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J’ai publié 21 articles dans des revues internationales a comité de lecture et communiqué lors
de 20 conférences internationales. Depuis ma nomination, ma production scientifique est
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de 17 (Septembre 2023).
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P16. Gandin, A., Davrinche, A., Jolivet, Y. (2019). Deciphering the main determinants of O3
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ACTIVITES DE RECHERCHE

Depuis le début de ma carriere en recherche, je m’intéresse au métabolisme
carboné chez les végétaux, notamment soumis a des contraintes environnementales. J'ai, en
effet, débuté mes recherches, alors doctorant, en m’intéressant aux relations source-puits de
carbone chez une éphémere printaniére, I'érythrone d’amérique. Ce doctorat (2006-2010) a
été effectué dans le cadre d’une cotutelle de thése entre 'UHP Nancy 1 et I’Université Laval a
Québec, QC, Canada. Au sein d’un végétal, le sens dans lequel s'effectue le flux net de
photoassimilats permet de différencier les organes sources des organes puits (Dickson, 1991).
Ces relations entre source et puits qui régissent, en grande partie, I'allocation et la croissance
des plantes, varient au cours du développement ou en réponse aux conditions

environnementales.

Au cours de ces études, j’ai notamment démontré la présence d’un cycle futile de
synthése et de dégradation du saccharose en réponse a la température, cycle qui adapte alors
la disponibilité en hexoses pour la synthése d’amidon a la force du puits. La régulation de ce
cycle est alors étroitement contrélée par I’équilibre « hexoses/sucrose » (Gandin et al. 2011
(P4)). Par la suite, j’ai mis en évidence le réle de la respiration cellulaire, et en particulier des
voies alternatives de la chaine mitochondriale de transport des électrons via I'alternative
oxydase, qui consomme, a perte, I'exces de carbone. Ainsi, lors d’une stimulation de la source
sous fort CO,, celle-ci évite une saturation hative en amidon des cellules du puits qui
engendrerait a son tour une sénescence foliaire précoce (Gandin et al. 2009 (P1)(P2)). Ces
premiers travaux ont ainsi mis en évidence plusieurs régulations du métabolisme carboné qui
permettent d'ajuster l'activité du puits a la capacité de celui-ci, ainsi que le rétrocontrole
exercé par le puits sur la source chez Erythronium americanum. En outre, ces premieres
expériences doctorales m’ont, trés to6t, permis de développer mes collaborations a

I'international par la mise en place d’une cotutelle de thése.
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1. Réle des puits de pouvoir réducteur dans le maintien de la capacité photosynthétique

Suite a mon doctorat, j’ai continué ma mobilité internationale lors d’une expérience
postdoctorale aux Etats-Unis. J’ai intégré, en mars 2010, le laboratoire de recherche en
physiologie végétale du Pr. Asaph Cousins au sein du département de biologie de la
Washington State University (Pullman, WA, USA). J’ai alors commencé mes recherches sur le
réle de la respiration cellulaire au sein du métabolisme végétal et principalement sur le role
des voies alternatives de la chaine de transport des électrons. J'ai alors concentré mes études
sur deux grands axes majeurs : i) le réle des voies alternatives sur I’équilibre énergétique au
sein du métabolisme cellulaire, puis ii) son réle et son interaction avec le métabolisme azoté.
Le modele d’étude utilisé était I'arabette (Arabidopsis thaliana) cultivée en conditions
contrélées et/ou en culture hydroponique. Ces travaux ont été faits en collaboration avec le
Pr. David Day de Flinders University et du Centre of Excellence in Plant Energy Biology

(Adelaide, Australie).

1.1. L’AOX, une enzyme clé de ’homéostasie énergétique

Chez les végétaux supérieurs, la chaine de transport des électrons mitochondriale
posséde différentes voies alternatives, dites non phosphorylantes (Figure 1.). Ces voies
incluent I'oxydase terminale alternative (AOX)(Vanlerberghe 2013), plusieurs NAD(P)H
déshydrogénases internes et externes (Michalecka et al. 2004) ou encore une protéine
découplante (UCP)(Sweetlove et al. 2006). L’AOX est probablement la voie alternative de la
respiration mitochondriale la plus étudiée a ce jour. Cette voie alternative a longtemps été
suggérée comme une « soupape de sécurité » permettant de dissiper I'excés de pouvoir
réducteur, de minimiser le stress oxydatif ou parfois, d’optimiser la photosynthéese en réponse
a des conditions changeantes. En effet, cette voie permet de contourner les complexes Il et
IV de la chaine de transport des électrons mitochondriale. Dans ces études, une douzaine de
mutants d’Arabidopsis thaliana sous exprimant différentes isoformes de I'AOX, des
déshydrogénases a NAD(P)H ou de I'UCP ont été obtenus en collaboration avec Pr. David Day

et testés pour leur capacité photosynthétique.
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Figure 1. lllustration de la voie dite « classique » et des voies alternatives de

la chaine mitochondriale de transport des électrons. (Taiz & Zeiger 20006).

