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RESUME

Le Cirad (UMR AGAP) a développé une plateforme de phénotypage racinaire (le Rhizoscope)
pour réaliser directement des mesures sur les racines et établir des cinétiques de croissance et de
développement. Cet outil est basé sur un systéme hydroponique original permettant la croissance des
plantes jusqu’a un stade adulte dans un substrat inerte pris en sandwich entre 2 feuilles transparentes
en plexiglas. Ce substrat est constitué de billes de verre qui ont I'avantage de recréer les conditions
d'une résistance mécanique a la pénétration et de faciliter I'acceés a la totalité du systeme racinaire
sans passer par des phases de nettoyage chronophages et coliteuses financierement.

Cette plate-forme a été utilisée pour différents types d’analyses génétiques chez le riz. Une
évaluation de I'angle de cone racinaire a été réalisée sur un panel de génétique d’association constitué
de plus de 300 cultivars. Les analyses d’association phénotype/génotype ont permis d’identifier 55
régions génomiques associées a ce caractere dont 4 colocalisent avec des genes connus. Les
expériences de phénotypage fin menées sur le Rhizoscope ont aussi permis le clonage positionnel d’'un
QTL de profondeur racinaire dans une région de 30kb comprenant 5 génes sur le chromosome 9.

Ces résultats montrent I'utilité du Rhizoscope dans les programmes de sélection variétale
assistée par marqueur.

Mots-clés : systeme racinaire, riz, phénotypage, étude d’association, clonage positionnel

1-INTRODUCTION

Le développement de variétés résistantes au stress hydrique est crucial dans le contexte
actuel de changements climatiques mondiaux et de crise alimentaire. L'amélioration variétale pour la
tolérance a la sécheresse passe par une caractérisation fine des mécanismes d’adaptation du végétal
tant au niveau du systéme aérien que racinaire. L'amélioration des plantes, qui dispose de techniques
de génotypage trés efficaces, requiert désormais des outils de phénotypage tout aussi performants
(Ahmadi et al., 2014). Pour répondre a cet objectif, le Cirad (UMR AGAP) a développé une plateforme
de phénotypage dédié au systéme racinaire (le Rhizoscope). Afin de montrer I'intérét du Rhizoscope
pour la sélection variétale, on se propose ici de présenter des travaux réalisés sur le riz portant sur
I'analyse génétique de I'langle du cone racinaire par les études de génétique d'association d’une part,
et un exemple de clonage positionnel d'un QTL de profondeur racinaire situé sur le chromosome 9
d’autre part .
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2 - LE RHIZOSCOPE

Le Rhizoscope est constitué de trois ateliers spécifiques pour (i) la production de plante, (ii)
la numérisation d’images et (iii) le traitement et I’analyse de ces images. La production de plantes est
basée sur un systéme original permettant la visualisation du systéme racinaire qui utilise un substrat
réutilisable constitué de billes de verre pris en sandwich entre 2 feuilles de plexiglas transparentes.
Chaque plaque a une dimension de 50 cm x 20 cm x 2 cm (Figure 1). Un systéme hydroponique avec
contrdle du pH et de la température de la solution permet la circulation d’une solution nutritive dans
chaque plaque. Le substrat constitué de billes inertes présente I'avantage de recréer les conditions
d'une résistance mécanique a la pénétration et d’écarter les difficultés dues au nettoyage nécessaire
a I'élimination du substrat dans un systéme utilisant un sol. A la base de chaque plaque, un systéme
de trappe coulissante permet de retirer les billes aisément sans endommager le systéme racinaire
(Courtois et al., 2013). Celui-ci reste maintenu en place par un maillage de clous régulierement espacés
(Figure 1). Ce systeme présente Il'avantage d’'un accés facile au systéme racinaire et permet un
couplage avec des outils d'imagerie performants.

Figure 4. Schéma de fonctionnement du Rhizoscope.

L'équipement de prise d’images (le Rhizomaton) est constitué de deux appareils photo
numériques synchronisés permettant d’obtenir des images de haute qualité (45 millions de pixel) du
systéme aérien et du systéme racinaire. L'utilisation de boites a lumiére qui minimisent la réflexion et
optimisent le contraste, offre des conditions de numérisation identiques pour faciliter le travail de
traitement et d’analyse des images.

