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RESUME

Le stress hydrique associé a la sécheresse est 1’'un des stress les plus dommageables pour
les végétaux. Sommairement, le stress hydrique entraine une forte augmentation des
especes réactives d’oxygene (ROS) et du calcium cytosolique, ce qui méne ultimement a
la fermeture des stomates, I’inhibition de la photosyntheése et la mort. Il existe des
programmes d’amélioration génétique, mais ceux-ci, ainsi que les plantes les mieux
adaptées, ne sont pas capables de suivre la cadence menée par les changements
climatiques. Les « Plant Growth Promoting Rhizobacteria » (PGPR) ont été identifiés il y
a longtemps comme étant des bactéries capables de promouvoir la croissance des plantes
en conditions normales et de stress abiotiques. Cependant, les mécanismes d’action et la
persistance des PGPR dans la rhizospheére, qui est la région du sol directement formée et
influencée par les racines et les microorganismes associés qui font partie du microbiote
des plantes, sont souvent méconnus ou alors leur efficacité est souvent peu démontrée.
Ulysse Biotech, une entreprise de biotechnologies située a Trois-Riviéres a développé un
consortium de cingq PGPR qui semble permettre aux plantes de mieux résister a la
sécheresse lors d’essais en conditions controlées et en champs. Le consortium semble étre
persistant dans la rhizosphére et 1’effet observé est la modulation de 1’expression du
transcriptome végétal, menant a la turgescence, a I’expression de facteurs de transcription
affectant les stomates et a I’expression de génes de réponse a la sécheresse. En considérant
les connaissances déja établies sur les mécanismes d’actions et la persistance dans la
rhizosphére, nous présentons une approche moléculaire de qRT-PCR permettant
d’observer la modulation de 3 genes de la laitue (Lactuca sativa) (parmi 14 geénes testés)
en conditions de sécheresse avec présence du consortium. Les informations acquises par
ce projet permettront d’atteindre le plein potentiel du consortium bactérien en plus
d’asseoir sur des bases scientifiques les allégations d’Ulysse en ce qui concerne
I’augmentation de la tolérance au stress hydrique procuré par I’application du produit
Era Boost Pro. Ces informations pourront par la suite servir a la communauté scientifique
en ce qui concerne la compréhension des mécanismes d’action des PGPR en conditions
de stress hydrique.

Mots-clés : Bacillus, PGPR, Consortium bactérien, qRT-PCR, Sécheresse
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 Larelation plante/Eau

L'eau est I'un des constituants les plus importants pour la vie. Elle est considérée
comme un solvant universel (Bhatla et Lal 2018) et permet la mise en solution de
composés, tels les sucres, les ions, les protéines et autres molécules qui sont essentielles a
la viabilité et a la croissance des végétaux. Elle sert aussi de milieu ou la grande majorité
des réactions métaboliques se produisent, telles la réduction, I’oxydation, la production
d’énergie, la photosynthése et beaucoup d’autres. De plus, elle est a la base du transport
des nutriments. Les plantes étant autotrophes et immobiles, elles dépendent de I’apport en

eau et en minéraux présents dans le sol.

A T’intérieur d’une cellule, le potentiel de pression est responsable du maintien de
la turgescence, aussi référée a la pression de turgescence (TP). Cette dernicre est la
différence entre les pressions hydrostatiques intérieures et extérieures a travers la
membrane plasmique et la paroi cellulaire. La pression de turgescence, dans des
conditions d’équilibre, sera égale a la différence de potentiel de soluté interne et externe
a la cellule, correspondant a 1’équation suivante : TP = Wsinterne) - ¥ s(externe). La pression
de paroi est une pression résultant de la pression exercée sur le contenu d'une cellule
végétale par la paroi cellulaire qui est égale en force et opposée en direction de la TP.
La présence de paroi cellulaire végétale permet a ces cellules de résister a une large gamme
de variations osmotiques. Dans 1'eau pure ou dans une solution hypotonique, les cellules
végétales gonflent, mais n'éclatent pas. Le potentiel osmotique négatif provoque le
mouvement de 1'eau uniquement dans la cellule. En raison de l'entrée d'eau, la membrane
plasmique est pressée contre la paroi cellulaire, ce qui produit I’état de turgescence.
Pour I’état de plasmolyse (inverse de turgescence), il y a perte d'eau due a une

concentration de solutés extracellulaire plus grande que la concentration de soluté



intracellulaire (Figure 1.1). Cela résulte en un dégonflement de la vacuole (Bhatla et Lal

2018).
Hypertonic Isotonic Hypotonic
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Figure 1.1  Représentation de 1’¢tat de la vacuole en condition hyper, iso et
hypotonique.

1.1.1 Les différents roles de I’eau au sein des végétaux

Dans les plantes, 1’eau a six rdles cruciaux a remplir. Ces derniers sont les roles de
solvant, de réactif, de transport, de croissance cellulaire, de turgescence et de stabilité
thermique (Meidner et Sheriff 1976, Kramer et Boyer 1995). Le rdle de réactif est assumé
a deux endroits, soit lors de la photosynthése et dans les réactions d’hydrolyse. Dans la
photosynthese, I'eau contribue aux électrons utilisés dans les réductions de carbone en
glucides, et des protons qui jouent un réle dans la production d'ATP et dans le dégagement
d’oxygéne. En fait, I’oxygene dégagé sous forme d’O:z provient de 1’oxydation de
molécules d’eau. L hydrolyse est une réaction (enzymatique ou chimique) ou une liaison
covalente est rompue par 1’action d’'une molécule d’eau. C’est grace a ce type de réactions
que les sucres stockés sous forme d’amidon peuvent étre converti en sucres simples

pouvant étre utilisés par la plante (Taiz, Zeiger et al. 2015, Bhatla et Lal 2018).

Le role de transport est assuré en distribuant les minéraux absorbés dans le sol a
partir des racines partout dans la plante. Les glucides, formés lors de la photosynthése,

les protéines et I’arsenal immunitaire sont également distribués a travers la plante par 1'eau.



Lors de la division cellulaire, les vacuoles des cellules nouvellement formées sont
dispersées et petites. Les minéraux absorbés sont déposés dans ces petites vacuoles.
Cela provoque la diffusion de l'eau dans les petites vacuoles, et elles s'élargissent créant
une pression intracellulaire. Cette pression dilate les parois plastiques des jeunes cellules,
ce qui conduit a la croissance cellulaire. Ces petites vacuoles finissent par fusionner en
une vacuole centrale, et les parois deviennent si épaisses qu'elles perdent leur plasticité,
de sorte qu'a maturité la cellule ne se dilate plus, mais maintient la pression de 1'eau a

l'intérieur de la cellule (Taiz, Zeiger et al. 2015, Bhatla et Lal 2018).

Le role de I’eau dans la turgescence est trés simple : générer une pression
intracellulaire dans les cellules matures afin qu’elles maintiennent leur forme.
C’est d’ailleurs la turgescence qui donne la forme a de nombreux tissus tels que les feuilles
et les plantes annuelles qui n'ont pas de tissus ligneux ou d'autres tissus renforgant.
Finalement, ’eau est la substance ayant besoin de la plus grande quantité¢ d’énergie
(calories) afin d’augmenter sa température d’un degré Kelvin (°K). Pour cette raison,
les plantes, qui sont principalement constituées d’eau, peuvent absorber une quantité
considérable de chaleur sans drastiquement augmenter en température. De ce fait, le méme
nombre de calories doit étre perdu pour que la température de la plante soit abaissée.
Tout cela permet aux plantes de conserver une température relativement constante tout au

long de la journée (Taiz, Zeiger et al. 2015, Bhatla et Lal 2018).