Un mutant sous exprimant I’AOX1A (SALK_084897) a montré un taux d'assimilation

net du CO; (Anet) plus faible a des concentrations élevées et saturantes en CO; par rapport au

génotype sauvage (Gandin et al. 2012 (P5)). Cette diminution de Anet s'accompagne d’une

altération des capacités photochimiques caractérisée par une baisse du taux maximal de

transport des électrons au sein du chloroplaste, une baisse du rendement quantique du PSll,

ainsi qu’une augmentation
du guenching non-
photochimique. Le mutant
aoxla a également montré
une plus faible
régénération du ribulose-
1,5-bisphosphate (Figure
2 .). Cette réduction induit
alors une limitation du
cycle de Calvin-Benson et
de l'activité carboxylase de

la Rubisco.

Metabolites (umol m™?)

160 1 05
) -
140 | . B st
: i

03

*
0.2 I
01 ‘
0.0 .

PGA TP RuBP  PEP Pyr OAA RuBP/PGA

~
S
{

8

®
(=]
T

2}
o
*

N
o

N
o

Figure 2. Quantification de métabolites chez le phénotype
sauvage et le mutant aox1a d’Arabidopsis thaliana exposés a
184 ubar pO; using a rapid-kill system. n=7, * indique une
différence significative P < 0.05.
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Cette altération de la capacité photosynthétique sous fort CO; serait alors liée a une baisse de
la capacité de la mETC a réduire le pouvoir réducteur cellulaire et de I'activité associée de la
navette malate-oxaloacétate en absence d’AOX1A. Ces résultats montrent le role clé de I'AOX
dans I’équilibre énergétique cellulaire, notamment en agissant comme puits de pouvoir

réducteur et en maintenant une capacité photosynthétique optimale sous fort CO..

1.2. Une complémentarité métabolique entre respiration et assimilation azotée

Les premieres analyses de mutants de la mETC ont mis en évidence le réle clé de
I’AOX dans I"équilibre énergétique de la cellule et son réle dans les interactions entre le
métabolisme respiratoire et photosynthétique. Le métabolisme de I'azote contribue aussi
fortement a cet équilibre énergétique (Foyer et Noctor 2002). En effet, I'assimilation du
nitrate constitue un puits de NAD(P)H important de la cellule en interaction avec la mETC
(Figure 3.). L'assimilation du nitrate dépend en outre du pouvoir réducteur et des squelettes
carbonés générés par le chloroplaste et la mitochondrie, nécessitant une coordination forte
avec I'activité photosynthétique. Faisant suite a la premiére étude, il a donc semblé évident
d’intégrer cette « composante azotée » afin de mieux caractériser le fonctionnement de ce

triptyque énergétique.
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FNR ( iz : TC
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FNR ( I 3 C ' | «
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Figure 3. Schéma illustrant les échanges de pouvoir réducteur entre photosyntheése,

respiration et nutrition azotée (Foyer et al. 2011).
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Les mutants d'Arabidopsis thaliana précédemment cités, ont ainsi été cultivés en

milieu hydroponique dans le but de les caractériser sous différentes qualités de nutrition

azotée (i.e. NO3 vs. NHa*). Pour ces expérimentations, j’ai eu besoin de développer un systéeme

de culture hydroponique pour Arabidopsis thaliana durant leur croissance, un systéme

d’alimentation a flux continu controlé par électrovanne permettant de sélectionner en direct

et en instantané, la forme de traitement azotée durant les mesures, ainsi qu’une méthode de

marquage isotopique au >N permettant de différencier les flux d’absorption vs. d’assimilation

de novo de I'azote. Ainsi, il a été montré que |'assimilation foliaire du NOs™ était plus élevée

chez les mutants sous exprimant "AOX1A
(SALK_084897) et I'UCP1 (SAIL_536G01) par
rapport au génotype sauvage (Figure 4.), du
fait d’'une diminution de la capacité de la mETC
a oxyder le pouvoir réducteur cellulaire
(Gandin et al. 2014 (P6)). En outre, le taux
d'assimilation net du CO; et le rendement
guantique du PSIl des génotypes sauvages
étaient plus élevés lorsque les plantes étaient
alimentées en NOsz. Cependant, chez les
mutants agoxla et ucpl alimentés en NOs,
Anet et ¢PSIl étaient altérés par rapport au
génotype sauvage. Ces résultats ont ainsi
apporté les preuves du réle de |'assimilation
azotée de NOs dans la capture du pouvoir
réducteur en exces et ce, en compensation
notamment d’une capacité restreinte de la

