004).

Par la suite, nous ne traiterons que les effets des sollicitations mécaniques externes sur
les plantes. Apres avoir décrits les différentes sollicitations mécaniques auxquelles les plantes
peuvent étre confrontées, nous nous interrogerons sur la maniére dont les plantes pergoivent

ces sollicitations.

II. Meécanoperception

1. La variable mécanique percue par la plante

Des travaux récents associant physique et biologie ont cherché a identifier la variable
mécanique pergue par les plantes. Pour cela, on considére la tige d’une plante comme une
poutre dont I’extrémité est soumise a un chargement mimant le vent ou une flexion. Un
ensemble de grandeurs mécaniques globales s’applique ainsi a la poutre qui est soumise a la
force maximale, notée F, générant moment fléchissant qui est le produit de la hauteur de la
poutre (h) par la force maximale (figure 1) et un déplacement, appelé fléche. Différentes
variables mécaniques locales (figure 2) peuvent étre définies telles que la déformation
longitudinale (¢) et la contrainte (o) laquelle est le produit de la déformation par le module de
Young (qui caractérise la rigidité du matériau considéré).

En étudiant la réponse de croissance a une flexion transitoire controlée de tige chez la
tomate (figure 3), il a été mis en évidence une corrélation entre la durée de la réponse de
croissance et la somme des déformations longitudinales appliquées (Coutand et Moulia 2000).
Aucune autre corrélation n’a été mise en évidence avec les autres variables mécaniques
décrites précédemment, suggérant que la variable mécanique pergue par la plante est bien la
déformation subie par les tissus.

L’identification de la variable mécanique pergue par la plante a constitué une étape
importante dans la compréhension de la réponse des plantes aux stimuli mécaniques car il est

aujourd’hui possible d’envisager une étude quantitative du phénoméne de mécanoperception.
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Figure 4 : Deux mécanismes proposés pour ’ouverture des canaux mécanosensibles. (A)

L’état ouvert du canal (permettant le passage des ions a travers la membrane) est favorisé par une

augmentation de la tension de la membrane plasmique qui change la force qu’elle exerce sur
I’interface protéine-lipide. (B), 1’état ouvert du canal est favorisé par I’ouverture d’une « trappe »
reliée par un composant élastique au cytosquelette ou a la paroi pecto-cellulosique (Monshausen

etal. 2013).



2. Mécanismes de perception du signal mécanique
Les structures cellulaires capables de percevoir les déformations et les acteurs
moléculaires sous-jacents qui conduisent a des réponses générales physiologiques de la plante
sont toujours sous intenses investigations. Dans les prochaines sections, il sera présenté 1’état

des connaissances actuelles sur ce sujet.

a. Le continuum CPMCW (Cytosqueleton - Plasma Membrane - Cell Wall)

La perception d’une sollicitation mécanique par les cellules est un processus rapide
nécessitant une conversion rapide du signal mécanique en signal biologique. En 2002, Jaffe et
ses collaborateurs proposent un modele de mécano-perception pour les plantes, inspiré du
modele animal, dans lequel divers éléments du cytosquelette (microtubules, filament
d’actine), la membrane plasmique et la paroi pecto-cellulosique seraient liés via des peptides
particuliers, et formeraient une continuité structurale nommée CPMCW pour Cytosqueleton-
Plasma-Membrane-Cell Wall. Dans ce réseau de mécano-perception, les peptides RGD (motif
arg-gly-asp) similaires aux intégrines feraient le lien entre les microtubules et la membrane
plasmique (Jaffe et al. 2002). Les formines feraient le lien entre les filaments d’actine et la

paroi pecto-cellulosique (Yi et al. 2005).

b. Les canaux mécanosensibles

Parmi les mécanismes impliqués dans la mécano-perception, de nombreuses études
ont été réalisées sur les canaux mécano-sensibles. Les canaux mécano-sensibles sont des
canaux ioniques dans lesquels I’état « ouvert» est favorisé en présence d’une charge
mécanique, déclenchant une sortie ou une entrée d’ions dans le cytosol, transformant, en
quelque sorte, le signal mécanique en flux d’ions cellulaires (Monshausen et Haswell 2013).
La famille MscS (Mechanosensitive channel of Small conductance), identifiée d’abord chez
Escherichia Coli, a servi de systéeme mod¢le dans I’étude des structures des canaux mécano-
sensibles, de leurs propriétés biochimiques et de leurs réles physiologiques (Haswell et al.
2011). Par la suite, des genes codant pour des protéines MscS-Like ont été identifiés dans de
multiples génomes de plantes, dont en particulier 10 génes MSL chez Arabidopsis thaliana. 11
existe deux modeles décrivant le déclenchement de 1’ouverture de ces canaux (Figure 4).
Plusieurs études illustrent le caractére ubiquitaire des canaux mécano-sensibles chez les
plantes, et soulignent également ’existence de canaux non sélectifs et d’autres sélectifs aux
ions Ca®", CI', K" (Monshausen et Haswell 2013). La famille MCA (Midl Complementing
Activity) présente notamment deux protéines MCA1 et MCA2 identifiées comme des canaux

Ca”" dont les mécanismes d’ouverture sont encore indéterminés (Iida ez al. 2014).
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Figure 5 : Effet de flexions répétées sur la croissance radiale d’un jeune noyer. Les noyers
agés de 3 semaines ont été soumis a une flexion bidirectionnelle par jour pendant une semaine.
Une augmentation localisée du diametre des plantes est visible a la base de la zone sollicitée
(fleche rouge) (Crouzet 2002).



Les plantes sont donc capables de percevoir les sollicitations mécaniques externes
auxquelles elles peuvent étre exposées. Voyons maintenant quelles sont les réponses

engendrées par cette perception.

III. Réponses physiologiques aux sollicitations mécaniques

Les réponses morphologiques, biochimiques et physiologiques des plantes suites a des
sollicitations mécaniques constituent ce qui est connu sous le nom de thigmomorphogeneése
(Jaffe 1973, 1980). Nous verrons que ces réponses peuvent étre « locales », ¢’est-a-dire au
niveau de la région sollicitée, mais aussi « distale », ¢loignée de cette dernicre.

1. Modification de la croissance radiale

La modification de la croissance radiale des tiges des plantes est une conséquence
« locale » des sollicitations mécaniques externes.

Dés 1803, Knight (d’apres revue de Telewski 2006) observe que les pommiers protégés
du vent ont une croissance radiale plus faible que ceux qui y sont exposés. Chez le peuplier,
une augmentation significative de la croissance radiale suite a des flexions est observée
(Pruyn et al. 2000, Tixier et al. 2014). Ces résultats sont retrouvés (figure 5) chez de jeunes
noyers (Juglans regia) aprés multiples flexions (Crouzet 2002, Leblanc-Fournier et al. 2008) .

Il semblerait donc que les ligneux, d’apres la plupart des travaux, montrent une réponse

locale commune de croissance radiale.

a. Modification des caractéristiques mécaniques des tissus

La modification de la croissance radiale des tiges peut s’accompagner d’une
modification des caractéristiques mécaniques des tissus (Pruyn et al. 2000, Kern et al. 2005).

Le module de Young caractérise la rigidit¢é d’un matériau, ici du bois. Chez le
peuplier, une diminution significative du module de Young, aprés flexion, a été mesurée
(Pruyn et al. 2000, Kern et al. 2005). Cela s’explique par un changement dans 1’anatomie du
nouveau bois formé qui possede des vaisseaux en plus faible nombre et de plus faible
diamétre (Kern et al. 2005), ce nouveau bois formé serait donc moins rigide.

Parallelement, la rigidité de flexion, qui exprime la rigidit¢ d’une tige, tend a
augmenter chez les ligneux soumis a des perturbations mécaniques comme le montre
Telewski (1989) chez le sapin (4bies fraseri).

En résumé, 1’évolution de ces paramétres sur des arbres subissant des perturbations
mécaniques, traduit les changements de 1’anatomie des tiges dans le nouveau bois mis en

place au cours d’une croissance radiale amplifiée.



Figure 6 : Effet de touchers répétés sur la croissance longitudinale des hampes florales d’A.

thaliana. Les plantes touchées deux fois par jour pendant plusieurs jours (a droite) présentent des
hampes florales dont la croissance longitudinale a été fortement diminuée par rapport aux plantes
non sollicitées (a gauche) (Braam, 2004).



2. Modification de la croissance longitudinale

De nombreux résultats d’expérimentations menées en conditions naturelles montrent
que la croissance longitudinale est augmentée chez les plantes protégées du vent, c’est le cas
chez Larix laricinia (Larson 1965), Prunus avium (Coutand et al. 2008), chez I’herbacée
Medicago sativa (Moulia et Combes 2004). Ces résultats montrent 1’effet du vent en terme de
signal mécanique sur la croissance longitudinale des plantes.

Différents travaux étudient I’effet de diverses sollicitations mécaniques artificielles sur la
croissance longitudinale. Ainsi, la croissance longitudinale est diminuée suite a des
frottements chez Phaseolus vulgaris (Erner et Jaffe 1983), par brossage chez Abies fraseri
(Telewski et Jaffe 1986), aprés deux touchers par jour chez Arabidopsis thaliana (figure 6,
Braam 2004) et apres flexion chez Lycopersicon esculentum (Depege et al. 1997, Coutand et
al. 2000) et sur Juglans regia (Leblanc-Fournier ef al. 2008).