1.2 Le stress hydrique et ses effets

Le stress hydrique associé a la sécheresse est 1'un des stress abiotiques les plus
dommageables pour les végétaux (Xiong, Schumaker et al. 2002, Golldack, Li et al. 2014).
La sévérité de ce stress est difficile, voire impossible a prédire, car elle dépend de plusieurs
facteurs, comme la distribution des pluies, I’évaporation de 1’eau et la capacité de rétention
d’eau des sols (Wery, Silim et al. 1994). L'imposition de la sécheresse provoque des
changements morpho-physiologiques, anatomiques et moléculaires dans les plantes

affectées (Poudel, Mendes et al. 2021) et peut provoquer une perte des récoltes allant



fréquemment jusqu’a 70 %, et ce, parmi une grande variété de cultures (Kaur, Behl et al.

2008, Akram, Ali et al. 2013).

1.2.1 Effet sur la morphologie

Le stress hydrique a la possibilité d’affecter la plante dans son enti¢reté et ce peu
importe le stade de développement. Les conséquences principales de la sécheresse sont la
réduction du taux de division et d’expansion cellulaire, de la taille des feuilles, de la tige
et des racines, la perturbation de I’oscillation des stomates, un débalancement de 1’apport
en eau et en nutriments, une diminution I’efficacité d’utilisation de 1’eau et ultimement la

diminution de la productivité des cultures (Farooq, Basra et al. 2009, Li, Ye et al. 2009).

Les graines sont a un stade développemental ou il est nécessaire d’avoir la bonne
quantité¢ d’eau pour la croissance. Méme si toutes les autres conditions requises a la
germination sont présentes, un manque d’eau va empécher les graines de s’en imbiber et
de germer (Poudel, Mendes et al. 2021). Un faible taux de germination et un mauvais
¢tablissement des cultures sont un des premiers signes d’une carence hydrique (Harris,

Tripathi et al. 2002).

Un systeme racinaire bien développé est essentiel pour que la plante soit
solidement ancrée au sol et pour une absorption optimale de 1’eau et des nutriments dans
I’environnement immédiat d’une plante. La sécheresse provoque des modifications
apparentes a 1’architecture des racines et des caractéres morphologiques dans les plantes
cultivées en masse. Il a été montré qu’un faible stress n’affecte pas la croissance racinaire
du mais (Sacks, Silk et al. 1997) tandis qu’un stress plus important réduit grandement la
croissance racinaire dans le tournesol (Tahir, Imran et al. 2002). Le stress hydrique semble
¢galement diminuer le poids sec des racines de maniére significative (Mohammadian,
Moghaddam et al. 2005) et augmenter le ratio racine/tige pour une multitude d’especes
(Wu et Cosgrove 2000). D’autres traits agronomiques, comme la longueur des racines,
de la tige, le contenu relatif en eau, la longueur des panicules, la quantité de grains par
panicule et la biomasse seche ont été démontrés comme affectés par le stress hydrique

(Manickavelu, Nadarajan et al. 2006).



La croissance de la surface foliaire est le facteur principal affectant la photosynthése
et rendement en cultures (Jaleel, Manivannan et al. 2009). La croissance dépend
principalement de la pression de turgescence des feuilles, de la température de la canopée
et de la disponibilité des photo-assimilats (Rucker, Kvien et al. 1995, Fahad, Bajwa et al.
2017). Le stress hydrique a été identifié comme réduisant significativement 1’expansion
des feuilles, ce qui affecte négativement les processus associés a la photosynthése et qui
réduit la surface foliaire de plusieurs especes de plantes (Denci¢, Kastori et al. 2000,

Zhang, Duan et al. 2004, Nahar, Kalita et al. 2016).

Plusieurs mécanismes interviennent pour mener a terme la croissance d’une plante;
la division et I’agrandissement cellulaire, I’enracinement et plusieurs autres événements
¢cologiques, physiologiques et morphologiques. Le stress hydrique affecte négativement
ces événements auxquels la croissance des plantes est dépendante. Une réduction de la
pression de turgescence cellulaire, une absorption d’eau réduite, une interruption de
I’écoulement de I’eau du xyléme vers les cellules environnantes et une réduction
d’efficacité de photosynthése et de la quantité de photo-assimilats requis pour la division
cellulaire, la mitose et 1’agrandissement cellulaire ont été observés lors d’un stress
hydrique (Nonami 1998, Kaya, Okcu et al. 2006, Hussain, Malik et al. 2008). Cela mene
a des cellules plus petites, une réduction de la taille de la plante et de la surface foliaire,

et une grande diminution du rendement des cultures (Kaya, Okcu et al. 2006).

Un approvisionnement en eau limité déclenche un signal provoquant un passage
précoce du stade de développement végétal a la phase de reproduction (Desclaux et
Roumet 1996). Les effets du stress sont moins dévastateurs lors la période végétative que
lors de la période de reproduction. Ces effets sont phase-spécifique et surviennent
intensément lors de la floraison, du développement du grain ou de graines (Hussain,
Men et al. 2019), du stade pré-anthése, ou la taille, la quantité de grains et la floraison sont
réduits (Majid, Asghar et al. 2007, Dickin et Wright 2008), ou du stade post-anthése
(Estrada-Campuzano, Miralles et al. 2008). Une sécheresse a la floraison est critique,
car elle peut augmenter stérilit¢ du pollen entrainant une diminution de la quantité en

grains (Hussain, Malik et al. 2008). Le développement du grain est particuliérement



affecté, car les enzymes participants a ce processus (amidon synthase, adénosine
diphosphate glucose pyrophosphorylase, enzyme ramifiant I’amidon et sucrose synthase)
sont grandement affectées par le stress hydrique (Ahmadi et Baker 2001, Taiz et Zeiger
2006).

1.2.2 Effet sur la physiologie

Le stress hydrique est un processus trés complexe affectant les plantes au niveau
physio-morphologique (Rahdari et Hoseini 2012). Au niveau physiologique, le premier
signe d’une carence hydrique est une accélération de la biosynthése d’acide abscissique
(ABA) par les racines (Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki 2006). Cette molécule est une
hormone majoritairement accumulée lors d’un stress hydrique dont la synthése déclenche
une reprogrammation majeure de [’activité transcriptomique menant a la fermeture
stomatique, une diminution de la conductance stomatique et une réduction des pertes
d’eau dues a la transpiration (Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki 2006, Zhang, Jia et al.
2006). Les liens unissant ABA et stress hydrique sont concrets depuis un moment
puisqu’il a été observé que la concentration en ABA diminue de manic¢re dépendante de

I’intensité du stress hydrique (Zhang, Jia et al. 2006).

1.2.2.1 Les échanges gazeux

Les échanges gazeux photosynthétiques ont pour origine le déroulement simultané
d’un ensemble de processus donnant lieu a la production ou a la fixation de CO2 et d’O2
(Pratt et Cornely 2019). L’activité photosynthétique consiste en la fixation du CO2
catalysée par I’activité carboxylase de la Rubisco accompagnée d’une émission d’oxygene
due a I’oxydation de I’eau. Ces échanges sont assurés par des structures nommées

stomates (Morot-Gaudry et Farineau 2018, Pratt et Cornely 2019).

Les stomates sont constitués de deux cellules de garde qui sont logées dans
I’épiderme (Figure 1.2). Elles présentent au niveau de leur partie commune un

¢épaississement cellulosique qui rend possible leur déformation lorsque I’eau afflue apres



une augmentation de pression osmotique dans le milieu cellulaire. Elles sont naturellement
a I’état de plasmolyse et se déforment a 1’état de turgescence, ce qui forme une sorte de

pore appelé stomate, qui est I’endroit par ou les échanges gazeux se réalisent.
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Figure 1.2 Représentation des cellules de gardes et des stomates.