mMETC. La respiration et le métabolisme azoté
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Figure 4. Taux de fixation et

d’assimilation du nitrate et teneur en
nitrate libre chez le phénotype sauvage et
les mutants aoxla et ucpl d’Arabidopsis
thaliana exposé au °NOs pendant 6h.
Les plants ont été exposés a une
irradiance de croissance (A) ou sturante
(B) lors du traitement. n=5, * indique une
différence significative P < 0.05.

ont, en partie, une action complémentaire en régulant I'accumulation de pouvoir réducteur

afin d’éviter une sur-réduction de la chaine chloroplastique de transport des électrons et

I’altération de la capacité photosynthétique.
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Ces premiers travaux postdoctoraux ont permis de faire progresser nos
connaissances de la répartition du flux énergétique entre photosynthése, respiration et
nutrition azotée et de la contribution de ces derniers au maintien de la capacité
photosynthétique. D’un point de vue plus personnel, ces travaux ont demandé beaucoup de
développement de nouvelles techniques et de méthodes d’analyses. Ce fut un réel défi, mais
cela m’a aussi permis de comprendre l'importance d’innover dans mes recherches. Ces
travaux ont aussi été une premiére expérience dans l'utilisation et la connaissance des
isotopes stables, notamment le °N et le 180, outils d’intérét que j’ai continué (voir section
suivante) et que je continue a utiliser dans mes recherches. Finalement, ces travaux ont aussi
été une premiere étape dans I'encadrement et l'initiation d’étudiants a la recherche. Ainsi,
deux étudiants, alors en Licence professionnelle, ont grandement contribué a ces résultats et

sont chacun coauteur des articles associés (Gandin et al. 2012 (P5), 2014 (P6)).

2. Efficacité de la photosynthese chez les C4 en réponse aux contraintes abiotiques

Dans cette seconde partie de mon expérience postdoctorale, j'ai changé de modéle
d’étude en travaillant principalement sur des plantes ayant une photosynthése de type C4.
J'ai aussi centré et spécialisé mes recherches sur I'appareil photosynthétique strict. Ces
travaux ont également eu lieu au sein du laboratoire du Pr. Asaph Cousins (WSU, Pullman, E-
U) mais avec le statut d’associé de recherche et ont nécessité I'utilisation et la mesure des
échanges isotopiques du CO; et de I'H,0 dans les feuilles. Plusieurs contraintes abiotiques ont
été considérées dans ces études, incluant la température, la concentration atmosphérique en

CO; et l'irradiance.

2.1. Réponse de la photosynthese en C4 a la température

La photosyntheése en C4 differe de celle en C3 par le fait que la fixation du CO; est catalysée
par un couple d’enzymes impliquant I'anhydrase carbonique (CA) et la phosphoenolpyruvate
carboxylase (PEPc). Le composé en C4 formé est alors transporté vers les cellules de la gaine,
ou le CO; est libéré au profit de la Rubisco. Ce systeme constitue un mécanisme de
concentration du CO; augmentant la concentration au sein des cellules de la gaine a plus de 5

fois celle de I'air ambiant (Leegood 2002). Cela permet de minimiser la photorespiration et
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d'améliorer I'efficience d’utilisation de I'eau des plantes en C4, leurs offrant souvent un
avantage adaptatif dans les environnements chauds et arides. Cependant, une partie du CO;
transporté vers les cellules de la gaine « fuit » en retour vers les cellules du mésophylle avant
d’étre assimilé par la Rubisco. Cette fuite contribue a la perte d’efficacité photosynthétique
des C4 (Kromdijk et al 2014). Le développement récent des modeles de discrimination
photosynthétique et de l'utilisation des isotopes stables dans ces modeéles permet maintenant

de caractériser cette efficacité photosynthétique. Une premiére étude a constitué une

transition dans le développement = \ﬁ)(\‘
. sugars «— |
. (m) AN \ e
de ces nouvelles recherches dans am\ ﬂ )= °°’/ N
CO,\I _— '\P/l ﬁ/
ma carriére en travaillant d’une i ﬂ' \ P
e s
part sur une plante ayant une > N‘H" A
. f'\._up-\pj_ —~ ff ) ﬁJ
photosynthése intermédiaire en ™ N oc—d \)_.gly C; cycle I i
\ ﬁgly
C3-C4 (type |) (Figure 5.), Salsola \ 8\ @ }
\ )\ Jen) .CO! J/
e serI ;

divaricata, et d’autre part sur la

réponse de la photosynthese Figure 5. Diagramme illustrant la structure et la

mais aussi de la respiration a la  physiologie d’une photosynthése intermédiaire C3-

) C4 de type I.
température.