La variation de la croissance longitudinale suite a des sollicitations mécaniques apparait
étre une réponse commune chez de nombreuses especes. Toutefois il a été mis en évidence
que cette réponse de croissance longitudinale présente a une variabilité intraspécifique (Pruyn
et al. 2000, Coutand ef al. 2000). Et méme dans certains cas, par exemple chez le peuplier, il

n’est pas observé de réponse suite a une seule flexion de tige (Tixier ef al. 2014).

IV. Le transfert a longue distance de I'information

Nous avons vu qu’une plante répond a une perturbation mécanique de manicre
sensible a la fois localement et a distance. Alors que la réponse locale a été fortement étudiée
et que sa compréhension devient plus précise, la réponse a distance n’est toujours pas €élucidée
et demeure un domaine actif de rechercher (Moulia et al. 2011). L’idée qu’un signal soit
généré au niveau de la zone déformée et qu’il se propage a travers la plante jusqu’a la zone
qui régule la croissance primaire est acceptée. L’illustration d’un transfert rapide a longue
distance est faite sur la tomate par Coutand et collaborateurs (2000) : une flexion appliquée
sur un entre-nceud, dont la croissance longitudinale est terminée, entraine un arrét de
croissance en longueur de la tige au bout de 5 minutes (figure 7). Cependant, la nature du
signal reste inconnue.

1. Signal chimique

Une premiére hypothése présentée dans la littérature suggere que ce signal serait issu
de la production de substances chimiques au niveau de la zone fléchie, qui seraient ensuite
transportées par le phloéme jusqu’a I’apex. Durant longtemps cette hypothése a été privilégiée

car un certain nombre d’hormones de signalisation ont ¢té identifiées chez les plantes (Neel et



zone de MH() Flexion i
croissance - A
BN 51 o 200 m
o
K > ) Y
T * e h
Flexion g - L
\ ol | ‘T.
:{;/_//-f\y %
\ \\ e © © @ @ 9 o 6 4 @ & o o & & o
"‘\ 8 8 8 8 8 53 5 »# & » 8 8 8 8 8 8
\\-, /// 7 .
‘ Temps (min)

Y

Figure 7 : Evolution temporelle de la croissance en réponse a une flexion transitoire
appliquée a la base de la tige (fleche rouge), loin de la zone de croissance (vert). Quelques
minutes apres le stimulus, la croissance s’arréte pendant un temps T. La ligne en pointillé montre

la croissance d’un individu témoin non perturbé. Adaptée de Coutand et al., 2000.



Harris 1971). Cependant, cette hypothése se heurte a un probléme dans le cas d’un arrét de
croissance primaire rapide induit par flexion, en effet la vitesse d’ascension de la séve est de
I’ordre du mm.s™ et ne tiendrait pas compte du temps de réponse a 1’échelle moléculaire.
2. Signaux hydrauliques
Des sollicitations mécaniques sont susceptibles de déclencher des signaux hydrauliques
dans différentes plantes. Ces signaux hydrauliques entrainent deux composantes mobiles

distinguées par Malone (1996) : ’onde de pression et la dispersion hydraulique ou mass flow.

a. L’onde de pression hydraulique

L’onde de pression hydraulique consiste en un changement de pression se propageant
dans le continuum vasculaire que forme le xyléme. Le front de I’onde serait susceptible de se
mouvoir & la vitesse du son dans 1’eau soit 1500m.s-' (Malone 1996). Cependant pour étre
pertinent physiologiquement, I’onde de pression doit causer un changement significatif dans
la pression de turgescence des cellules vivantes qui la per¢coivent (Malone 1996).

Les plantes peuvent étre extrémement sensibles au changement de pression. Raschke
(1970) montre que des petits changements de pression (appliqués par pincement) dans les
feuilles de mais ont un effet rapide sur I’ouverture des stomates. Malone et Stankovic (1991)
mesurent un signal systémique de nature hydraulique en réponse a une blessure localisée. Ils
montrent que la blessure cause un important et rapide changement de pression dans les
cellules épidermiques a travers toutes les feuilles du plant de blé. La vitesse de déplacement
de ce signal hydraulique est estimée supérieure & 10 cm.s”' par Boari et Malone (1993).
Malone (1993) suggere que la réduction immédiate du taux de transpiration suite a une
blessure localisée observée a plusieurs reprises, (Sambeek et Pickard 1976, Wildon et al.
1992), pourrait étre due a une fermeture hydropassive des stomates due au passage de I’onde
de pression hydraulique.

Pour Malone (1993), dans des conditions venteuses, la distorsion transitoire d’une tige
imposerait des changements locaux et rapides de la pression du xyléme susceptibles de se
propager a travers le xyléme comme une onde de pression hydraulique. Cependant, il suppose
que ces « ondulations » de pression transitoires seraient confinées au xyléme et n’auraient
donc que des conséquences physiologiques minimes, le xyléme mature étant un tissu mort. En
revanche, lorsque le changement de pression locale du xyléme est soutenu par la capacité
hydraulique d’un tissu transmetteur, ou par la perte continue d’eau des cellules voisines, alors
la pression dans tout le xyléme et la pression de turgescence de toutes les cellules de la tige

seront affectées. Et cela pourrait avoir des conséquences physiologiques majeures.
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Figure 8 : Passage d’un signal hydraulique a travers des pétioles de feuilles de tomates
(Lycopersicon esculentum) aprés application d’une brilure. La mesure d’épaisseur de feuille
provenant de 5 plantes différentes est montrée. Au temps indiqué par la premicre ligne verticale,
une foliole de la feuille 2 a été brulée. L’enregistrement est coupé durant 3h, puis une seconde
foliole de la feuille 2 a été brulée. La variation d’épaisseur des pétioles est mesurée a 1’aide d’un
transducteur Sangamo (Sangamo Transducers, Bognor Regis, Sussex, UK). (Malone et Alarcon
1994).



Contrairement a Malone, Moulia (2011) suspecte que les changements transitoires du
flux d’eau dans le systéme de circulation de la séve, suite a une flexion mécanique, puissent
étre le vecteur de [Dinformation a longue distance déclenchant des réponses
thigmomorphogénétiques dans les zones de croissances primaires. En 2014, Lopez et ses
collaborateurs mesurent une variation transitoire de pression hydraulique, dans une branche

de peuplier suite a une flexion, qui se propage rapidement a travers I’ensemble de la tige.

b. Le « mass flow » xylémien ou « dispersion hydraulique »

La dispersion hydraulique se référe a la transmission d’un signal chimique par « mass
flow » dans le xyléeme (Malone 1996). Le xyléme étant largement dépourvu de membranes
transversales, il offre une distribution potentiellement rapide de molécules organiques
(6thyléne, protéines) (Neumann 2007) et inorganiques (Ca®") (Canny 1993) sur de longues
distances.

Ricca (1916) suspecte qu'un tel phénomene survienne autour de sites de blessures
chez Mimosa pudica, et qu’il soit le vecteur d’information a longue distance déclenchant le
repliement progressif des feuilles de la sensitive. D’aprés Malone (1996) ce phénomene est
bien susceptible de se développer au niveau d’une blessure chez Mimosa pudica. 11 explique
que I’eau provenant des cellules blessées est relachée dans 1’apoplaste, si le xyléme est sous
tension, il attirera cette eau et la tension locale du xyléme sera soulagée. Le soulagement local
de la tension du xyléme se propagera rapidement (15-30 mm.s™) dans tout le xyléme (Malone
et al. 1994).

Chez la tomate (Lycopersicon esculentum), des dommages infligés a une feuille
provoquent sur d’autres feuilles une accumulation rapide d’inhibiteurs de protéases (PI)
(Green et Ryan 1973, Graham et al. 1986). Ces PI sont toxiques pour les insectes, et font
partie intégrante de la réponse de défense systémique induit par une blessure (Alarcon et
Malone 1994). Ces auteurs étudient la nature du signal longue distance impliqué dans la
réponse PI. Ils montrent qu’une briillure sur une foliole de tomate produit un mass flow (figure
8) se dispersant sur une distance allant de 270 mm a 2700 mm et ayant un sens de propagation
aussi bien basipéte qu’acropete. Ce phénomene de dispersion hydraulique requiert donc un
xyléme sous tension et lorsque le plant de tomate est bien hydraté et maintenu a haute
humidité, la transpiration est alors minimale et la dispersion hydraulique n’est plus observée.
Sous ces conditions, I’accumulation de PI sur des sites éloignés de la blessure est empéchée.
Ces résultats sont en faveur d’une signalisation par dispersion hydraulique suite a une

sollicitation mécanique lésante.



Figure 9 : Dionaea muscipula. Photos by PurebloodRose, PhD;
https://purebloodrose.deviantart.com/art/Dionaea-muscipula-and-drosera-rotundifolia-382112645

Figure 10 : Mimosa pudica. (a) Les folioles des feuilles sont en position ouvertes. (b) Suite a une
stimulation au toucher, les folioles des feuilles se replient. Photos by Barry Rice, PhD; http://
www.sarracenia.com/galleria/galleria.html.