Les stomates sont fermés la nuit et s’ouvrent au début de la photopériode.
Leur ouverture dépend aussi de la concentration atmosphérique en CO2 (une forte
concentration les ferme), et ce a tout moment du cycle circadien. L’acide abscissique,
peut provoquer la fermeture des stomates en se fixant a son récepteur présent sur la
membrane des cellules de garde. Cela déclenche une entrée de calcium et une
augmentation de la concentration cytosolique de Ca®*, ce qui déclenche I’entrée des ions

CI et la sortie des ions K" (Morot-Gaudry et Farineau 2018).

Le potassium et les anions correspondants sont la cause principale des variations de
pression osmotique observées dans les cellules de garde. L’ouverture des stomates est
dépendante de la concentration en potassium; plus elle baisse, moins ils sont ouverts.

L’accumulation du potassium dans le cytosol et dans la vacuole des cellules de garde est



stimulée par les radiations bleues et est accompagnée d’une sortie de protons issus du
fonctionnement d’une ATPase localisée sur la membrane du plasmalemme (Figure 1.3).
La fermeture et I'ouverture des stomates dépendent donc aussi de la lumiére

(Morot-Gaudry et Farineau 2018).
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Figure 1.3  Fonctionnement des stomates et échanges ioniques au niveau de la
membrane des cellules de garde (Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019).

En parallele, la quantité limitée d’eau dans le sol et la réduction du taux de
transpiration due a un déficit hydrique font en sorte que I’absorption des nutriments par
les racines et I’efficacité d’utilisation par la plante diminuent, car la baisse du potentiel
sol-eau, ralentit le taux de diffusion des nutriments entre la matrice du sol et la surface des
racines (Farooq, Wahid et al. 2009). Ainsi, la diffusion et le débit massique des nutriments
hydrosolubles tels que le nitrate, le sulfate, le Ca, le Mg et le Si sont diminués
(Selvakumar, Panneerselvam et al. 2012). Le taux de transpiration régule aussi I’apport et
I’afflux en COz, et la température des feuilles, ce qui fait que ces processus sont dérégulés
lors d’un stress hydrique; la température des feuilles augmente tandis que 1’apport et

I’afflux en CO2 diminuent (de Campos, de Carvalho et al. 2011).



La photosynthése est un autre processus complexe qui est grandement affecté par
les effets d’une carence hydrique, car elle est associ¢ée de prés ou de loin a tous les
¢léments et processus mentionnés ci-haut. Elle se déroule dans les cellules foliaires,
qui elles contiennent les chloroplastes, organites indispensables au déroulement de la
photosyntheése (Morot-Gaudry et Farineau 2018). Le chloroplaste est I’organite ou les
pigments photosynthétiques et les thylacoides sont retrouvés. La chlorophylle est le
composant principal du chloroplaste qui joue un rdle important dans la photosynthése.
Les pigments chlorophylliens sont essentiels pour que les plantes captent la lumiére et
’utilisent pour le fonctionnement de la photosynthése (Praba, Cairns et al. 2009). 11 a été
montré que le stress hydrique diminue considérablement la quantité et la fonctionnalité de
la chlorophylle a et b en raison d’un stress oxydatif accru ou d’une photo-oxydation accrue
(Farooq, Wahid et al. 2009, Anjum, Ashraf et al. 2017), (Figure 1.4). Ces réductions
peuvent aussi étre attribuées a la réduction de la synthése des précurseurs des pigments

chlorophylliens (Anjum, Yaseen et al. 2003).

Decrease in leaf
Internal CO,

Decrease in leaf
expansion and number

Oxidative
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to chloroplast

Diminished activities of

PEPcase, NADP-ME,
FBPase, PPDK, Rubisco

Down-regulation of Obstructed ATP hﬂeclineu:n .
non-cyclic e-transport synthesis photosynthesis

Figure 1.4  Mécanisme de dérégulation de la photosynthése proposé par Farooq et al.
2012.
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Lors de la réception d’une grande quantité d’énergie lumineuse avec une réserve de
COz2 limité sous les effets d’un stress hydrique, il y a réduction du nombre d’accepteurs
d’¢lectrons dans les chloroplastes, et la ferrédoxine reste dans un état de forte réduction,
ce qui ralentit la régénération du NADP™. Le contenu de la cellule devient plus visqueux,
ce qui engendre la dégradation des membranes et de 1’appareil photosynthétique.
Au méme moment, 1’efficacité la carboxylation et de la fixation du COz est réduite, ce qui
augmente énormément le taux de photorespiration (ensemble des réactions mises en
ceuvre par les organismes photosynthétiques suite a 1’activité de la RuBisCO) (Farooq,
Wahid et al. 2009, Farooq, Hussain et al. 2012, Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019).
La résultante est la réduction du transport des électrons, qui lui réduit la production
d’ATP, qui a son tour alteére la régénération du RuBP, déja affectée par le ralentissement
de la RuBisCO, et I’augmentation de la production d’espéces réactives d’oxygene (ROS),
qui sont produits lors du transfert d’électrons hautement énergétiques vers le
photosystéme 1. De plus, le stress hydrique cause un déséquilibre entre la lumiere capturée
et sa consommation, ce qui modifie la photochimie des chloroplastes du photosystéme
II par I’action d’oxygene singulet, augmentant la production de ROS (Farooq, Wahid et al.
2009, Farooq, Hussain et al. 2012, Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019).

1.2.2.2 Les espéces réactives d’oxygeénes (ROS)

De plus, le stress hydrique entraine la production de radicaux libres et de ROS.
Le processus par lequel les ROS causent probleme se nomme stress oxydatif (Farooq,
Wahid et al. 2009), qui est une agression des cellules via 1’action des ROS. Les éléments
conduisant a leur production ne sont pas encore trés bien compris, mais il est supposé que
le tout commence par leur accumulation dans le noyau cellulaire, le peroxysome,
la mitochondrie et le chloroplaste (Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019). Deux types
d’enzymes ont été identifiées comme productrices de ROS : la NADPH oxydase, qui est
une protéine produisant les ROS dans 1’apoplaste et dans les membranes plasmiques, et les
peroxydases apoplastiques (Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019). Les ROS les plus
communs sont les radicaux superoxyde (O2"), les radicaux hydroxyles ((OH), le peroxyde

d’hydrogeéne (H202, dont 70 % est produit par la photorespiration), les radicaux alkyles
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(RO") et les oxygenes singuletss (?02) (Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019). 11 existe des
mécanismes de nettoyage pour ¢liminer les ROS (la défense antioxydante, entre autres),

mais ils ont une capacité limitée (Figure 1.5) (Farooq, Wahid et al. 2009).

Initiation of
drought

l

Oxidative Stress

ROS and antioxidant defense

k- Defense response * Excess ROS prod_uction
. Icibaaed HOS beyond the capacity of
Steady-state level o Incrennad arlioakiant ant_lom_dant defense
dalines * Oxidative damages

Figure 1.5 Evolution de la quantité en ROS dans le temps versus la capacité de la
défense antioxydante lors d’un stress hydrique.

Lorsque la production de ROS est supérieure a celle-ci, les ROS peuvent dégrader
les acides nucléiques (oxydation, bris de la double hélice, excision d’un brin), les protéines
(oxydation des résidus d'acides aminés, clivage des liaisons peptidiques et agrégation
entre les protéines) et les membranes cellulaires/nucléaires par peroxydation lipidique,

menant ultimement a la mort cellulaire (Juan, Pérez de la Lastra et al. 2021).