Ces images sont ensuite traitées pour extraire différents types de variables. Un logiciel
spécifique a été développé (GT-ROOts) pour mesurer I’angle du cone racinaire, la profondeur maximale
in situ, le nombre de racines a une certaine profondeur, le diamétre des racines ainsi que la densité de
racines (Borianne et al., 2018). L’'ensemble des racines étant disponible, il est également facile d’en
prélever in vivo pour des mesures directes (biomasse) et pour des études histologiques (Lartaud et al.,
2015).

Ces derniéeres années, le Rhizoscope a été testé avec succes sur différentes espéces (Riz,
Coton, BIé, Orge, espéces sauvage de prairie, Sorgho, Café, Palmier) montrant la variabilité génétique
existante pour les caractéres du systéeme racinaire de ces espéces (Figure 2) mais également la
généricité et la flexibilité de I'outil car différents traitements ont été appliqués (sel, température de la
solution, éléments minéraux composant la solution nutritive, mycorhizes, etc.). Les résultats obtenus
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sur la plateforme Rhizoscope sont cohérents avec ceux obtenus avec d’autres techniques et méthodes
de phénotypage racinaire (Sandhu et al., 2016).

Figure 5. Diversité du systéme racinaire chez le riz.

3- ANALYSE GENETIQUE DE L’ANGLE DU CONE RACINAIRE PAR ETUDE D'ASSOCIATION

Les systémes racinaires des plantes jouent un réle majeur dans I’ancrage et dans I’absorption
de I'eau et des éléments nutritifs du sol. L'angle de cone racinaire est un parameétre important de
I'architecture du systéme racinaire parce que, combiné avec la profondeur des racines, il aide a
déterminer le volume de sol exploré par la plante. Deux genes, DRO1 et SOR1, ainsi que plusieurs QTL
codant pour I'angle du cone racinaire ont été découverts au cours des dernieres années.

Afin de trouver d’autres QTLs liés a I'angle du cone racinaire chez le riz, une étude de
cartographie d’association pan-génomique a été menée en utilisant deux panels (162 cultivars
appartenant a la sous-espéce indica et 169 cultivars de |la sous-espéce japonica). Ces panels ont été
génotypés a haute densité avec 316.000 marqueurs SNP. Aprés un mois de culture dans le Rhizoscope,
I’'angle du cbne racinaire de toutes les accessions a été mesuré sur les images obtenues a I'aide d’un
rapporteur électronique.

Chez le panel indica, la distribution de I’'angle du cone racinaire dans les panels (Figure 3) suit
une loi normale. Chez le panel japonica, en revanche, plusieurs accessions du panel japonica (tous les
Bulus d’Indonésie et trois japonica tempérés venant du Népal et de I'Inde) présentent des valeurs
d’angle de cone tres large (supérieur a 115°), créant une discontinuité dans la distribution.
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Figure 6. Distribution de I'angle du cOne racinaire pour les panels indica et japonica.

Les données ont été utilisées pour une étude de génétique d’association a I'aide d’'un modéle
linéaire mixte avec contréle de la structure et de la parenté en intégrant les difficultés inhérentes aux
valeurs extrémes recensées. Un total de 15 QTL pour le panel indica et de 40 QTL pour le panel japonica
ont été détectés (Figure 4). Les génes concernés par ces QTL (situés dans un intervalle de +/- 50 kb a
partir des marqueurs significatifs) ont été examinés. L’étude s’est concentrée sur les génes impliqués
dans la production de kinases, d’auxine et dans les processus de développement racinaire. Huit génes
particulierement intéressants ont ainsi été identifiés (Bettembourg et al., 2017). Ces 8 génes candidats
méritent une caractérisation fonctionnelle plus approfondie pour valider leur réle dans le
développement racinaire du riz.

4 - CLONAGE POSITIONNEL D'UN QTL DE PROFONDEUR RACINAIRE

Chez le riz, un QTL de profondeur racinaire sur le chromosome 9 a été détecté dans la
descendance du croisement IR64 x Azucena (Yadav et al., 1997). La présence de ce QTL a pu étre
confirmée dans des lignées quasi isogéniques (NILs) issues de backcross successifs en utilisant IR64
comme parent récurrent (Shen et al.,, 2001). Afin d’affiner le positionnement de ce QTL, un long
processus de backcross et de génotypage pour la production de NILs ainsi que d’évaluation de ces
lignées a été entrepris (Figure 5). Ce processus a permis d’identifier 13 lignées présentant des
recombinaisons dans la zone cible et de confiner initialement ce QTL a une région de 750 kb sur le
chromosome 9.
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Figure 7. Manhatan plot pour I'angle du cone racinaire sur le panel japonica.