V. Les signaux électriques

Burdon-Sanderson (1872) est le premier a mesurer un signal électrique de type
potentiel d’action (PA) chez les plantes en stimulant une feuille de Vénus attrape-mouche
(Dionaea muscipula) (figure 9). Il apparait alors que I’activité électrique n’appartient pas au
seul monde animal. Le PA est par la suite observé a de multiples reprises sur d’autres especes
comme Nitella et Mimosa pudica(figure 10) (Umrath 1930, Sibaoka 1953) . En 1935,
Houwink découvre un autre type de signal électrique, 1’onde lente (OL) suite a des brilures
infligées a Mimosa pudica. Des revues exhaustives sont publiées par Sibaoka en 1969 et par
Barbara Pickard en 1973, indiquant que toutes les plantes pourraient utiliser les signaux
¢lectriques pour réguler une grande variété de fonctions physiologiques.

1. Potentiel de membrane des cellules végétales au repos

Les cellules végétales présentent une distribution inégale des ions diffusibles (K*, Ca*",
CI, Na") de part et d’autre de la membrane plasmique résultant de différents mécanismes
(figure 11). Cette différence de potentiel électrique est nommée potentiel de membrane ou
potentiel transmembranaire. Le potentiel transmembranaire est mis en évidence en
introduisant des ¢électrodes de mesure de part et d’autre de la membrane plasmique : la face
interne de la membrane est négative par rapport a 1’¢lectrode de référence placée sur la face
externe de la membrane. Dans des conditions de repos, le potentiel transmembranaire est
stable, il est nommé potentiel de repos et a une valeur caractéristiques d’environ -160 mV
(cellules végétales).

Parmi les différents mécanismes permettant cette différence de potentiel, il est distingué
ceux qui ne sont pas directement dépendant du métabolisme cellulaire (diffusion passive des
ions a travers la membrane) et qui correspondent a la composante passive du potentiel de
membrane; et ceux dépendant du métabolisme cellulaire (pompes électrogeénes, systémes

redox du plasmalemme) et qui constituent la composante active du potentiel de repos.

a. Composante passive
La membrane biologique constitue une barriere sélective entre I’intérieur et I’extérieur
d’une cellule. Elle présente la propriété de perméabilité sélective, qui permet de controler
I’entrée et la sortie des différentes molécules et ions entre le milieu extra et intracellulaire.
La composante passive, résultant de la diffusion des ions a travers la membrane, se nomme
aussi potentiel de diffusion. L’état de repos est principalement déterminé par la perméabilité
de la membrane au K'. Le potentiel de diffusion de la membrane suit alors la relation de

Nernst pour des concentrations élevées en potassium extracellulaire.
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Figure 11 : Le potentiel de membrane résulte d’une distribution inégale des ions de part et
d’autre de la membrane plasmique. En milieu intracellulaire, les anions sont en exces. En
milieu extracellulaire, les cations sont en exces (Pearson Education 2011).



RT [C*]1
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ou E représente la différence de potentiel de part et d’autre de la membrane, R est la

constante des gaz parfaits, T la température, n est la valence de I’ion, F le Faraday et c’
représente la concentration du cation. L’équation de Goldman permet d’obtenir une valeur
plus précise du potentiel de diffusion en prenant en considération 1’ensemble des ions
diffusant a travers la membrane.

ED = RTl Py [K*)e + Pyg[Nat]e + Py[H*]e + Py[Cl7]i
= F VP [K*i + Pyg[Nat]i + Py[H*]i + PylCl-]e

Ou P représente le coefficient de perméabilité de I’ion indiqué en indice et [K'],
[Na'],[H'], et [CI] les concentrations respectives du K*, Na', H et du CI’, dans le milieu
extracellulaire (indice e) et intracellulaire (indice 1).

Le potentiel de diffusion ne rend pas compte a lui seul de la différence de potentiel
membranaire, en 1965, Slayman met en évidence la composante active du potentiel

transmembranaire.

b. Composante active

Ce sont avec les travaux de Slayman (1965) qui mettent en évidence la présence d’une
pompe a H' a activité électrogéne située dans la membrane plasmique. Par la suite, Spanwick
(1981) confirme I’existence d’une pompe a H' électrogéne chez Nitella. Puis Marré et
Ballarin-Denti (1985) montrent que 1’utilisation de la fusicoccine, un activateur de la pompe a
H" (Marre 1979), entraine une hyperpolarisation de la membrane plasmique. Ces résultats
seront par la suite confirmés chez Egeria densa (Dahse et al. 1988)et sur la racine de
moutarde blanche (Felle 1987). Enfin, le role de 1’activit¢ H -ATPase dans le maintien du
potentiel transmembranaire semble maintenant certain (Kurkdjian et Guern 1989).

En plus de la pompe a H+, un systéme rédox transmembranaire évacuant des protons
hors de la cellule en utilisant du NAD(P)H a été décrit. Cependant, ce systéme contribue tres
modestement a la polarisation de la membrane.

Ainsi, Dactivit¢ de la pompe H'-ATPase de la membrane plasmique peut étre
considérée comme la composante active du potentiel de repos.

2. Deux signaux majeurs chez les plantes

a. Le potentiel d’action
Le PA correspond, a 1’échelle de la cellule, a une dépolarisation rapide et transitoire

(moins d’une minute avant retour au potentiel de repos) de la membrane plasmique (figure
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Figure 12 : Signaux électriques mesurés dans un hypocotyle de citrouille suite a différents
stimuli. (a) Potentiel d’action (PA) induit aprés refroidissement de I’hypocotyle. (b) Onde lente
induit par une bralure. (Vodeneev et al. 2015).



12a) (Houwink 1935, Zawadzki et al. 1991, Wildon et al. 1992). 11 est induit suite a divers
stimuli tels qu’un changement de pression de turgescence (Zimmermann et Beckers 1978,
Wendler et al. 1983), un changement de lumicre, un traitement au froid, a la briilure, suite a
une blessure (Cheeseman et Pickard 1977, Zawadzki et al. 1991, Wildon et al. 1992,
Stahlberg et Cosgrove 1994).

Le PA présente une période réfractaire d’une durée pouvant étre supérieure a 2 heures
durant laquelle tout nouveau stimulus ne provoque aucune réponse électrique au sein de la
plante. Les mécanismes mis en marche, a 1’échelle cellulaire, durant la genése d’un PA
impliquent notamment une modification de 1’activité des canaux ioniques Ca2+ (influx), CI-
(efflux) lors de la phase de dépolarisation, suivi par les canaux K+ (efflux) durant la phase de
repolarisation (soit une modification de la composante passive du potentiel transmembranaire
de repos) (Zimmermann et Beckers 1978, Lunevsky et al. 1983). Le mode de propagation du
PA est de nature électrotonique. Le signal se propage via le phloéme qui partage des
propriétés communes avec les cellules nerveuses animales, a savoir 1’existence de membranes
excitables par lesquelles les excitations électriques peuvent se transmettre d’une cellule a
I’autre. La vitesse de propagation est comprise entre 10 a 70 mm.s-1 (Tabata et Sibaoka 1987,

Fromm et Bauer 1994), et est considérée comme supérieure a celle de 1’onde lente.

b. L’onde lente

Une onde lente peut se décrire en trois étapes : une phase de dépolarisation rapide
semblable a celle du PA, une phase plateau ou le potentiel transmembranaire stagne (courte),
et une phase de repolarisation durant 1 a 45 minutes (figure 12b) (Julien, 1993). Une onde
lente est induite suite a différents types de stimulus tels qu’une élévation de la pression de
turgescence aprés un signal hydraulique positif (Malone et Stankovic 1991, Stahlberg et
Cosgrove 1996), la mise en contact d’une tige coupée avec une extraction de tissus 1ésés
(Sambeek et Pickard 1976), ou bien a la suite de blessure (piqure d’insectes, briilures)
(Houwink 1935, Sambeek et Pickard 1976). Roblin et Bonnemain (1985) montre chez Vicia
faba que I’amplitude de I’OL est proportionnelle a la surface des feuilles endommagée par
brilure.

L’OL, aprés un 1¥ stimulus, présente une période réfractaire durant laquelle un second
stimulus identique au 1¥ ne déclenche aucune réponse. Cette période est de 2 heures en
moyenne chez le Bidens (Julien 1993) et peut étre de plusieurs heures chez la tomate
(Sambeek et Pickard 1976). Les mécanismes prenant place dans la genése d’une OL ne sont

pas clairement identifiés. Julien (1993) observe, sur Bidens, un arrét des pompes a protons du
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plasmalemme (composante active du potentiel de membrane) et une alcalinisation du pH
apoplastique simultanément a I’enregistrement d’une OL. Le sens de propagation de I’OL, li¢
au flux transpiratoire, est préférentiellement acropéte (Houwink 1935, Sambeek et Pickard
1976). Aucun consensus n’est atteint quant a la nature du mode de propagation de I’OL.
Stahlberg et Cosgrove (1997) rejette une propagation de type €lectrotonique. Deux hypothéses
demeurent : celle d’une propagation de type hydraulique (Malone et Alarcon 1995, Evans et
Morris 2017), et celle d’une propagation de type chimique (Ricca 1916). En revanche, il y a
consensus quant a la voie de propagation xylémienne et apoplasmique de I’OL, avec un sens
préférentiellement acropete. La vitesse de propagation de I’OL est comprise entre 0,1 et 10
mm.s" (Sibaoka 1953, Roblin et Bonnemain 1985). De plus, la vitesse et 1’amplitude de
I’onde lente semblent diminuer plus le site de stimulation est ¢loigné (Stankovi¢ et Davies

1997).