1.2.3 Mécanismes d’atténuation de la sécheresse

Le stress hydrique étant un probleme complexe, les plantes nécessitent une réponse
tout aussi complexe pour leur permettre d’atténuer les effets néfastes entrainés par ce
stress. Tout comme les sections ci-haut, les mécanismes d’atténuations de la sécheresse

sont présents au niveau morphologique et physiologique.
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1.2.3.1 Evitement de la sécheresse et flexibilité phénotypique

La capacité des plantes a maintenir un état élevé d’hydratation cellulaire sous
sécheresse se nomme ¢évitement de la sécheresse (drought avoidance) et elle consiste en
une adaptation permettant d’aller chercher plus d’eau dans le sol qu’en conditions
normales et en minimisant les pertes d’eau par transpiration (Blum 2005). Le systéme
racinaire €tant le seul organe pouvant extraire 1’eau du sol, un systéme racinaire plus large
et plus profond est un trait observé de maniere importante dans les plantes ayant une
tolérance naturellement accrue face au stress hydrique. La plasticité racinaire est la
capacité d’un génotype a réguler sa croissance racinaire selon les contraintes en vigueur
(Yamauchi, Pardales Jr et al. 1994). A titre d’exemple, les génotypes Arachis hypogaea L
avec une masse de racines seéche et une densité de racine plus profonde ont produit plus
de grains que les génotypes ayant ces caractéristiques moins développées (Jongrungklang,

Toomsan et al. 2011).

La réduction de la perte d’eau par transpiration se traduit par une multitude
d’adaptation morphologique comprenant un ratio tige-racine plus €levé, une quantité de
feuilles réduites et des feuilles plus petites (Lei, Yin et al. 2006). Une résistance cuticulaire
et stomatale accrue, un nombre de stomates réduit et une orientation verticale des feuilles
sont aussi des traits importants du mécanisme d’évitement de la sécheresse (Figure 1.6)

(Wang 20006).
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Figure 1.6  M¢canismes d’actions de la plante sous un stress hydrique.

1.2.3.2 Meécanisme d’action de ’acide abscissique et fermeture stomatique

La fermeture stomatique est l'une des premieres réponses en cas de sécheresse
concomitante avec la réduction du potentiel hydrique et la perte de turgescence associée
a la diminution de la teneur relative en eau. Elle peut étre considérée comme la premiére
ligne de défense contre le stress hydrique, car elle est beaucoup plus rapide que les autres
réponse (Agurla, Gahir et al. 2018). Sous conditions de sécheresse 1égere, la fermeture
stomatique joue un role protecteur pour réduire la perte et augmenter l'efficacité de son
utilisation, mais en cas de forte sécheresse, cela devient dangereux. Elle est dépendante
de plusieurs facteurs qui sont également modifiés par le stress hydrique parmi lesquels se
trouvent la disponibilité de 1'eau du sol, le déficit de pression de vapeur, les précurseurs
de l'acide abscissique (ABA) ou des cytokinines, la composition minérale et le pH du

xyléme (Agurla, Gahir et al. 2018).

L’ABA agit comme un régulateur important et permet de raffiner le spectre de
fonctions pour permettre aux plantes pour faire face au stress hydrique. Sa présence
favorise un efflux d’anions et de potassium résultant en une baisse de la turgescence et en

la fermeture des stomates (Agurla, Gahir et al. 2018). Cette fermeture est aussi médiée par
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les d’espeéces réactives d’oxygéne (ROS) et d’azote (NOS), la concentration
cytosolique en Ca?’, les protéines G, des protéines kinases, des phosphatases et des
phospho/sphingolipides (Figure 1.7) (Agurla, Gahir et al. 2018). Les ROS, NOS, le Ca*"
la kinase OST1 et les phosphatases ABII/ABI2 forment le centre du réseau de
signalisation induisant la fermeture stomatique (Agurla, Gahir et al. 2018). La fixation de
I’ABA sur les récepteurs RCAR/PYRI/PYL induit des changements de conformations
facilitant la liaison réversible des phosphatases ABI1/ABI2. Leur liaison libére 1'effet
inhibiteur des PP2C (phosphatase de type 2C) sur SNF1 conduisant a l'activation de la
NADPH oxydase et a la libération de ROS (Agurla, Gahir et al. 2018). Ceux-ci,
avec I’ABA, ont pour rdle 1’élévation de la concentration en NOS, en Ca*" et du pH
cytosolique. Les NOS ont pour rdles la régulation des enzymes produisant les ROS/NOS
et la régulation des canaux ioniques (Agurla, Gahir et al. 2018). Le Ca** active les canaux
anioniques de type S et ferme les canaux potassiques, conduisant a la fermeture
stomatique. L’élévation de Ca®" active des kinases calcium dépendantes (CDPKs),
comme la OSTI, activent les canaux anioniques lents (SLAC). Au final, toute cette
cascade de signalisation mene a la baisse de la concentration ionique intracellulaire des
cellules de gardes et ultimement a la fermeture des stomates (Figure 1.8) (Agurla, Gahir

et al. 2018).
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Figure 1.7  Modifications intracellulaires médiées par I’ABA.

L’ABA a aussi ét¢ observé ayant une multitude d’effets chez la laitue.
Son accumulation augmente la concentration de proline et d’acides aminés (Al Mubhairi,
Cheruth et al. 2015). Des modifications causées par I’ABA sur la concentration de
molécules antioxydantes (o-tocophérol et acide ascorbique) ainsi que sur I’activité
d’enzymes antioxydantes (SOD, CAT, POX) ont aussi été observées (Al Muhairi, Cheruth
et al. 2015).
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Figure 1.8  Schéma présentant le mécanisme de transduction des signaux
hormonaux/métaboliques menant a la fermeture des stomates sous I’effet
d’un stress hydrique.

En réponse a la surproduction des ROS, les végétaux ont développé un mode de
défense, la défense antioxydante, se divisant en deux sections, soit enzymatique
(Figure 1.9) et non enzymatique (Figure 1.10). La défense enzymatique se compose de
sept enzymes, qui sont la superoxyde dismutase, la peroxydase, la catalase, la glutathionne
réductase (GR), la glutathionne-S-transférase (GST), la glutathionne peroxydase (GPX)
et D’ascorbate peroxydase (APX) (Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019). L’enzyme
antioxydante SOD est localisée dans tous les compartiments cellulaires susceptibles aux
dommages médiés par les ROS et sa cible principale est 1’Oz2", qui est réduit en H2O2 et en
Oz (Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019). La POD est normalement impliquée dans la
signalisation médiée par les ROS dans 1’apoplaste, mais lorsque ceux-ci sont en trop grand
nombre, elle réduit ’O2” en O2 (Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019). La CAT est une
enzyme importante dans la réponse antioxydante et elle peut dégrader environ 6 millions
de molécules de peroxyde d’hydrogéne par seconde en eau et en oxygene gazeux
(Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019). La GR, une enzyme chloroplastique, a un role
important dans le cycle de I’acide ascorbique et de la glutathionne, qui est un cycle aidant
a la détoxification des effets des ROS (Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019). La GPX est

une enzyme utilisant la glutathionne pour réduire le peroxyde d’hydrogene en eau et en
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oxygeéne gazeux (Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019). La GST a pour implication
principale dans la réponse antioxydante la réduction des hydroperoxydes (Dixon et
Edwards 2010, Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019). L’APX est une autre enzyme
impliquée dans le cycle de I’acide ascorbique et de la glutathionne. Elle est chargée de
capter et de réduire le peroxyde d’hydrogene en eau, ce qui en fait une enzyme importante

dans la défense antioxydante enzymatique (Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019).

Enzymatic scavenging system Enzyme symbol; EC Reacts with
Superoxide dismutase S0D; EC 1.15.1.1 0,

‘Peroxidase POD;EC I.11.1.x ROS (detoxification)
Catalase CAT:ECL.11.1.6 H-0,

Glutathione reductase GR;EC 1.64.2 G5H cycle
Glutathione S-transferases GST; EC 2.5.1.18 Hydroxyperoxide
Glutathione peroxidase GPX:EC1.11.1.9 H.0,

Ascorbale peroxidase APX:EC1.11.1.11 H,0,

Figure 1.9  Enzymes principales, ainsi que leur cible, dans la défense antioxydante
enzymatique (Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019).