Les plantes cultivées sous des températures jour/nuit froides (15/10 °C) présentaient
un point de compensation du CO; beaucoup plus élevé a forte température (35°C) que les
plantes cultivées a des températures modérées (25/18 °C) ou chaudes (35/25 °C) (Gandin et
al. 2014 (P8)). En outre, le taux d'assimilation net du CO, dans les plantes cultivées a
températures froides, était beaucoup plus faible a forte température. Ces différences
n’étaient dues ni a des modifications anatomiques ni structurelles des feuilles de Salsola
divaricata, qui auraient pu montrer une transition de la photosynthése en C3-C4 vers une
photosynthese en C3 a des températures froides, mais plutét a une augmentation trés forte
de la respiration mitochondriale caractérisée par une acclimatation de type Il. Ce type
d’acclimatation, a été caractérisé chez les plantes C3 (Atkin et al. 2005), mais rarement ou

jamais chez les plantes en C4 ou les intermédiaires C3-C4, respectivement.

Suite a ces travaux, j’ai concentré mes études sur la photosyntheése en C4 strict, en

commencgant par Setaria viridis, et développé mes compétences dans I'utilisation de modeéles
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mathématiques permettant notamment de caractériser la discrimination photosynthétique

contre le 13CO; (Ubierna et al. 2011). Ce modeéle, ici présenté en incluant le « ternary effect »,

impliqgue de nombreux parameétres obtenus lors de la mesure des échanges gazeux foliaires.

1 G — QG a -G
RERESERSe
GDS
14 ¢ G_Cm+b4+¢(3 —5)&
1 —1¢ Ca 1+Cj)c Ca

Il nécessite aussi plusieurs postulats de la littérature, notamment liés aux propriétés des

enzymes responsables de I'assimilation du CO,. Afin de répondre a cette contrainte, j’ai, en

collaboration avec Ryan Boyd alors en doctorat, caractérisé les activités et propriétés

cinétiques des trois enzymes majeures de la photosynthése en C4:

la Rubisco, la

phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPc) et I'anhydrase carbonique (CA), en réponse a la

disponibilité en CO; et a latempérature (Boyd et al. 2015 (P9)). Ces informations étaient alors,

en trés grande partie, absentes de la
littérature en raison des contraintes
techniques posées par ces mesures,

mais que nous avons pu lever par

I'utilisation d’'un Membrane Inlet
Mass Spectrometer (Figure
6.)(Beckmann et al. 2009). Ces

travaux ont principalement montré
gue la cinétique de réponse a la
température de la Rubisco était tres
similaire chez Setaria viridis (C4) a
celle obtenue chez les C3. En

revanche, la réponse de la CA

semblait limiter la disponibilité en
HCOs™ pour la PEPc, bien que cela
taux

n’affecte pas in fine le

e S viridis
. 5000+ - - - A. thaliana
-.-m B -+ N. tabacum (Walker et al)
a 4000F --=-- N. tabacum (Bernacchi et al)
] . —emes A. glabriuscula
Q. 3000% V. e S. oleracea
o g :
« 2000} %
1000
p<0.01 R%*=0.80

10 15 20 25 30 35 40
Temperature (°C)

Figure 6. Exemple de résultats obtenus a I'aide du
Membrane Inlet Mass Spectrometer et montrant la
réponse a la température du coefficient de
spécificité de la Rubisco chez Setaria viridis. Cette
réponse est comparée aux réponses de la
littérature. Les valeurs ont été normalisées a S.
viridis a 25 °C. La ligne continue est la réponse a la
température modélisée avec un intervalle de
confiance a 95 % en gris. n=5.
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d’assimilation net de CO,. Ces résultats font progresser notre compréhension de la réponse a
la température de I'assimilation du CO> chez les plantes C4, mais constitue surtout une (et la
seule a ma connaissance) référence utilisée dans les publications pour paramétrer les modeles

de photosynthese en C4.