VI. Objectif de stage
L’arrét de la croissance primaire intervient rapidement aprés une sollicitation
mécanique (figure 13). Il implique 1’existence d’un signal a longue distance encore inconnu a
ce jour. L’un des candidats pour ce réle est le signal électrique.
L’objectif de ce stage est d’étudier la propagation de 1’information dans les organes
situés a distance des zones stimulées. Il consistera, par des mesures électrophysiologiques, a
vérifier si une flexion transitoire appliquée a une tige de peuplier génére un signal électrique

capable de se propager dans la plante.
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Figure 14 : Matériel végétal et conditions de culture. Les expériences sont réalisées
sur des peupliers hybrides (Populus tremula x Populus alba, clone INRA 717-1B4)
agés de 3 a 4 mois. Les plants sont régénérés par culture in vitro a partir d’axes de
tiges sur un milieu Murashige et Skoog (Murashige et Skoog 1962). Lorsque les plants
ont atteint une hauteur d’environ 4 cm, ils ont été progressivement acclimatés sur une
solution hydroponique. Les expériences sont réalisées une fois que les peupliers ont
atteint une hauteur de 55 a 60 cm.

A

Figure 15 : Préparation des plantes pour la flexion. A) Les feuilles génantes pour
I’expérimentation de flexion sont éliminées a I’aide d’une lame de rasoir. Les plantes
ainsi traitées sont laissées durant au moins 24 h sans intervention, puis elles sont
préparées pour les mesures d’électrophysiologiec. B) En plus de I’élimination de
feuilles, sur un lot de plantes (n=3) la tige a été décortiquée sur une section de 5 mm, a
environ 8 cm du site de flexion. Les plantes ainsi traitées sont laissées durant au moins
24 h sans intervention, puis elles sont préparées pour les mesures d’électrophysiologie.



Matériels et méthodes

I. Le matériel végétal et les conditions de cultures

Les peupliers hybrides (P. tremula x P. alba, clone INRA 717-1B4) sont issus d’une
multiplication clonale in vitro sur un milieu Murashige et Skoog (Murashige et Skoog 1962).
Lorsqu’ils parviennent & une hauteur de 4 cm, les peupliers sont acclimatés a une culture en
solution hydroponique (Morizet et Mingeau 1976). Ils sont alors gardés en chambre de culture
(figure 14) dans les conditions phytotroniques suivantes: jours longs; photopériode
(jour/nuit : 16/8h) ; a 24°C et 40 umol.m™s™ (jour), et 20°C (nuit) ; et 70 = 10% d’humidité
relative. Les expérimentations sont réalisées avec des peupliers agés de 3-4 mois, d’une taille
comprise entre 55 et 60 cm et dont le diameétre de la tige est compris entre 4 et 4,5 mm en

position basale, et entre 3,3 et 3,7 en position apicale.

II. Préparation des plantes pour la flexion :

Les feuilles sur le segment de tige fléchi sont éliminées a 1’aide d’une lame de rasoir
(figure 15A). Un lot de plantes (n=3) subit une étape de préparation supplémentaire : a I’aide
d’une lame de rasoir, I’épiderme, le phloéme et 1’assise cambiale sont enlevés de la tige (sur 5
mm de hauteur) a environ 8 cm de la zone de flexion (figure 15B). Les plantes sont
maintenues sans intervention pendant au moins 24 h avant les flexions afin de leur laisser le

temps de s’acclimater aux nouvelles conditions du laboratoire.

III. Les différentes stimulations

1. La stimulation lésante : la brilure

La brilure est effectuée au niveau d’une foliole, le long de la nervure centrale, a 1’aide
d’une allumette. La flamme est portée a 1 cm en dessous de la feuille durant 4 a 6 secondes.

2. La stimulation non lésante : la flexion

La sollicitation mécanique est réalisée sous la forme d’une flexion en plaquant soit la
partie basale, soit la partie apicale de la tige autour d’un gabarit (tube en PVC) de rayon de
courbure connu (0,8 cm et 1,25 cm) permettant ainsi une quantification de 1’amplitude du
stimulus. La tige est ainsi fléchie sur la longueur du tube (soit 13 cm). Connaissant le
diamétre de la tige et le rayon de courbure du gabarit, la déformation longitudinale appliquée

a la tige se calcule d’apres 1’équation :

Déformaiton =

r
(p+1)
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Figure 17 : A) Schéma de I’électrode de référence. B) Photo d’une électrode de
mesure insérée dans la tige de peuplier.



Avec r le rayon de la tige au niveau de la zone fléchie, et p le rayon du gabarit. Ainsi,
toute la zone fléchie est soumise a une déformation de méme niveau et connue.

Les flexions sont réalisées manuellement a I’aide d’un appui en PVC. L’appui est
d’abord délicatement mis en contact avec la tige, puis, apreés 10 secondes, la tige est fléchie
contre le gabarit, I’aller-retour étant réalisé en environ 1 seconde.

* Influence du contact tige-gabarit

Afin de définir I'impact que peut avoir le contact de la portion de tige fléchie avec le
gabarit, des gabarits ont été¢ évidés sur le tiers de leur longueur (figure 16), ces gabarits sont
nommés « gabarit évidé ». Une tige de peuplier fléchie sur un tel gabarit subit la méme

déformation qu’avec un gabarit non modifié mais avec une surface de contact réduite de 30%.

IV. Technique de mesure des potentiels électriques extracellulaires

1. Les électrodes

L’¢lectrode de référence (World Precision Instruments, modele RC3) est constituée
d’une demi-pile d’Ag/AgCl de 3.5 mm de diamétre, entourée d’une gaine en époxy (figure
17A). Elle trempe dans la solution nutritive a environ 10 a 15 cm des racines du peuplier.

Les ¢lectrodes en cuivre sont de simples fils de cuivre étamés (entourés d’une gaine
d’étain ayant pour réle de limiter I’oxydation du cuivre) d’un millimétre de diameétre. Une des
extrémités est insérée soigneusement dans la tige du peuplier (figure 17B), et I’autre est reli¢e
a ’appareillage ¢lectronique.

2. Appareillages électroniques

Les ¢lectrodes, dont I’¢électrode de référence, sont reliées a un amplificateur. La source
de signaux bioélectriques peut étre assimilée a un générateur dont la résistance interne
(résistance du tissu + résistance des électrodes) est tres élevée.

I1 est nécessaire que la résistance d’entrée de I’amplificateur soit au minimum 100 fois
supérieure a celle du générateur biologique pour que ce dernier ne soit pas « shunté », ¢’est-a-
dire éviter qu’une partie du courant électrique de I’appareillage ne dérive dans la plante.

Les électrodes sont donc reliées a deux amplificateurs adaptateurs d’impédance (WPI,
modéle KS-700 dont la résistance est de 10" Q; WPI modéle FD223 dont la résistance est de
10"°Q). Ces amplificateurs sont reliés a une carte d’acquisition (qui posséde son propre
module d’impédance a 10GQ) qui a pour role de convertir les signaux analogiques percus par
les électrodes en signaux numériques. Ces signaux sont ensuite visualisés et enregistrés sur un
ordinateur via le logiciel DAQExpress (National Instrument, DAQExpress). Le logiciel

permet de choisir la fréquence d’acquisition du signal. Les enregistrements du signal lorsque
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Figure 18 : Schéma du dispositif expérimental de mesure d’électrophysiologie. Le
peuplier est suspendu dans une solution nutritive a I’aide de deux fixations enserrant la tige
avec de la mousse afin d’éviter toute blessure. Un gabarit de flexion est placé en contact
avec la tige, soit en position apicale (comme représenté ici), soit en position basale. Deux
¢lectrodes de mesures sont insérées délicatement dans la tige. L’électrode de référence est
plongée dans la solution nutritive. Les électrodes sont reliées a un amplificateur adaptateur
d’impédance, lui-méme relié a la carte d’acquisition du signal ou le signal analogique est
converti en signal numérique qui est transmis a un ordinateur ou il sera visualisé en direct
et enregistré. Le matériel électronique est placé en dehors de la cage de faraday.
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Figure 19 : Mise en évidence du signal de toucher. L’appui en PVC utilisé pour fléchir la
tige est mis en contact avec celle-ci (fleche verte) durant 10 secondes (fleches noires). Le
toucher provoque une augmentation du bruit de fond de I’ordre de 0,2 a 0,5 mV. Aucune
flexion n’a été réalisée.



la plante est stimulée par la brlilure sont réalisés a une fréquence d’échantillonnage de 10 Hz.
Les enregistrements du signal électrique aprés une stimulation par la flexion sont réalisés a
une fréquence d’échantillonnage de 1000 Hz. Cette différence de fréquence d’échantillonnage
s’explique par la durée que réclame chacun de ces types d’enregistrements.