La défense antioxydante non enzymatique est composée de sept molécules,
soit la proline, la glycine bétaine, 1’a-tocophérol, I’acide ascorbique, les caroténoides,
les flavonoides et la glutathionne. Le mécanisme général de cette défense est le don
d’¢lectrons des antioxydants aux ROS, ce qui a pour but de les rendre moins toxiques
(Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019). Un bon antioxydant est une molécule dont la forme
oxydée n’est pas toxique, en plus d’étre une molécule recyclable (Gest, Garchery et al.

2012).

Nonenzymatic

scavenging system | Class of compound Reaction with ROS

Proline Osmolyte | Helps to preserve drought tolerance

Glycine betaine Osmolyte @ps to preserve drought tolerance
a-Tocopherols Vitamin E Helps to maintain cell homeostasis

Ascorbic acid Vitamin C Helps to maintain cell homeostasis

Carotenoids Tetraterpenoid Photoprotective role in ROS scavenging
Flavonoids Secondary metabolite | Neutralizes free radicals o
Glutathione Glutathione Protects the photosynthetic apparatus from ROS

Figure 1.10 Principales molécules impliquées lors de la défense antioxydante non
enzymatique (Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019).
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1.2.4 Geénes et protéines exprimés lors de la réponse face au stress hydrique

Une multitude de génes et de protéines sont exprimés en réponse face au stress
hydrique (Figure 1.11). Des geénes d’osmosenseurs, qui codent pour des protéines
détectant la pression des membranes plasmiques, sont impliqué dans la perception rapide
d’un stress hydrique (Bhatla et Lal 2018). La transcription de ATHKI, un osmosenseur,
est régulée a la hausse chez Arabidopsis, menant a [’activation de ses fonctions
cytoplasmiques. Sa portion cytoplasmique agit comme une kinase, stimulant le

durcissement des tissus végétaux via une chaine de transduction médiée par

phosphorylation protéique (Bhatla et Lal 2018).
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Figure 1.11 M¢écanisme de la perception d’un stress hydrique chez les plantes
(Bhatla et Lal 2018).

Le gene de I’enzyme PSCDH est régulé a la hausse et est impliqué dans la régulation
des ROS et dans le catabolisme de la proline vers le L-glutamate (Rizzi, Monteoliva et al.
2015). Elle régule la quantité de proline présente, permettant d’éviter une toxicité associée
aune trop grande quantité (Rizzi, Monteoliva et al. 2015). Les aquaporines (PIP, TIP, SIP,

NIP) sont des protéines facilitant le transport membranaire médié par les protéines et
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facilitant le transport de 1’eau d’un compartiment cellulaire a 1’autre (Farooq, Wahid et al.
2009). 11 a été observé que ces protéines jouent un role important dans la défense face au
stress hydrique. Elles contrdlent l'absorption d'eau par les racines en déclinant la
conductivité hydraulique (Javot et Maurel 2002) et jouent un rdle majeur dans

I’osmorégulation cellulaire (Javot, Lauvergeat et al. 2003).

Plusieurs autres familles de protéines sont aussi impliquées dans la réponse face au
stress hydrique. Il y a induction du geéne DREB2B (DEHYDRATION-RESPONSIVE
ELEMENT BINDING GENE 2), qui est un geéne impliqué dans les voies de signalisation
sous conditions de stress. La manipulation de ce géne peut améliorer la tolérance a la
sécheresse (Choi, Rodriguez et al. 2002, Agarwal, Agarwal et al. 2006). La famille des
«EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION » (PDHI, erdl5) est une autre famille
importante. Ces génes sont définis comme rapidement activés par le stress hydrique.
Les protéines codées présentent une grande diversité structurelle et fonctionnelle,
avec une classe particuliere de protéines agissant comme connecteurs des voies de réponse

au stress (Alves, Fontes et al. 2011).

L'expression de certaines déshydrines (DHN3) et de certains génes abondants de
'embryogenese tardive (ou late embryogenesis abundant genes, LEA-14-A) ont également
¢été observés sous stress hydrique (Zhao, Ren et al. 2007). Bien que ’effet des déshydrines
ne soit pas totalement compris, il est supposé qu’elles stabilisent les interactions
hydrophobes a grande échelle, telles les structures membranaires ou des plaques
hydrophobes de protéines, en s’y liant de maniére non-spécifique (Borovskii, Stupnikova
et al. 2002). Il a aussi été observé qu’elles peuvent lier des ions métalliques, I’ADN,
les phospholipides et qu’elles peuvent directement capter des radicaux libres pour limiter
les effets de stress abiotiques (Liu, Song et al. 2017). Les protéines de choc thermique de
faible poids moléculaire (sHSP) jouent également un role dans l'amélioration de la
capacité des plantes a faire face a des stress abiotiques (Wahid, Gelani et al. 2007, Hussain,
Khan et al. 2016, Hussain, Yin et al. 2016). Elles facilitent le repliement natif des protéines
et jouent un role important en empéchant ’agrégation irréversible des protéines

dénaturées (Sarkar, Kim et al. 2009). Les enzymes antioxydantes (SOD, CAT1) sont
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particuliérement importantes puisqu’elles interagissent et dégradent directement les ROS
et diminue I’intensité du stress oxydatif initi¢ par la sécheresse. Elles font partie de la
réponse antioxydante enzymatique et sont surexprimées en condition de stress hydrique

(Hasanuzzaman, Hakeem et al. 2019).

1.3 Les PGPR

Les ¢tudes récentes commencent tout juste a dresser le role des communautés
microbiennes lors de la lutte contre le stress hydrique. Ces derniéres influencent non
seulement la plante, mais les communautés bactériennes elles-mémes en induisant la
formation de biofilms (Khan et Bano 2019), d’osmoprotectants (Vurukonda, Vardharajula
etal. 2016) et des changements morphologiques au niveau racinaire et aériens (Francisco,
Ma et al. 2019). Dans 1'ensemble, la sécheresse a un impact sur 1'hétérogénéité du sol,
limite la mobilité et l'acceés aux nutriments, et augmente l'oxygene du sol, produisant
souvent une diminution substantielle de la biomasse microbienne (Naylor et Coleman-
Derr 2018, Jansson et Hofmockel 2020). Parmi les Plant Growth-Promoting Rhizobacteria
(PGPR), les espéces du genre Bacillus sont considérées comme des PGPR importants,
produisant une vaste gamme de métabolites secondaires biologiquement actifs qui
peuvent potentiellement inhiber la croissance des agents pathogenes des plantes et des
micro-organismes rhizosphériques déléteres en plus d’améliorer la croissance des plantes

en condition normales ou de sécheresse (Ongena et Jacques 2008).

1.3.1 Bacillus velezensis

Bacillus velezensis est une bactérie aérobique, Gram-positive, formant des
endospores qui favorise la croissance des plantes (Rabbee, Ali et al. 2019). De nombreuses
souches de cette espece ont été signalées comme inhibant la croissance des agents
pathogenes microbiens, y compris les bactéries, les champignons et les nématodes, en plus
de produire des biofilms, des sidérophores, des composés organiques volatiles et de

stimuler la résistance systémique induite (Rabbee, Ali et al. 2019).
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1.3.2 Bacillus megaterium

Bacillus megaterium est une bactérie sporulant en forme de batonnet, Gram positif,
principalement aérobique et présente dans des habitats treés divers (Vos, Garrity et al.
2011). Elle est reconnue pour faiblement fixer 1’azote atmosphérique (N2), comme agent
de biocontrdle, pour sa capaciter a produire un large éventail d’enzyme en grande quantité
et pour sa production de molécules surfactantes appartenant a la famille des surfactines

(Vary, Biedendieck et al. 2007, Vos, Garrity et al. 2011).

1.3.3 Bacillus paralicheniformis

Bacillus paralicheniformis est une espéce de Bacillus anaérobique facultatif et
motile & Gram positif (Du, Ma et al. 2019). Elle est reconnue pour sa production
d’enzymes trés variée et d’antibiotiques, permettant un biocontréle autours des racines

(Rey, Ramaiya et al. 2004).