Un autre facteur limitant de la photosynthése est la conductance mésophyllienne
(gm)(Evans et von Caemmerer 1996). G caractérise la facilité avec laquelle le CO, diffuse de
I’espace intercellulaire jusqu’au site de carboxylation dans le chloroplaste (Figure 6.). Bien que
le développement

de nouvelles

méthodologies, a 9s Fe
> | “1%e
I'aide de la g >
{ 9 g Gl c A9 )
t N . e i » e B
fluorescence ALY % g;f( G s O
. \ 4y YeCh g Wt
chlorophyllienne ou = &0 e
- $v R
de la discrimination | _%.2 A S 0B
| : ol 50 um

photosynthétique, Figure 6. Micrographie de la surface abaxiale d'une feuille soulignant

aient facilité I'étude  le trajet du CO2 depuis I'environnement (C,) jusqu'au chloroplaste (C.)
et montrant les différentes conductances : de la couche limite (gs),
stomatique (gs) et du mésophylle (gm) (A). La diffusion du CO de C; a
plantes en C3, cela  Ccestcaractérisée par la conductance a travers l'espace intercellulaire
(gias), G travers la paroi (gw) et a travers la phase liquide a l'intérieur
de la cellule (giiq). (Flexas et al. 2007)

de gm chez les

est un véritable défi
chez les plantes en

C4.

Nos recherches ont alors eu pour but d’établir et de tester deux méthodes pour
estimer gm chez les espéces C4, puis d’en caractériser la réponse a latempérature. La premiére
méthode combine des mesures d'échange gazeux avec des modeles et des mesures de
discrimination photosynthétique contre le 13C et le '80. La seconde méthode estime gm en
liant des modéles de photosynthése et de discrimination du *3C aux échanges gazeux, aux
constantes cinétiques et aux mesures de Vpmax in vitro. Les deux méthodes ont permis
d’obtenir des valeurs de gm similaires, confirmant leurs exactitudes respectives et oscillant
entre 2,90 et 7,85 umol m?2 s! Pa selon I'espéce (Ubierna et al. 2017 (P12)). Ces valeurs sont

proches des valeurs les plus élevées obtenues dans la littérature pour des especes en C3. En
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outre, gm augmentait avec la température chez les trois especes en C4 testées, bien que chez

Setaria viridis, gm ait fini par diminuer a la température la plus extréme (40°C).

2.2 Réponse de la photosynthése en C4 a la concentration en CO;

Grace a cette méthode de mesure de gm chez les plantes en C4, il a été évident d’en
mesurer la réponse sous d’autres contraintes environnementales et le choix s’est
naturellement porté sur la concentration atmosphérique en CO; afin de déterminer si gm
limite la photosynthése en C4 seulement aux faibles teneurs en CO; (pCO;) ou son réle serait
accru. En paralléle, j'ai été sollicité par Pr. Thomas Brutnell et Pr. Anthony Studer du Donald
Danforth Plant Science Center (Saint-Louis, Missouri, E-U) pour caractériser un mutant sous-
exprimant I'anhydrase carbonique chez le mais (calca2). L'anhydrase carbonique catalyse la
premiere étape biochimique du mécanisme de concentration du carbone des plantes en C4
et est souvent suggérée limitante chez les monocotylédones en C4. Son réle dans le maintien

de I'assimilation photosynthétique a faible pCO; semblait donc d’intérét.

Chez Setaria viridis et Zea mays, gm augmente avec la diminution de la pCO; et cette
augmentation est d’autant plus forte lorsque I’activité de 'anhydrase carbonique est limitante
(Ubierna et al. 2018 (P13)). En outre, les études de limitations ont montré, qu’a une pCO;
inférieure a la valeur ambiante, le taux de photosynthése était limité par la disponibilité du
CO; due, en partie, a la conductance mésophylienne. Cependant, [I'assimilation
photosynthétique est similaire chez le mutant calca2 du mais comparé au génotype sauvage,

alors méme que la teneur en

calca2

anhydrase carbonique est réduite
de prés de 97% (Studer et al. 2014
(P7)). En revanche, ce mutant
calca2 montre une plus faible

Anet @ une pCO; inférieure aux

valeurs ambiantes et une

Wild-t Heterozygote
croissance altérée lorsqu’il était Sl Y9 Homazygole

Figure 7. Croissance du phénotype sauvage et du
double mutant calca2 de Zea mays cultivés a 9.3 Pa
(Figure 7.). Ces résultats pCO2.

cultivé a faible pCO, (9.3 Pa)
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suggerent qu’un gm élevé pourrait étre un élément clé de I'assimilation du CO; chez les plantes
en C4, notamment lorsque la pCO; est faible sous certaines contraintes du fait de la fermeture

des stomates ou d’une activité CA réduite.