3. Protocole expérimental

Le peuplier est suspendu dans une solution nutritive a ’aide de deux fixations
enserrant la tige avec de la mousse afin d’éviter toute blessure. L utilisation de deux points de
fixation proche de la zone de flexion permet de garantir I’immobilisation du reste de la tige et
ainsi d’éviter tout mouvement des électrodes une fois insérées dans la tige, et donc d’éviter la
perturbation du signal électrique. Un gabarit de flexion est placé en contact avec la tige, soit
en position apicale (comme représenté figure 18), soit en position basale. L’¢lectrode de
référence est plongée dans la solution nutritive. Les ¢électrodes de mesures sont rincées a 1’eau
puis insérées dans la tige. Comme mentionné précédemment, les électrodes sont reliées a un
amplificateur adaptateur d’impédance, lui-méme reli¢ a la carte d’acquisition qui transmet un
signal numérique a un ordinateur ou il sera visualisé en direct et enregistré via le logiciel
DAQExpress. 6 a 24h sont nécessaires pour que le signal se stabilise une fois que les
¢lectrodes sont plantées dans les plants. Lorsque le signal est stabilisé depuis au moins une
heure, une flexion peut étre réalisée. La cage de Faraday est une enceinte en aluminium
fabriquée lors du stage et dans laquelle le dispositif est placé excepté le matériel électronique.
Elle permet de bloquer toutes perturbations électriques et électromagnétiques qui pourraient

interférer avec les mesures d’¢électrophysiologie réalisée sur la plante.

V. Traitement des données

Les données numériques du signal sont exportées du logiciel DAQExpress sous format
TDMS, puis ouvert avec MatLab® pour les traiter et les visualiser graphiquement.
* Tests statistiques
Les analyses statistiques ont été réalisées sous le logiciel R. Un test de Kruskal et
Wallis et un test post-hoc de Dunn sans correction de Bonferroni (p<0,005) ont permis de

comparer d’une part les amplitudes moyennes et d’autre part les durées du signal.

VI. Cytologie

Des coupes transversales de tige de peuplier décortiquée et non décortiquée ont été
réalisées a main levée a 1’aide d’une lame de rasoir. Ces coupes ont été colorées au bleu de
toluidine et observées au microscope optique (grossissement x100, Axioskop 40, Carl Zeiss).

Elles ont permis de déterminer les tissus encore présents apres la décortication.
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Figure 20 : Variation de potentiel aprés briilure d’une foliole. A) Schéma du dispositif
expérimental utilisé pour détecter un changement de potentiel dans la tige suite a une brilure
d’une foliole. L’électrode A A est insérée dans la tige a environ 14 cm de la brilure. L’électrode

est insérée dans la tige a environ 9 cm de la brilure. L'électrode de référence est plongée
dans la solution nutritive. La brilure est réalisée a I'aide d’une allumette, la flamme est
approchée a 1 cm de la foliole durant 4 a 6 secondes. B) Variations de potentiels

représentatives de 20 enregistrements obtenus aprés brilure de foliole. La fleche verte indique
la brilure.
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Figure 21 : Variation de potentiel aprés une flexion basale de la tige. A) Schéma du dispositif
expérimental utilisé pour détecter un changement de potentiel dans la tige suite a une flexion
de la tige. L’électrode est insérée dans la tige a environ 13 cm du milieu du site de flexion.
L’électrode A A est insérée dans la tige & 23 cm du milieu du site de flexion. . L’électrode de
référence est plongée dans la solution nutritive. La tige est fléchie a I'aide d’un tuyau contre un
gabarit, le tuyau est mis en contact avec la tige 10 secondes avant la flexion. B) Variations de
potentiels représentatives de 5 enregistrements obtenus apres flexion basale de la tige. La
fleche verte indique quand la tige est fléchie. L'amplitude et la durée moyennes mesurées sont
identiques sur les deux électrodes a +11,8 mV et 64,2s.



Résultats

I. Identification du signal de toucher avant flexion

Les flexions sont réalisées manuellement a 1’aide d’un appui en PVC. L’appui est
d’abord délicatement mis en contact avec la tige, puis, aprés 10 secondes, la tige est fléchie
contre le gabarit, 1’aller-retour étant réalisé¢ en environ 1 seconde. L’application du tuyau sur
la tige déstabilise 1égérement le signal électrique mesuré dans la plante (figure 19), cette
perturbation correspond a une 1égére augmentation du bruit de fond (+ 0.5 mV). L application
durant 10 secondes du tuyau avant de procéder a la flexion permet de séparer au mieux ’effet

de toucher et I’effet de flexion sur le signal mesuré.

II. Variation de potentiel aprés une brilure de feuille

Trois peupliers ont été soumis seulement a une brilure d’une feuille (figure 20A) ainsi
que chaque peuplier stimulé par la flexion de la tige, aprés application de cette derniere. La
figure 20B présente une évolution de la variation de potentiel mesurée, représentative de vingt
enregistrements. Dans tous les cas, apres brilure d’une foliole, une variation de potentiel est
mesurée sur les électrodes insérées dans la tige (figure 20B). Cette variation de potentiel
atteint systématiquement 1’électrode la plus proche du site de brilure puis la suivante. A partir
de ce décalage il est possible d’estimer une vitesse de déplacement de cette variation de
potentiel de 2,1 mm.s" (n=20). Plus une électrode est positionnée & grande distance du site de
bralure plus ’amplitude du signal est réduite. Le signal se déplace aussi bien dans le sens
basipete qu’acropete. Pour chaque brilure, des amplitudes différentes ont été mesurées pour
chaque électrode. Un retour a la différence de potentiel d’avant brillure est rarement observé

et cela méme apres 2 heures d’enregistrement.

III. Electrode de mesures éloignées de la zone de Flexion dans le cas

d’une flexion basale de la tige

Une série de 5 mesures a été effectuée en insérant deux électrodes de mesure dans la
tige : I’¢électrode B étant placée a 13 cm du milieu de la zone de flexion, et 1’électrode A a 23
cm de cette derni¢re. Dans cette configuration, c’est la partie basale de la tige qui a été fléchie
(fig 21A). Une variation de potentiel est mesurée simultanément sur les deux électrodes
(figure 21B). La variation de potentiel présente une amplitude moyenne de +11,8 mV
parfaitement identique entre les ¢électrodes A et B. La durée moyenne du signal est de 64,2s

elle est aussi identique pour les deux électrodes (n=5).
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Figure 22 : Variation de potentiel aprés une flexion basale de la tige. A) Schéma du dispositif
expérimental utilisé pour détecter un changement de potentiel dans la tige suite a une flexion
de la tige. L’électrode A A est insérée dans la tige & environ 7 cm du milieu du site de flexion.
L’électrode est insérée dans la tige a 12 cm du milieu du site de flexion. L’électrode de
référence est plongée dans la solution nutritive. La tige est fléchie a I'aide d’un tuyau contre un
gabarit, le tuyau est mis en contact avec la tige 10 secondes avant la flexion. B) Variations de
potentiels représentatives de 3 enregistrements obtenus apres flexion basale de la tige. La
fleche verte indique quand la tige est fléchie. L'amplitude et la durée moyennes mesurées sur
I’électrode AA esta-33mV et 67,3s, et a-27,3 mV et 54,4s sur I'électrode (n=3).
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Figure 23 : Variation de potentiel aprés une flexion apicale de la tige. A) Schéma du dispositif
expérimental utilisé pour détecter un changement de potentiel dans la tige suite a une flexion
de la tige. L’électrode A A est insérée dans la tige a environ 7 cm du milieu du site de flexion.
L’électrode est insérée dans la tige a 12 cm du milieu du site de flexion. L’électrode de
référence est plongée dans la solution nutritive. La tige est fléchie a I'aide d’un tuyau contre un
gabarit, le tuyau est mis en contact avec la tige 10 secondes avant la flexion. B) Variations de
potentiels représentatives de 3 enregistrements obtenus aprés flexion apicale de la tige. La
fleche verte indique quand la tige est fléchie. L'amplitude et la durée moyennes mesurées sur
I’électrode A A est a-31,9 mV et 58,7s, et 3 -8,7 mV et 52,2s sur I'électrode (n=3).



IV. Electrode de mesures proches de la zone de Flexion dans le cas

d’une flexion basale de la tige

Comme dans 1’expérience précédente, la partie basse de la tige est fléchie contre le
gabarit, mais ici les électrodes de mesures sont plus proches de la zone de flexion. L’¢lectrode
A est située a 7 cm du milieu de la zone de flexion et I’¢lectrode B a 12 cm comme illustré
sur la figure 22A. Suite a la flexion, une variation de potentiel de signe négatif est mesurée
sur chacune des électrodes (figure 22B). La variation de potentiel atteint d’abord I’électrode A
puis, environ 0,1s plus tard, I’électrode B. L’amplitude moyenne de la variation de potentiel
mesurée par I’électrode A est de -33,04 mV (n=3), elle est supérieure, bien que non
significativement différente, a ’amplitude moyenne de la variation de potentiel enregistrée
par I’¢lectrode B (-21,27 mV avec n=3). La durée moyenne de la variation de potentiel est
¢galement non statistiquement différente entre les électrodes A et B avec respectivement

61,6s et 54,5s (n=3).