1.3.4 Consortium bactérien

Un consortium bactérien est défini comme étant un groupe d’au moins
deux bactéries (ou microorganismes) vivant en symbiose et travaillant ensemble
permettant des effets plus prononcés que si elles étaient seules (Madigan, Brender et al.
2019). Un consortium peut apporter une multitude d’effets bénéfiques pour la plante,
allant de changements de ’activité phytohormonale au biocontrdle et a la réduction des
effets de stress abiotique, comme le stress hydrique (Ongena et Jacques 2008, Kaushal et
Wani 2016). L’écosysteme de la rhizosphére est un trés bon exemple de consortium
naturel. Cependant, il est maintenant possible d’isoler spécifiquement des PGPR et de les
combiner pour former un nouveau consortium. Le Era Boost Pro est un consortium
bactérien composé de 5 souches de Bacillus (deux souches de Bacillus velezensis,
deux souches de Bacillus megaterium et une de Bacillus paralicheniformis) qui est
commercialisé¢ par Ulysse Biotech. Plusieurs études de cas en champs ou chambre de

croissance chez Ulysse ont permis de montrer que le consortium a un effet bénéfique sur
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la croissance et les rendements de la laitue, du chou, des fraises, des pommes de terre,

du mais et des tomates en serre.

1.4 Meécanismes d’action des PGPR

Les PGPR peuvent étre retrouvées dans la rhizosphére, dans les racines (aussi
nommées endophytes), a la surface des sols et sur les différents tissus végétaux (Martins,
Soares et al. 2015). Elles peuvent induire la production de composé antimicrobiens,
de phytohormones et de sidérophores, ce qui permet de modifier la réponse immunitaire
de la plante pour une croissance optimale (Kim, Glick et al. 2012). Le processus par lequel
ces bactéries induisent une tolérance au stress hydrique est nommé Rhizobacterial-induced
drought endurance and resilience (RIDER) et il implique 7 mécanismes : (1) des
changements dans l'activité phytohormonale; (2) production d'aminocyclopropane-1-
carboxylate désaminase (ACCd) pour réduire le niveau d'éthyléne dans les racines;
(3) accumulation d'osmolytes qui conférent aux plantes une tolérance a la sécheresse;
(4) production d'exopolysaccharides bactériens (EPS); (5) production de composés
organiques volatils microbiens (mVOC); (6) défense antioxydante (Porcel, Zamarrefio
et al. 2014, Kumar et Verma 2018) et (7) induction de génes sensibles au stress par PGPR
(Poudel, Mendes et al. 2021).

1.4.1 Changements dans I'activité phytohormonale

Les PGPR sont reconnus pour manipuler les taux d’hormones de croissance
végétales comme les cytokines (Liu, Xing et al. 2013), ’ABA (Egamberdieva, Wirth et al.
2017), 'TAA (Indole-3-acétique acide) (Jochum, McWilliams et al. 2019, Namwongsa,
Jogloy et al. 2019) et réduire la production d’éthyléne (Namwongsa, Jogloy et al. 2019).
Les auxines améliorent la tolérance au stress en augmentant la croissance des poils
racinaires, des racines elles-mémes et en les modifiant (Cassan, Vanderleyden et al. 2014)
d’une maniére permettant une meilleure absorption de I’eau et des nutriments présents
dans le sol (Egamberdieva, Wirth et al. 2017). L’IAA est connue pour déclencher des

voies de signalisation dépendantes de la sécheresse lors de l'exposition au stress hydrique
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(Poudel, Mendes et al. 2021). De plus, I’application d’un consortium de Rhizobium
leguminosarum (LR-30), Mesorhizobium ciceri (CR-30 and CR-39) et Rhizobium
phaseoli (MR-2) sur du blé¢ a amélioré la croissance, la biomasse et ’indice de tolérance

a la sécheresse de cette culture (Hussain, Zahir et al. 2014).

1.4.2 Production d'aminocyclopropane-1-carboxylate désaminase (ACCd)

L’enzyme 1-aminocyclopropane-1-carboxylate désaminase (ACCd) est le produit
de PGPR le plus étudié¢ (Danish, Zafar-ul-Hye et al. 2020). Avec des ressources en eau
limitées, les plantes augmentent leur production d’éthyléne, ce qui inhibe leur croissance
en réduisant la taille des racines et des tiges (Liu, Xing et al. 2013). Ce stress stimule aussi
la production d’un précurseur d’éthyleéne, 1’acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique
(ACC), ce qui augmente 1I’accumulation d’éthyléne dans les plantes stressées (Gamalero
et Glick 2015). Une production d’ACCd produite par la souche PGPR Achromobacter
piechaudii ARVS confeére une tolérance contre le déficit hydrique dans la tomate et les
poivrons se traduisant par une augmentation significative des poids humides et secs
(Mayak, Tirosh et al. 2004). De plus, une augmentation des transcrits liés a la division et
a la prolifération cellulaires, une régulation négative des génes liés au stress (Hontzeas,
Saleh et al. 2004), une régulation a la hausse des geénes sensibles a 1’auxine et une
régulation a la baisse des genes du métabolisme de 1’éthyléne ont été observés suite
a l’action de PGPR producteur d’ACCd en conditions de stress hydrique (Wang,
Ohara et al. 2005).

1.4.3 Accumulation d'osmolytes

Une autre réponse des plantes est ’augmentation de la production de molécules et
d’ions ayant des propriétés osmoprotectrices, tels que les sucres solubles, les bétaines,
les acides organiques, des acides aminés, le calcium, le potassium et le chlore (Huang,
DaCosta et al. 2014). La proline, un osmolyte libéré par les PGRP dans la région racinaire,
est un des plus importants et 1’augmentation de sa production sous un stress hydrique

résulte en une stabilisation des structures subcellulaires, un ajustement osmotique et la
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capture des radicaux libres (Ngumbi et Kloepper 2016). Des niveaux de prolines de
trois a quatre fois plus €élevés ont été observés dans les feuilles de concombre (Wang,
Yang et al. 2012) et dans les pois chiches (Sharma, Khanna et al. 2013) traités par un
mélange de PGPR, dont des Bacillus.

L’accumulation d’autres molécules due a la présence de PGPR, telles que la choline
et le glycine bétaine, résulte aussi en une tolérance accrue au stress hydrique (Gou, Tian
etal. 2015). Bien que la glycine bétaine ne capte directement les ROS, sa synthése produit
du H202 qui active les enzymes captant les ROS et atténue ainsi le stress oxydatif.
Une accumulation rapide de glycine bétaine dans Oryza inoculée avec Pseudomonas
pseudoalcaligenes a été observée, conférant une tolérance accrue au stress hydrique
(Jha, Subramanian et al. 2011). Le tréhalose, un disaccharide non réducteur, est un
osmoprotectant trés puissant produit par les PGPR sous des conditions de sécheresse
extrémes. Il stabilise les enzymes et les membranes déshydratées (Yang, Kloepper et al.
2009), en plus d’agir comme molécule signal. Cette fonction se fait par 1I’expression a la
hausse du geéne de la trehalose-6-phosphate synthase et cela permet la protection de

I’intégrité des membranes cellulaires (Vilchez, Garcia-Fontana et al. 2016).

1.4.4 Production d'exopolysaccharides bactériens (EPS)

Les PGPR sont reconnus pour produire des biofilms bactériens hydrophiles autours
des racines. Ces derniers fonctionnent comme une couche de protection additionnelle
protégeant les racines de la dessication et modifiant la structure du sol et ses
propriétés d'agrégation (Rolli, Marasco et al. 2015). Ils sont principalement composés
d’exopolysaccharides (EPS), molécules en matrice de polymere avec 97 % d’eau (Bhaskar
et Bhosle 2005), et sont relachés dans le sol sous forme de matériaux capsulaires ou
visqueux et agissent comme des capsules protectrices autour des agrégats du sol en raison
de la formation de ponts cationiques, de liaisons hydrogéne, des forces de Van der Waals
et des mécanismes d'adsorption d'anions. Ils améliorent la rétention d’eau de maniére
significative (pouvant aller de plus de 70 g d’eau par gramme d’EPS) et régulent la

diffusion du carbone organique (Chandra, Wunnava et al. 2021). La production d’EPS par
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des cellules bactériennes stressées se fait par la production de guanine cyclases, menant a
la production de Di-GMP cyclique et de protéines adhérentes impliquées dans la formation

de biofilms (Borlee, Goldman et al. 2010).