Ces travaux, combinant principalement des approches de modélisation,
d’enzymologie et d’isotopie, ont fourni des informations majeures sur la photosynthéese en C4
et ses limitations en réponse a la température ou a la pCO.. lls ont en outre permis de briser
certains plafonds de verrei) en apportant I'ensemble des paramétres cinétiques des
principales enzymes impliquées dans les modéles et ii) en développant et testant deux
méthodes pour estimer gm chez les plantes en C4. Ces nouveautés, absentes de la littérature
a ce moment, demeurent a ce jour, des outils essentiels. Ces travaux ont contribué au
développement de ma jeune carriere en recherche en élargissant mon réseau de
collaborateurs et en me permettant les premiéres supervisions d’étudiants en these. lls m’ont
aussi permis d’acquérir une solide expertise dans I'étude de la photosynthese et la
manipulation d’outils isotopiques ou mathématiques de modélisation de I’assimilation et de

la discrimination photosynthétique.

3. Réponse des arbres au stress oxydant induit par I’ozone

Depuis ma nomination en tant que Maitre de Conférences a I’Université de Lorraine
en septembre 2014, mes activités de recherche se sont recentrées sur les espéces en C3 et
principalement sur les especes ligneuses avec comme modele d’étude le peuplier (Bradshaw
et al. 2000). En particulier, mes recherches s’intéressent a la réponse des arbres au stress
oxydant et s’organisent sous deux axes principaux : i) la caractérisation de la défense cellulaire
et ii) la réponse du métabolisme carboné. Ces activités se sont inscrites dans la thématique
principale du laboratoire, le stress ozone. L'ozone est considéré comme le troisiéme gaz a
effet de serre le plus important, un polluant secondaire majeur phytotoxique et un agent
oxydant fort (Sicard 2017). En outre, I'0zone constitue un outil d'étude simple et performant
pour induire un stress oxydant (Noctor et al. 2016) et I'accumulation de ERO dans les tissus

foliaires.
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3.1. La défense cellulaire contre le stress oxydant

Lors d’un stress oxydant, les espéces réactives de I'oxygene (ou de |'azote) (ERO)
s’accumulent en excés et peuvent endommager les constituants cellulaires tels que les
membranes cellulaires, les enzymes ou encore I'ADN (Apel et Hirt 2004). Ces effets délétéres
entrainent ainsi une réduction de la croissance et des rendements chez les végétaux. La cellule
possede cependant tout a un arsenal métabolique lui permettant de piéger ces ERO, incluant
plusieurs enzymes ou métabolites Ir et IIr ayant des propriétés antioxydantes (Mittler 2002).
Dans une premiére étude, j'ai passé au crible une dizaine de génotypes de peuplier
Euramericain (Populus deltoides x nigra) dans le but de tester leur tolérance/sensibilité a un
stress chronique ozone (120ppb pendant 3 semaines). Ces travaux ont montré une allocation
des différents génotypes parmi trois stratégies de réponse au stress ozone, i.e. soit par une
sensibilité accrue, soit par une stratégie d’évitement en réduisant la conductance stomatique
et donc l'influx d‘ozone ou bien encore, en activant le métabolisme de défense. L'ascorbate
peroxydase et la capacité associée de la monodéhydroascorbate réductase a régénérer
I'ascorbate réduit (ASA) ont été nettement corrélées au maintien de la capacité
photosynthétique lors du stress ozone (Gandin et al. 2019 (P16)), suggérant que ces derniéeres
sont déterminantes dans la tolérance a I'Os chez le peuplier euraméricain, en protégeant du
stress oxydatif la capacité de la photosynthése. Ce couple APX/MDHAR semble donc étre le
principal déterminant de la tolérance a I'Os chez les génotypes de peuplier testés et pourrait

constituer un élément clé dans la sélection de cultivars tolérant au stress oxydant.

Le glutathion n’était en revanche pas déterminant dans cette étude et au travers
des différents génotypes. Néanmoins, mes travaux récents ont montré que certaines
modifications métaboliques impliquant la PEPc, permettrait de soutenir la biosynthése du
glutathion et donc son réle dans la défense antioxydante (Gandin et al., in prep) (Figure 8.).
Ces résultats contrastés illustrent la complexité de réponses de cet arsenal de défense. Une
autre barriere de défense contre I'ozone, abondamment décrite dans la littérature, est
constituée par les stomates. En effet, certaines especes peuvent mettre en place une

stratégie dite d’évitement et inhérente a la fermeture des stomates. Certains génotypes ont

33



présenté une fermeture stomatique

sous ozone, mais celle-ci s’est avérée

Log2
fold change
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plutdt préjudiciable puisque présente
1.0

(o]

» 0.0
Shikimate 05
pathway 1.