V. Variation de potentiel suite a une flexion de tige en position apicale

La flexion en partie basse de la tige montre des variations d’amplitude de signe opposé
suivant la position des électrodes par rapport a la zone de flexion. Comme dans 1’expérience
précédente, les électrodes sont positionnées proches de la zone de flexion. L’¢lectrode A est
insérée dans la tige a 10 cm du milieu de la zone de flexion et I’¢lectrode B est insérée a 15
cm du milieu de cette derni¢re. En revanche ici, la flexion de la tige est appliquée dans la
partie haute de la tige (figure 23A). Suite a la flexion, une variation de potentiel de signe
négatif atteint les deux électrodes (figure 23B). La variation de potentiel atteint dans un
premier temps 1’¢lectrode A, puis environ 0,1s plus tard, ’¢lectrode B. L’amplitude moyenne
de la variation de potentiel mesurée par 1’électrode A est de -31,9 mV (n=3). Elle est
significativement supérieure a 1’amplitude moyenne de la variation de potentiel enregistrée
par I’¢électrode B (-8,7 mV avec n=3). La durée moyenne de la variation de potentiel n’est pas

statistiquement différente entre les électrodes A et B avec respectivement 58,7s et 52,2s.

VI. Influence du contact tige-gabarit sur la variation de potentiel

générée par la flexion

Afin d’étudier I’influence du contact de la tige sur la gabarit sur la variation de
potentiel générée lors de la flexion, un gabarit évidé de 30% de sa surface a été utilisé. Dans
cette expérience, la tige a été fléchie en position apicale contre le gabarit évidé. Comme dans
le cas précédent, les €lectrodes sont insérées dans la tige a proximité du milieu de la zone de
flexion : @ 7 cm pour 1’¢lectrode A et 12 cm pour I’électrode B (figure 24A). Suite a la
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Figure 24 : Variation de potentiel aprés une flexion apicale de la tige contre un gabarit évidé.
A) Schéma du dispositif expérimental utilisé pour détecter un changement de potentiel dans la
tige suite a une flexion de la tige. L’électrode A A est insérée dans la tige a environ 7 cm du
milieu du site de flexion. L’électrode est insérée dans la tige a 12 cm du milieu du site de
flexion. L’électrode de référence est plongée dans la solution nutritive. La tige est fléchie a
I'aide d’un tuyau contre un gabarit évidé d’un tiers de sa longueur, le tuyau est mis en contact
avec la tige 10 secondes avant la flexion. B) Variations de potentiels représentatives de 3
enregistrements obtenus apres flexion basale de la tige. La fleche verte indique quand la tige
est fléchie. L'amplitude et la durée moyennes mesurées sur I'électrode A A est a -28,3 mV et
132,1s, et a-23,5 mV et 120,4s sur I'électrode (n=3).
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Figure 25 : Variation de potentiel aprés une flexion apicale d’une tige décortiquée. A) Schéma
du dispositif expérimental utilisé pour détecter un changement de potentiel dans la tige suite a
une flexion de la tige. L’électrode A est insérée dans la tige a environ 7 cm du milieu du site de
flexion. L’électrode est insérée dans la tige a 12 cm du milieu du site de flexion. L'électrode
de référence est plongée dans la solution nutritive. La tige est fléchie a I'aide d’un tuyau contre
un gabarit, le tuyau est mis en contact avec la tige 10 secondes avant la flexion. B) Variations de
potentiels représentatives de 3 enregistrements obtenus aprés flexion apicale d’une tige
décortiquée. La fleche verte indique quand la tige est fléchie. L'amplitude et la durée moyennes
mesurées sur I'électrode A A est a -22,4 mV et 38,3s, et a -8,4 mV et 44,2s sur I'électrode
(n=3).



flexion apicale, une variation de potentiel de signe négatif est mesurée sur chacune des
électrodes (figure 24B). La variation de potentiel atteint d’abord 1’électrode A puis, environ
0,1s plus tard, 1’¢lectrode B. L’amplitude moyenne de la variation de potentiel mesurée par
I’¢lectrode A est de -28,3 mV (n=3), elle est supérieure, bien que non significativement
différente, a ’amplitude moyenne de la variation de potentiel a 1’électrode B (-23,49 mV avec
n=3). La durée moyenne de la variation de potentiel n’est pas statistiquement différente entre

les électrodes A et B avec respectivement 132,1s et 120,4s (n=3).

VII. Variation de potentiel suite a une flexion sur une tige décortiquée

Afin de déterminer quel(s) est le(s) tissu(s) susceptible(s) d’€tre le(s) support(s) de
propagation du signal observé, la tige a été décortiqué sur une section de 5 mm. Dans cette
expérience, la tige a été fléchie en position apicale contre un gabarit, et comme dans les
expérimentations précédentes les électrodes sont insérées dans la tige a proximité du milieu
de la zone de flexion : a 7 cm pour I’¢lectrode A et 12 cm pour 1’électrode B (figure 25A). La
section de tige décortiquée se trouve entre 1’électrode A et 1’électrode B. Afin de déterminer
les tissus restant apres la décortication de la tige, des coupes transversales des tiges dans leur
partie décortiquée et dans leur partie non décortiquée ont été réalisées (figure 26). La section
décortiquée ne présente plus que deux tissus : la moelle au centre et le xyléme a la périphérie
(comprenant des vaisseaux de xyléme, des rayons xylémiens, des fibres xylémiennes et des
cellules de parenchyme xylémien), tandis qu’une section non décortiquée de la tige présentera
en plus de ces deux tissus, une assise cambiale, du phloéme, des fibres de sclérenchyme, du
parenchyme cortical et une couche d’épiderme.

Suite a la flexion, une variation de potentiel de signe négatif est mesurée sur chacune
des électrodes (figure 25B). La variation de potentiel atteint d’abord 1’¢lectrode A puis,
environ 0,1s plus tard, 1’électrode B. L’amplitude moyenne de la variation de potentiel a
I’¢lectrode A est de -22,4 mV (n=3), elle est supérieure, bien que non significativement, a
I’amplitude moyenne de la variation de potentiel a I’¢lectrode B (-8,43 mV avec n=3). La
durée moyenne de la variation de potentiel est similaire entre les électrodes A et B avec

respectivement 38,3s et 44,2s (n=3).

Discussion

I. Interprétation du sens des variations de potentiels mesurées

Par une technique de mesure extracellulaire, des signaux électriques de la plante ont

¢été étudiés. A la différence de mesures intracellulaires qui permettent de suivre le potentiel de
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Figure 26 : Coupes transversales de tige de peuplier. A) Coupe transversale de tige de peuplier
décortiquée observée au microscope et colorée au bleu toluidine. Apres décortication de la tige
a la lame de rasoir, les tissus subsistants sont la moelle au centre, et le xyleme a la périphérie
(comprenant des vaisseaux de xyléme, des rayons xylémiens, des fibres xylémiennes et des
cellules de parenchyme xylémien). B) Coupe transversale de tige de peuplier non décortiquée
observée au microscope et colorée au bleu toluidine. Du centre a la périphérie s’observe : Ia
moelle, le xyleme, le cambium, le phloéme, le s fibres de sclérenchyme, le parenchyme cortical
et I'épiderme.



membrane d’une cellule depuis son cytoplasme, les mesures extracellulaires donnent un
apercu des variations du potentiel de membrane d’un ensemble de cellules depuis
I’apoplasme. Une microélectrode placée dans le symplasme indiquera un potentiel de
membrane de repos négatif (entre -160 mV et -100 mV selon les cellules), une baisse de ce
potentiel dans le sens négatif correspond a une hyperpolarisation de la membrane plasmique,
alors qu’une augmentation de ce potentiel de membrane dans le sens positif correspond a une
dépolarisation de la membrane plasmique. Les variations de potentiels mesurées avec une
¢lectrode extracellulaire sont ainsi corrélées négativement a celles mesurées depuis le
symplasme (Pickard 1971 ; Frachisse, Communication personnelle). On en déduit qu’avec
des ¢lectrodes extracellulaires, la mesure d’une variation de potentiel positive refléte une
hyperpolarisation, et une variation de potentiel négative une dépolarisation.

Ainsi, la variation négative observée suite a une brilure correspond a une
dépolarisation des membranes plasmiques situées au voisinage des électrodes A et B (figure
20). Puis on observe une repolarisation lente (durée de 15 min a 2h), jusqu’a retrouver la
différence de potentiel de repos. Les caractéristiques présentées par ce signal sont: 1) une
dépolarisation, 2) un temps de retour a la différence de potentiel variable et potentiellement
long, et 3) une vitesse de propagation de 2,1 mm.s” permettant ainsi de 1’identifier comme
¢tant une onde lente. L’onde lente est décrite dans la littérature comme étant générée chez les
plantes a la suite d’une stimulation 1ésante (Vodeneev et al. 2008).