1.4.5 Induction de génes sensibles au stress par PGPR

Il a été¢ montré que les profils d’expression des génes DREB2B, P5CS, PIP et TIP
sont modifiés par suite d’un traitement de PGPR (Vaishnav et Choudhary 2019).
Deux génes de réponse a la dessiccation (RD29A4/RD29B), un géne participant au
métabolisme de la proline (PDHI), un participant a la stabilisation des membranes
(sHSP 17.8), des genes d’enzymes antioxydantes (SOD, CATI) et un géne de réponse
rapide (erd15) ont tous été identifiés comme régulés a la hausse par suite d’un traitement
de PGPR (Sarma et Saikia 2014, Sukweenadhi, Kim et al. 2015, Ghosh, Sen et al. 2017,
Vaishnav et Choudhary 2019, Liu, Li et al. 2021). Un effet sur les déshydrines (DHN3,
LEA-14-A) et sur la méthylation de I’ADN (MET1B) ont aussi été notés (Gagne-Bourque,
Mayer et al. 2015).

1.5 Les aquaporines

La plupart des membranes biologiques présentent un degré €levé de perméabilité
a l'eau malgré leurs caractéristiques fondamentalement hydrophobes. Cependant,
en conditions physiologiques, seulement une petite fraction de I’eau et des solutés entre
les cellules par diffusion (Taiz, Zeiger et al. 2015, Bhatla et Lal 2018). Pour compenser
cela, il existe les aquaporines, qui sont des canaux protéiques spécialisés dans le transport
de I’eau de part et d’autre des membranes, tout en empéchant certains ions d’y pénétrer.
De plus, le transport se fait également via des protéines associées a d'autres fonctions,
comme des uniporteurs ou des cotransporteurs (Taiz, Zeiger et al. 2015, Bhatla et Lal

2018).

Les aquaporines sont des protéines tres hydrophobes constituées de 250 a 300 acides

aminés et de taille variant entre 26 et 35 kiloDalton (kDa) (Quigley, Rosenberg et al.
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2001). A ce jour, plus de 500 aquaporines, divisées en quatre familles (PIP, TIP, SIP et
NIP) ont été identifiées dans le régne végétal (Quigley, Rosenberg et al. 2001). Elles ont
pour fonctions d'absorber, de conserver ou d’excréter I’eau et jouent un réle majeur dans
le contrdle et le maintien de I'hydratation des organismes vivants (Taiz, Zeiger et al. 2015,
Bhatla et Lal 2018). Elles sont totalement étanches aux protons, ce qui permet aux cellules
de conserver leur potentiel €lectrochimique, et sont contrélées de manieére hormonale

(Taiz, Zeiger et al. 2015, Bhatla et Lal 2018).

Leur structure consiste en 6 hélices alpha s'insérant dans la bicouche lipidique
membranaire (Quigley, Rosenberg et al. 2001). Ces hélices sont reliées entre elles
par des boucles d'acides aminés et forment une structure fonctionnelle composée de
quatre monomeres. Chaque sous-unité du tétramere peut former un canal permettant
le passage de I’eau; ils sont donc indépendants. Les extrémités C et N terminales
des aquaporines sont localisés dans le cytosol (Quigley, Rosenberg et al. 2001).
Les aquaporines possédent un motif de trois acides aminés extrémement conservés qui est
au ceeur du transport de 1’eau (Quigley, Rosenberg et al. 2001). Ce dernier est le motif
asparagine-proline-alanine, ou NPA, et il est situé sur les boucles de connexion des
hélices I et V (Quigley, Rosenberg et al. 2001). Le pore est formé par ses deux boucles

contenant les domaines NPA (Figure 1.12).

Cytosol COOH H20

Figure 1.12 Représentation de la structure et du fonctionnement d’une aquaporine.
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Lorsqu’un monomere est fonctionnel, les boucles hydrophiles se reconfigurent de
sorte que les deux motifs NPA se font face a travers la membrane pour former un canal
sélectif aux molécules d’eau (Quigley, Rosenberg et al. 2001). En fait, I’interaction de ces
deux boucles forme une septieme hélice créant un étranglement de 0,3 nm de diametre
dans le canal sélectif a I’eau. Des analyses par cristallographie a rayon X montrent que les
aquaporines possedent deux entrées coniques, qui, avec un angle d'ouverture bien choisi,
permettraient une large augmentation de la vitesse de transport de 1’eau (Quigley,

Rosenberg et al. 2001).

La régulation du transport de 1’eau par ces protéines n’est pas encore bien comprise,
mais il est supposé que les liaisons hydrogeéne des groupes latéraux aminés des
deux résidus Asn faisant face a la lumicre du canal en sont responsable (Taiz, Zeiger et al.
2015, Bhatla et Lal 2018). La sélectivité du canal se fait en partie par sa taille (3 A), qui est
trés prés de celle d’une molécule d’eau (2.8 A). A mesure qu’une molécule d'eau approche
le canal, son atome d'oxygéne s’oriente vers les deux résidus Asn créant un champ
¢lectrostatique positif (Taiz, Zeiger et al. 2015, Bhatla et Lal 2018). En conséquence,
les molécules d'eau rompent leurs liaisons hydrogéne entre elles et forment a la place des
liaisons hydrogene avec les portions amine des résidus Asn. Cela permet la production
d’une chaine de liaisons hydrogene, permettant un transport rapide de I’eau (Figure 1.13).
La vitesse de transport se situe généralement autour de 1*10° molécules d’eau par seconde

(Taiz, Zeiger et al. 2015, Bhatla et Lal 2018).
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Figure 1.13 Représentation des liaisons hydrogeéne entre les molécules d’eau en phase
liquide.

L'expression des geénes de l'aquaporine dans les plantes n’est pas constante,
elle dépend d’une variété de facteurs environnementaux, comme la disponibilité de I'eau
et des nutriments, le stress ionique, le stress hydrique, I'anoxie et la qualité/intensité de la
lumiére (Quigley, Rosenberg et al. 2001, Taiz, Zeiger et al. 2015, Bhatla et Lal 2018).
Le pH cytosolique modifie également le mouvement de l'eau a travers les aquaporines.
En conditions d’anoxie, le pH cytosolique devient trés acide et méne a une grande
réduction de la vitesse du transport de 1’eau (Taiz, Zeiger et al. 2015, Bhatla et Lal 2018).
Les aquaporines sont largement soumises aux modifications post-traductionnelle,
telles que la phosphorylation et la méthylation des extrémités C et N terminales.
La phosphorylation des aquaporines au niveau des résidus de sérine conduit également a
la fermeture des canaux, ce qui en fait un point de régulation (Quigley, Rosenberg et al.

2001, Taiz, Zeiger et al. 2015, Bhatla et Lal 2018).

1.6 La laitue

La laitue Lactuca sativa est un 1égume de grande culture tres important. Sur le plan
nutritionnel, elle est faible parmi les autres cultures maraicheres; composée a 95 % d’eau

avec des quantités variables de phosphore, de fer, de sodium et de potassium, selon le
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cultivar. Les feuilles ont des niveaux plus élevés d’acide ascorbique, de vitamine A et de
calcium (Martinez-Sanchez, Tudela et al. 2011). C’est une plante extrémement sensible a
la sécheresse en raison de son systéme racinaire peu profond (Kizil, Genc et al. 2012).
Drailleurs, cette caractéristique fait qu’elle est souvent utilisée comme modele lors
d’¢tudes impliquant le stress hydrique (Porcel, Azcon et al. 2005, Porcel, Aroca et al.