Asc

principalement chez les génotypes
sensibles et montrant une perte
photosynthétique forte. Finalement, la
sénescence précoce induite par I'O3
s'est révélée essentielle lors de
I'extrapolation de la réponse mécaniste

au niveau de la feuille a la productivité GsH biosynthesis

de la plante entiére, en ajustant avec  Figure 8. Modulation du métabolisme
primaire observée chez le peuplier sousmi a

précision la réaffectation des 120ppb d’ozone pendant 21 jours.

ressources et la zone de photosynthése

(Gandin et al. 2019 (P16)).

En parallele et dans le cadre de la thése de Gianni Galati, j’ai collaboré avec Romain
Larbat du Laboratoire Agronomie et Environnement (UMR 1121 UL-INRAE, Nancy) dans une
étude de I'impact d’un stress aigu (250ppb pendant 3 jours) a I’'ozone sur le profil métabolique
du panais. Nous avons utilisé une approche de métabolomique non ciblée par LC-MS afin de
déterminer les métabolites d’intérét dans la réponse et la tolérance du panais au stress
oxydant induit par I'ozone. Le stress ozone a induit une augmentation des produits du
catabolisme de la chlorophylle, probablement lié a la dégradation de la chlorophylle (Galati et
al. 2019 (P15)). Certains de ces catabolites ont montré des propriétés antioxydantes et
pourraient ainsi contribuer a la défense cellulaire du panais lors d’un épisode de pollution a
I'ozone. Suite a cela, j'ai ceuvré pour acquérir, en 2019, une chaine de chromatographie
équipée d’un détecteur de masse dans I'idée de pouvoir développer davantage les analyses
de métabolites d’intérét contre le stress oxydant. Ainsi, j'ai développé avec I'aide d’Audrey
Berthe, assistante ingénieure dans notre étude depuis 2019, une méthode de quantification
des pools d’ascorbate et de glutathion oxydés et réduits. Ces analyses étaient auparavant
employées au sein du laboratoire mais a travers des étapes de réduction des échantillons et

une mesure indirecte des formes oxydées. En outre, chaque métabolite nécessitait une
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analyse différente. Cette nouvelle méthode permet la quantification des deux métabolites et
de chacune des formes oxydées et réduites lors d’une seule analyse. Cette méthode est donc
plus efficace mais aussi plus précise en évitant les étapes a risques. Cette méthode a
maintenant été testée sur plusieurs especes différentes et fait I'objet d’un article

méthodologique en cours de rédaction.

Ces dernieres années, le laboratoire a été sollicité a de nombreuses reprises, du fait
de son expertise sur le stress oxydant et sur I'ozone, pour la rédaction d’articles de revue. Jai
ainsi contribué a la rédaction de trois articles de revue, plus particulierement sur i) le role de
la détoxification cellulaire et I'impact sur I’assimilation carbonée (Jolivet et al. 2016 (P10)), ii)
la compartimentation des antioxydants au sein de la vacuole et de la mitochondrie (Dusart et
al. 2019 (P14)) et iii) I'effet de I'ozone sur le métabolisme (Feng et al. 2021 (P18)). Ce dernier
article de revue a été particulierement important puisqu’il a été I’occasion de faire partie d’'un
large consortium international de chercheurs sur I'ozone et la végétation. Finalement, j ai
aussi coordonné un quatrieme article de revue sur le r6le du métabolisme mitochondrial dans

la réponse au stress oxydant (Gandin et al. 2021 (P20)).

3.2 U'impact du stress oxydant sur I’assimilation carbonée

Un des impacts majeurs du stress oxydant concerne I’appareil photosynthétique,
expliquant en partie les pertes de croissance et de rendement observées lors des épisodes de
pollution a I'ozone. La littérature rapporte des altérations a la fois de la photochimie, avec
notamment une dégradation des chlorophylles, mais aussi de la biochimie, avec une baisse de
I"activité de la Rubisco (Pelloux et al 2001). La production native d’ERO au sein des
chloroplastes est pourtant commune et tempérée par les systemes antioxydants intrinséques,
mais ces derniers peuvent étre rapidement submergés lors d’un stress oxydant et aboutir a

I’accumulation excessive d’ERO.

Nos travaux ont montré une baisse significative de I’assimilation photosynthétique
chez le peuplier Euramericain (Populus deltoides x nigra) mais dont I'amplitude varie de 7 a
36% selon le génotype étudié (Gandin et al. 2019 (P16), Turc et al. 2021 (P19), Joffe et al. 2022

(P21))(Figure 9.). Cette baisse s’accompagne d’une diminution du flux d’électrons au sein de
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Figure 9. Diversité génotypique de

plante entiére ces résultats, les génotypes qui  réponse de I'assimilation nette chez 10
peupliers Euramericain (Populus

deltoides x nigra) soumis a 120 ppb
marquée présentent en revanche une  d’ozone pendant 21 jours

présentent une senescence accélérée plus

meilleure tolérance de I"appareil

photosynthétique des jeunes feuilles (Gandin et al. 2019 (P16)).