Dans le cas d’une flexion dans la partie basse de la tige avec des électrodes
positionnées a distance de la zone de flexion (figure 21A), la variation de potentiel enregistrée
est de signe positif et devrait donc correspondre a une hyperpolarisation (+11,8 mV) des
membranes plasmiques des cellules au voisinage des ¢électrodes A et B (figure 21B). Puis on
observe un retour rapide (64,2s en moyenne), a la différence de potentiel d’avant stimulation.
Les caractéristiques présentées par ce signal : une hyperpolarisation se propageant a trés haute
vitesse (nous n’avons pas pu mesurer de délai entre les ¢électrode A et B séparées de 10cm), ne

semblent pas permettre de 1’identifier & un signal connu.

II. Signal d’hyperpolarisation apreés une flexion basale de la tige avec des

électrodes éloignées de la stimulation

Dans le cas d’une flexion de la tige en position basale avec des électrodes placées a
distance de la zone de flexion, une hyperpolarisation est enregistrée (figure 21). Lorsque les

électrodes sont positionnées a moindre distance de la zone de flexion c’est une dépolarisation
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qui est enregistrée. Cette dualité dans les résultats obtenus aprés une méme stimulation
interroge sur la nature des variations de potentiel mesurées.

1. Validité du dispositif de mesure électrophysiologique

Dans cette étude, le role de la brilure est notamment de générer un signal ‘témoin
positif” permettant de valider le fonctionnement du dispositif de mesure électrophysiologique.
Chaque peuplier fléchi a aussi subi une brilure de foliole. Pour chacune de ces brilures il a
¢été possible d’identifier de par ses caractéristiques le signal de dépolarisation (figure 20)
comme correspondant & une onde lente (Fromm et Lautner 2007) et ainsi de valider le
dispositif de mesure.

2. L’hyperpolarisation dans la bibliographie

Une hyperpolarisation correspond a une augmentation du nombre de charges négatives
dans le cytoplasme des cellules par rapport a ’apoplasme. On explique une hyperpolarisation
par la stimulation de I’extrusion électrogénique des protons ou par un changement dans la
conductance d’au moins un type d’ion. Ainsi, les mécanismes d’ouverture/fermeture des
cellules de gardes des stomates mettent en jeu des hyperpolarisations locales via 1’action de
canaux K" d’efflux (Maathuis e al. 1997). Chez 1’algue unicellulaire Eremosphaera viridis la
passage a I’obscurité provoque une hyperpolarisation d’amplitude +9 mV qui dure 50s et qui
est générée suite a I'ouverture de canaux K™ aprés une entrée de Ca®™ dans le cytosol
(Schonknecht et al. 1998). Ces deux cas d’hyperpolarisation sont localisés a 1’échelle de la
cellule et ne se propagent pas. L’hyperpolarisation en tant que signal se propageant a travers
une plante ne semble pas avoir été décrite dans la bibliographie.

3. Signal percu par I’électrode de référence

Le signal d’hyperpolarisation mesuré lors d’une flexion en position basale de la tige
avec des électrodes ¢loignées du site de flexion peut s’expliquer par une perturbation de
I’¢lectrode de référence. En effet, 1’¢lectrode de référence est plongée dans la solution
nutritive qui est conductrice ce qui rend I’¢électrode de référence sensible a une variation de
potentiel qui se propagerait dans la tige jusqu’a I’interface tige-solution. Comme le signal
enregistré par les électrodes insérées dans la tige correspond a la différence de potentiel avec
I’¢lectrode de référence, une hyperpolarisation est observée sur ces dernic¢res. Ce
raisonnement permet d’expliquer pourquoi I’hyperpolarisation est observée de manicre
simultanée sur les deux électrodes de mesures pourtant éloignées entre elles de plusieurs cm.
Il permet aussi de déduire que le signal généré par la flexion de la tige ne se déplace pas sur

une grande distance dans le sens acropéte. Les expériences effectuées avec des électrodes
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proches de la zone de flexion et proches entre elles confirment cette interprétation (figures 22,

23,24 et 25).

III. Caractérisation du signal de dépolarisation apres flexion

1. Influence du contact tige-gabarit sur le signal de dépolarisation

Afin de déterminer si le signal de dépolarisation est influencé par le contact de la tige
sur le gabarit lors de la flexion, une expérimentation de flexion de la partie haute de la tige sur
un gabarit évidé d’un tiers de sa longueur a été réalisée. L’amplitude moyenne du signal alors
enregistré lors de cette expérimentation ne présente pas de différence significative avec
I’expérimentation avec gabarit plein pour une flexion similaire de la méme zone
(respectivement d’amplitude moyenne de -28.3 mV et -31,9 mV). Il semblerait que donc
I’influence du contact gabarit-tige soit négligeable en comparaison avec la réponse électrique
générée par la flexion de la tige elle-méme.

2. Comparaison avec le potentiel d’action

Par certaines des caractéristiques (notamment sa forme) qu’il présente, le signal de
dépolarisation mesuré apres flexion de la tige de peuplier ressemble a un potentiel d’action.

Les amplitudes enregistrées sont en moyenne de -27,4 mV (comprises entre -8,2 et -37,5
mV) ; ce qui est comparable aux valeurs d’amplitude de potentiel d’action recensées par Lang
et Volkov (2008). La durée du signal de dépolarisation est homogene. Elle est en moyenne de
74,1s, alors que celle d’un potentiel d’action est le plus souvent comprise entre 15 et 300s
(Lang et Volkov 2008).

Les potentiels d’action sont connus pour se propager aussi bien dans le sens basipéte
qu’acropete (Zawadzki et al. 1991). Le signal de dépolarisation mesuré apres la flexion se
propage dans le sens acropéte et basipéte comme le montre respectivement les résultats en
flexion de la partie basse (figure 22) et en flexion de la partie haute (figures 23,24 et 25).

La période réfractaire est définie comme la période suivant la propagation d’un potentiel
d’action durant laquelle les cellules ne sont plus excitables. Cette période semble varier selon
les especes allant de 4 a 40s chez les Characeae et 2 a 4 min chez Conocephalum (Fromm et
Lautner 2007). Le potentiel d’action serait soumis a une période réfractaire relative durant
laquelle des stimulations répétées déclenchent des PA de plus en plus petits. D’apres des
résultats préliminaires, obtenus en appliquant, deux flexions de tige séparées d’une heure sur
le méme peuplier, une diminution I’amplitude du signal de dépolarisation lors de la seconde

flexion a été mis en évidence, ce qui pourrait correspondre a une période réfractaire relative.

21






En revanche, par certaines caractéristiques, le signal de dépolarisation obtenu apres
flexion semble se comporter différemment d’un potentiel d’action.

D’aprés certains auteurs, un potentiel d’action se propage avec une amplitude constante
(Stankovi¢ et Davies 1997, Stankovic ef al. 1998). Or le signal de dépolarisation que I’on
observe apres flexion présente une amplitude qui tend a diminuer avec la distance.

La loi du tout ou rien caractérise le potentiel d’action. Elle stipule que la force du stimulus
doit passer un certain seuil pour déclencher un potentiel d’action (Zawadzki et al. 1991) et
qu’augmenter ’intensit¢ du stimulus ne changera pas I’amplitude et la durée du potentiel
d’action (Fromm et Lautner 2007). D’apres des données préliminaires (résultats non montrés),
une flexion trés lente engendre un signal de dépolarisation de trés faible amplitude (-5 mV),
alors qu’une flexion rapide (1s) engendre un signal d’amplitude moyenne de -27,4 mV.

La vitesse de propagation du potentiel d’action est de I’ordre du cm.s’. Dans nos
expériences, le signal de dépolarisation mesuré apres une flexion montre une vitesse estimée a
0,5m.s”’, soit trés nettement supérieure a la majorit¢ des vitesses relevées dans la
bibliographie (Lang et Volkov 2008).

Enfin, le potentiel d’action est un signal décrit comme s’auto-propageant par des boucles
de courants locaux sur les membranes des cellules vivantes. Il serait susceptible d’emprunter
deux voies les cellules parenchymateuses et les tubes criblés du phloéme (Sukhov et al.
2011). Or, le signal de dépolarisation enregistré apreés une flexion de tige semble pouvoir se
propager indépendamment de ces deux voies. En effet, d’apres les résultats § VII, le signal de
dépolarisation est capable de se propager dans une tige décortiquée, c’est-a-dire dans une

section de tige dépourvue de cellules excitables.

IV. Mode de propagation du signal de dépolarisation apres flexion

Le signal de dépolarisation mesuré¢ apres une flexion de tige est capable de passer a
travers une section de tige décortiquée, suggérant que le xyléme et/ou la moelle pourraient
étre les tissus supports de la propagation du signal.