Ces 13 lignées BC5F4 ainsi que les deux parents ont été évalués avec le Rhizoscope dans un
dispositif en bloc complet randomisé a 12 répétitions. Les résultats d’analyse de variance montrent
que 8 lignées possédent un systéme racinaire plus profond que le parent IR64 et que 5 lignées ne
présentent pas de différence significative avec IR64. Ainsi, par rapport au parent IR64, les lignées quasi-
isogéniques portant l'allele du parent Azucena au QTL montraient en moyenne un gain de 8,7 cm de
profondeur racinaire et une augmentation de 72,8% de la masse racinaire en profondeur. La
comparaison des génotypes des lignées testées a permis de préciser la position du géne dans une zone
de moins de 30 Kb qui comprend 5 génes (Figure 6).
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Figure 8. Schéma du processus de backcross sur les lignées issues du croisement IR64 x Azucena.
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Figure 9. Zone commune aux lignées isogéniques possédant I'allele de profondeur racinaire du parent
Azucena au QTL (en rouge).

5 - CONCLUSION

La plateforme de phénotypage Rhizoscope est un outil dédié aux racines. Sa conception
permet d’approcher le systéme racinaire sans remaniement. Une large gamme d’espéces végétales et
de croissance en conditions de contraintes ont été testées confirmant le caractére générique et flexible
de la plateforme. Cette plateforme a montré son utilité pour différents types d’analyses génétiques
chez le riz. Toutefois, cet outil de phénotypage est limité par le nombre (potentiel de 192 individus) et
par ses dimensions (50 cm de profondeur racinaire maximum). C’est donc un outil plus approprié pour
des études de génétique et de physiologie conduites a un stade jeune que pour étre utilisé dans un
programme de sélection.

Journée Scientifique ASF du 7 février 2019
" Le systéme radiculaire et la rhizosphére en amélioration des plantes "

BIBLIOGRAPHIE

Ahmadi, N., Audebert, A., Bennett, M. J., Bishopp, A., de Oliveira, A. C., Courtois, B., Diedhiou, A., Dievart, A.,
Gantet, P., Ghesquiére, A., ... & Guiderdoni, E., (2014). The roots of future rice harvests. Rice, 7(1), 29.

Bettembourg, M., Dardou, A., Audebert, A., Thomas, E., Frouin, J., Guiderdoni, E., Ahmadi, N., Perrin, C., Dievart,
A., & Courtois, B. (2017). Genome-wide association mapping for root cone angle in rice. Rice, 10(1), 45

Borianne, P., Subsol, G., Fallavier, F., Dardou, A., & Audebert, A. (2018). GT-RootS: An integrated software for
automated root system measurement from high-throughput phenotyping platform images. Computers and
Electronics in Agriculture, 150, 328-342

Courtois, B., Audebert, A., Dardou, A., Roques, S., Ghneim-Herrera, T., Droc, G., Frouin, J., Gozé, E., Kilian, A.,
Dingkuhn, M., & Ahmadi, N. (2013). Genome-wide association mapping of root traits in a japonica rice panel.
PloS one, 8(11), e78037.

44



Le Sélectionneur Frangais 2019 - 70

Lartaud, M., Perin, C., Courtois, B., Thomas, E., Henry, S., Bettembourg, M., ... & Verdeil, J. L. (2015). PHIV-
RootCell: a supervised image analysis tool for rice root anatomical parameter quantification. Frontiers in plant

science, 5, 790.

Sandhu, N., Raman, K. A., Torres, R. O., Audebert, A., Dardou, A., Kumar, A., & Henry, A. (2016). Rice root
architectural plasticity traits and genetic regions for adaptability to variable cultivation and stress conditions.
Plant physiology, 171(4), 2562-2576.

Shen, L., Courtois, B., McNally, K. L., Robin, S., & Li, Z. (2001). Evaluation of near-isogenic lines of rice introgressed
with QTLs for root depth through marker-aided selection. Theoretical and Applied Genetics, 103(1), 75-83.

Yadav, R., Courtois, B., Huang, N., & Mclaren, G. (1997). Mapping genes controlling root morphology and root
distribution in a doubled-haploid population of rice. Theoretical and Applied Genetics, 94(5), 619-632.

45