Les études sur I'impact de I'ozone et du stress oxydant sur la photosynthése se sont
concentrées sur deux facteurs limitants principaux : la capacité catalytique de la Rubisco et la
fermeture stomatique. Chacun constitue un facteur limitant de la photosynthése. Néanmoins,
trés peu de travaux se sont intéressés a un troisieme facteur limitant de la photosynthese, la
conductance mésophyllienne au CO; (gm). Mes recherches les plus récentes se sont donc
portées sur I'étude de la réponse de gm au stress oxydant chez le peuplier. Pour ces travaux,

j’ai co-encadré, avec Yves Jolivet, la thése de doctorat de Ricardo Joffe entre 2018 et 2022.

Lors de ces recherches, gm @ montré une baisse trés significative sous ozone, de 31
a 72% selon les génotypes de peuplier considérés (Joffe et al. 2022 (P21)). Cette baisse de gm
limitait alors I'approvisionnement en CO; de la Rubisco et représentait, pour une grande partie
des génotypes, le principal facteur limitant I’assimilation carbonée sous ozone, loin devant la

Rubisco ou la fermeture stomatique. Ces travaux ont aussi montré que la baisse d’activité
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catalytique de la Rubisco sous ozone, souvent énoncée dans la littérature, était plutét due a
une limitation de I'approvisionnement en CO; par gm qu’a une altération du site actif de
I’enzyme. Suite a ces premiers résultats, j’ai développé une collaboration avec Tiina Tosens et
Ulo Niinemets de Estonian University of Life Sciences (EMU, Tartu, Estonie) afin de caractériser

les déterminants anatomiques et structuraux responsables de la baisse de gm sous ozone.

O; 0,

x x

CCO®ie|

Robusta

Figure 10. lIllustration synthétique de I'effet de I|'ozone sur les composants
anatomiques et structuraux du mésophylle chez deux génotypes de peupliers
Euramericain, Robusta et Soligo. La taille et I'épaisseur des lignes représentent
I'ampleur de la résistance a la diffusion du CO2 (rouge = augmentation, violet =
diminution, noir = non affecté). La taille des points bleus représente les pressions
partielles respectives de CO2 dans |'atmosphére ou Ca, dans l'espace aérien
intercellulaire ou Ci et au niveau du chloroplaste ou Cc.

Ainsi, I'épaisseur des parois et la distance du cytoplasme des cellules étaient nettement
augmentées sous ozone, alors que les chloroplastes se repositionnaient vers le centre de la
cellule et donc a plus grande distance de I’espace intercellulaire (Figure 10.). La baisse de gm
observée sous ozone est donc due a une diffusion plus contrainte a travers la paroi et a un

allongement de la diffusion inter-chloroplastique du COx.
Finalement, ces derniers travaux m’ont permis d’intégrer les thématiques et les
activités du laboratoire dans lequel je fais, aujourd’hui, mes recherches. Cela m’a permis

d’acquérir des connaissances et des compétences pour I'étude du stress oxydant induit par
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RESUME

Les changements climatiques actuels et futurs obligent les plantes a faire face a des
contraintes environnementales de plus en plus fréquentes et sévéres, qui menacent leur
croissance et leur survie. Les arbres possedent néanmoins une riche plasticité métabolique, leur
conférant une capacité variable a s'acclimater a ces contraintes. La compréhension des acteurs et
des mécanismes sous-jacents de cette acclimatation reste essentielle afin de caractériser les
éléments clés pour une meilleure tolérance. Mes travaux récents portent sur la réponse des arbres
au stress oxydant, trés fréquent dans un environnement changeant, induit par I'ozone. Ainsi, une
forte variabilité inter- et intra-spécifique a été démontrée en réponse a un stress ozone chronique.
Certaines enzymes et certains métabolites du cycle Halliwell-Asada et ainsi que certains acteurs
du métabolisme secondaire semblent contribuer a cette variabilité et pourraient étre responsables
d'une meilleure tolérance au stress oxydant. En outre, mes travaux les plus récents ont montré une
limitation de I'assimilation photosynthétique sous ozone, principalement due a une altération de la
conductance mésophyllienne. Mon projet de recherche continuera a élucider les mécanismes
permettant aux plantes de répondre au stress oxydant et, plus spécifiquement, les limitations,
induites par ce stress, sur la capacité a fixer le carbone, ainsi que le devenir métabolique de ce

carbone, assimilé en conditions limitantes, entre croissance et défense.