1. Hypothése d’une propagation par le xyléme : similarité avec I’onde lente

Il est possible de diviser les mécanismes de signalisation électrique en deux
catégories : ceux qui requicrent des cellules vivantes pour se propager parce que le signal
utilise les membranes des cellules, et ceux qui ne requicrent pas de cellules vivantes. Les
cellules identifiées comme étant excitables, et donc susceptibles de permettre 1’auto-
propagation d’un signal électrique comme un potentiel d’action, sont les cellules

parenchymateuses et les tubes criblés du phloeme (Sukhov et al. 2011). Le signal de
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Figure 27 : La ‘Squeeze Cell Hypothesis’ de Farmer et al. (2014) adaptée par Choi et al. (2016).
Une stimulation lésante générerait un relachement de tension dans le xyleme qui se
propagerait rapidement. Ce changement de pression déclencherait I'ouverture directe ou
indirecte de canaux ioniques mécanosensibles des cellules de parenchyme du xyleéme,
provoquant une entrée de Ca%* dans leur cytosol ainsi qu’une éventuelle production d’espéces
activées de I'oxygene (ROS), premiers éléments d’une réponse a I'échelle cellulaire.



dépolarisation obtenu apres flexion passant par le xyléme ne s’auto-propagerait donc pas ; a
I’instar de I’onde lente.

L’onde lente peut étre mesurée au-dela de régions ‘mortes’ ou de tissus traités
chimiquement de mani¢re a bloquer la génération du signal suggérant un mode de
propagation différent de celui du potentiel d’action. Deux hypothéses alternatives sont
proposées : le mouvement rapide d’un agent chimique transporté par un « mass flow
xylémien » (ou onde de dispersion), et, une onde de pression se propageant a travers le
xyléme (Evans et Morris 2017).

2. La « Squeeze Cell Hypothesis »

Le scénario dans lequel un stress mécanique (blessure, chaleur) générerait un signal
hydraulique, qui lui-méme induirait une onde de dépolarisation électrique, est suggéré par
Julien des 1993. Plus récemment ce scénario a été repris dans la ‘squeeze cell hypothesis’ de
Farmer et al. (2014). Cette hypothése prédit qu’un changement de pression généré par une
blessure se propagerait dans le xyléme (Malone et al. 1994) et provoquerait 1’ouverture
directe ou indirecte de canaux Ca2+ mécano-sensible (Monshausen et al. 2009). En
découlerait une onde de dépolarisation de type onde lente dont dépend ’activation de la voie
des jasmonates (Mousavi et al. 2013) observée au niveau des cellules de contact dans le
xyléme (Chauvin et al. 2013). La ‘squeeze cell hypothesis’ est illustrée par Choi et
collaborateurs (2016, figure 27).

3. Application de la « Squeeze Cell Hypothesis » dans un cas de flexion

La Squeeze Cell Hypothesis repose sur 1’existence d’un signal hydraulique généré par
un stimulus mécanique 1ésant (blessure). Sa pertinence dans le cas de stimuli mécaniques non
Iésants comme la flexion, n’a pas encore été envisagée. L existence de signaux hydrauliques
dans le cas de déformations mécaniques non lésantes comme la flexion a été¢ mise en évidence
récemment par Lopez et ses collaborateurs (2014). Une surpression transitoire (100 kPa) est
observée instantanément apres la flexion d’une tige de peuplier appliquée a I’aide d’un gabarit
suivant une méthode similaire a celle utilisée dans ce travail. Cette surpression se propage
dans les sens acropéte et basipete et elle dépend de 1’amplitude de la déformation (Lopez et
al. 2014, Louf et al. 2017). La génération d’une onde de pression hydraulique dans une tige
fléchie apparait étre un mécanisme commun aux arbres. L’amplitude de I’onde de pression
dépend d’un parametre structurel clé: le « bulk modulus », une propriété mécanique
représentant une rigidité de la branche (Louf et al. 2017).

Cette surpression du xyléme se propageant dans la tige pourrait générer le signal de

dépolarisation mesuré lors de nos expérimentations, a 1’image de la ‘Squeeze Cell
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Hypothesis’. Cette surpression et cette dépolarisation ont comme caractéristiques communes
d’étre générées toutes les deux dans la seconde qui suit la flexion de la tige. De plus, nous
avons obtenu des résultats préliminaires qui indiquent que 1’amplitude de la dépolarisation
mesurée apres une flexion pourrait varier avec la rigidité de la tige : certaines flexions ont été
réalisées dans une zone proche de ’apex de la tige de peuplier (plus souple) et les amplitudes
de dépolarisation obtenues ne dépassaient pas les -10 mV, ce qui est bien moindre de ce que
nous avions mesuré lors de la flexion de trongons de tige plus rigides. Enfin, d’autres résultats
préliminaires semblent aussi montrer que la vitesse de flexion influence I’amplitude du signal
de dépolarisation, comme 1’amplitude du signal hydraulique (Peraudeau 2011).

En définitive, si le signal de dépolarisation observé apres flexion présente des
caractéristiques communes avec le potentiel d’action comme sa forme et sa durée, il pourrait
bien partager avec I’onde lente un méme mécanisme de propagation via le xyléme suite a une

onde de pression hydraulique.

Conclusion et Perspectives

L’objectif de ce travail était de déterminer si un signal de nature électrique peut étre
induit par une flexion unique de tige de peuplier. Pour cela, nous avons développé¢ un
dispositif de mesures électrophysiologiques extra cellulaires couplé a un banc de flexion.

Nos expérimentations montrent qu’un signal de dépolarisation se propage a travers la
tige lorsque cette dernicre est fléchie. Par son amplitude, sa durée et sa capacité a se déplacer
dans les sens basipéte et acropéte, le signal de dépolarisation montre des caractéristiques de
potentiel d’action, un signal électrique commun chez les plantes. Cependant, d’autres criteres
comme son amplitude présentant une atténuation avec la distance, son présumé non-respect
de la loi du tout ou rien, ainsi que sa haute vélocit¢ semblent le démarquer du potentiel
d’action. Enfin un dernier point le distingue d’un potentiel d’action : son mode de propagation
non-¢lectrotonique démontré par sa capacité a étre visualisé apres avoir traversé une section
de tige privée de cellules excitables.

Cette derniére observation nous ameéne a postuler que le signal de dépolarisation est
susceptible d’étre généré par le passage d’une onde de pression hydraulique dans le xyléme,
elle-méme induite par la flexion de la tige (Lopez et al. 2014, Louf et al. 2017) ce qui serait
cohérent avec la Squeeze Cell Hypothesis appliquée a une flexion (Farmer ef al. 2014, Choi et
al. 2016). Ces résultats ouvrent de nombreuses nouvelles perspectives de recherches. En
premier lieu, il s’agirait d’approfondir la caractérisation du signal de dépolarisation observé

apres la flexion de la tige.
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Une certaine hétérogénéité a été remarquée dans 1’amplitude que peut présenter le
signal de dépolarisation. L’amplitude du signal pourrait dépendre : 1) de la déformation
appliquée a la tige lors de la flexion, 2) de la vitesse de flexion, 3) de la rigidité de la tige, 4)
ainsi que de 1’état de repos de la plante. L’effet de la déformation sur ’amplitude du signal
peut étre étudié en faisant varier le rayon de courbure des gabarits sur lesquels les tiges sont
fléchies. Etudier la vitesse de flexion pose en revanche un peu plus de difficultés techniques
puisqu’il demande la mise en place d’un systeme permettant de moduler la vitesse de flexion
avec comme condition de ne pas perturber électro-magnétiquement le dispositif de mesure
d’¢lectrophysiologie. Pour évaluer I’impact de la rigidité de la tige, il est envisageable de
renouveler des mesures d’électrophysiologies sur des peupliers d’ages différents possédant
donc des tiges de rigidités variées. L’amplitude de 1’onde de pression hydraulique apres
flexion est régulée par ces parametres. Si ’amplitude du signal de dépolarisation dépend elle
aussi de ces parametres alors cela pourra conforter 1’hypothése d’un signal électrique généré
par un signal hydraulique lors d’une flexion.

Dans ce travail, la distance maximale que pouvait atteindre le signal de dépolarisation
n’a pas ¢été étudiée. Les résultats montrent une atténuation assez rapide de 1’amplitude du
signal. Pour étre considéré comme un vecteur de 1’information mécano-pergue, le signal de
dépolarisation doit étre susceptible de parcourir de longues distances a travers les organes. De
nouvelles mesures d’électrophysiologie devront étre menées, en multipliant le nombre
d’¢lectrodes insérées dans la tige, pour évaluer a la fois la distance que le signal parcourt et
estimer avec une plus grande précision sa vitesse de propagation.

Dans un second temps, il pourrait étre envisagé de faire un suivi de la cinétique
d’expression de marqueurs de la voie des jasmonates dans les cellules de parenchyme du
xyléme en réponse a une flexion, a distance et a proximité de la zone de flexion. Cela
permettrait de tester 1’hypotheése de la ‘Squeeze Cell Hypothesis’ (Farmer et al. 2014)
appliquée a un cas de flexion.

Une troisiéme piste de recherche pourrait concerner la question de la généricité du
signal, de sa variabilité intra et interspécifique.

Enfin, une derniere proposition serait de mener une étude de la réponse moléculaire a
une flexion de la tige dans la zone apicale dans laquelle un signal électrique et éventuellement
hydraulique auraient ét¢ mesurés. La flexion ayant pour conséquence un arrét de la croissance
primaire, il serait intéressant de tester des cinétiques d’expression de marqueurs moléculaires

de croissance, des marqueurs de divisions cellulaires et/ou des marqueurs d’élongation.
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