2006).

1.7 Le but du projet de recherche

Bien qu’il existe des programmes de développement de cultivars présentant une
tolérance a la carence hydrique, les récents changements climatiques observés ont entrainé
des sécheresses sans précédent auxquelles méme les plantes les mieux adaptées a résister
a ces stress ont grandement souffert. Ces changements se produisent a une vitesse telle
que les plantes ne disposent pas du bagage génétique nécessaire pour résister
(Diffenbaugh, Swain et al. 2015, Jiménez-Muioz, Mattar et al. 2016). Ulysse Biotech est
une jeune entreprise se spécialisant dans la formulation de consortium de PGPR. Un de
leur produit, le Era Boost Pro (consortium de 5 Bacillus), semble permettre aux plantes de
mieux résister & la sécheresse lors d’essais en conditions controlées et en champs.
Des données préliminaires obtenues a partir de la lentille d’eau semblent indiquer que ce
consortium module I’expression du transcriptome végétale et induit les phénomenes
menant a la turgescence, a I’expression de facteurs de transcription affectant les stomates
et induit I’expression de geénes de réponse a la sécheresse. Les génes mentionnés
précédemment sont tous des geénes ciblés par ce projet et sont tous présentés a I’annexe A
« Tableau A4 ». Ainsi, le but de cette étude est d'asseoir sur des bases scientifiques les
affirmations d'Ulysse quant a I'augmentation de la résistance a la sécheresse en répondant
a la question suivante : comment le consortium agit-il sur différents génes pour conférer
une tolérance accrue au stress hydrique a un cultivar trés sensible a ce stress? Ce dernier
est la laitue (Lactuca sativa, cultivar Boston), car il s’agit d’une espece particulicrement
sensible a la sécheresse qui est souvent utilisée comme modéle dans les études
de sécheresse (Porcel, Azcon et al. 2005, Porcel, Aroca et al. 2006). Pour ce faire,

une expérience de stress hydrique divisée en quatre conditions a été réalisée sur la laitue
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en chambre de croissance. Des échantillons de feuilles seront prélevés a trois différents
points d’échantillonnage et leurs ARNs seront extrait, complémentées par des mesures
agronomiques. Une rétrotranscription (RT) sera réalisée, puis une analyse de PCR
quantitative (qPCR) sera utilisée. Les génes de références sont tirés de Borowski, Galli
etal., 2014). La normalisation des résultats se fera selon la méthode décrite dans Taylor,

Nadeau et al, 2019) tandis que I’analyse statistique sera le test de Student au seuil p < 0,05.

1.8 Objectifs et hypothéses

Les hypotheses sont que le consortium bactérien Era Boost Pro a un effet positif sur
divers paramétres agronomiques (masse humide et conductance stomatique) de la laitue
en conditions normales et de stress hydrique, et qu’il a un effet significatif sur I’expression
des génes de réponse au stress hydrique de la laitue. Les objectifs de ce projet sont :
réaliser 1’expérience de stress hydrique en maintenant un stress constant, mesurer les
différents paramétres agronomiques, réaliser les extractions d’ARN, la RT et détecter la
présence des ADNc des genes a I’étude et déterminer 1’impact du consortium bactérien

sur les genes de la laitue étudiés en conditions normales et de sécheresse.



CHAPITRE I1

MATERIELS ET METHODES

2.1 Réalisation de I’expérience de sécheresse

Des graines de laitues (Lactuca sativa, cultivar Boston, obtenu de NORSECO,
Montréal, QC, Canada) ont été plantées dans des rondelles Jiffys a raison de 3 a 5 graines
par rondelle. Six bacs avec dome contenant 100 rondelles chacun ont été préparés et de
I’eau a été ajoutée jusqu’a la saturation des rondelles. Apres 10 jours, les plantules
excédentaires ont été retirées pour obtenir une seule plantule par rondelle puis la moitié
des bacs ont été mis en contact avec 1 L d’Era Boost Pro a une concentration de 0,25 mL/L
pendant 24 h, puis le liquide a été retiré. Au jour 14, 320 rondelles ont été transplantées
dans des pots de 5 L contenant le terreau Lambert LM-HP a raison de deux rondelles par
pot pour un total de 160 pots. L’humidité du sol été maintenu a un niveau optimal (entre
5 et 20 kPa) grace aux mesures des tensiometres IRROMETER LT (Dubois Agrinovation)
et d’un arrosage manuel. L expérience a été réalisée dans une chambre de croissance dans
une disposition des pots randomisés consistant en quatre conditions (Traité¢ T, non traité-
non stressé PT, traité-stressé TS et non traité-stressé PTS) avec cinq réplicats biologiques
par condition. Aprés 35 jours (TO), le stress hydrique a été appliqué en retirant
completement I’irrigation pour les deux conditions stressées, et ce, jusqu’a la fin de
I’expérience (49 jours). L’humidité du sol pour les conditions non stressées a été
maintenue a un niveau optimal comme mentionné ci-haut. L’expérience a été divisée en
trois points d’échantillonnages (TO a T2) a raison d’un échantillonnage par semaine.
Des photos des laitues, ainsi que d’autres mesures, telle la température de la piece
(thermometre mural), la conductance stomatique (SC-1 Leaf porometer), 1’intensité
lumineuse (Lcd. Mextech LX-101 Digital Lux Meter) et la masse humide des laitues a la
récolte ont été prises a chaque point d’échantillonnage. Ces mesures ont été prises en
suivant les instructions du fabricant fournies avec les appareils. Les échantillons de

feuilles ont été récoltés sur les cinq réplicats biologiques de chaque condition a I’aide d’un
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poingon a raison de cing poingons par feuille (environ 100 mg) et immédiatement
congelés a I’aide d’un bain (mélange d’alcool absolu et de glace séche), puis entreposés a

-80 °C jusqu’a I’extraction d’ARN.

2.2 Extraction d’ARN total et synthése du cDNA

L’ARN total de trois réplicats biologiques par condition a été extrait a 1’aide du
Total Plant RNA Mini Kit (Geneaid, New Taipei City, Taiwan) en suivant les instructions
du fournisseur avec les modifications suivantes : les tissus ont été broyés pendant
30 secondes a I’aide du Tissue Lyser II (Qiagen, Hilden, Allemagne), le tampon RB est
utilisé a 1’étape 1 et la digestion a la Dnase I est réalisée directement dans la colonne a
I’étape 2. La concentration et la qualité de I’ARN ont été¢ évaluées a 1’aide des ratios
A260/A280 et A260/A230 obtenus a partir du NanoPhotometer® N60/N50 (IMPLEN,
Westlake Village, CA, Etats-Unis), puis I’intégrit¢ de 'ARN a été évaluée par gel
d’agarose 1 %. Tous les ARN ont été rétro-transcrit en utilisant le kit Sensifast cDNA
synthesis (Meridian Bioscience, Memphis, Tennessee, USA) en suivant les instructions
du fournisseur avec la méthode des oligo-dT. Un microlitre de chaque échantillon a été
prélevé puis mélangé pour générer un pool d’ADNc servant a 1’optimisation des

conditions de qRT-PCR.

2.3 Conception des amorces et conditions de qRT-PCR

Trois genes de référence (APTI, TIP41 et EIF4A1) ayant été¢ décrit comme étant
stable en condition de stress hydrique (Borowski, Galli et al. 2014) ainsi que 14 génes
potentiellement impliqués dans la réponse face au stress hydrique (SUPEROXYDE
DISMUTASE (SOD), DEHYDRATION-RESPONSIVE ELEMENT-BINDING PROTEIN 24-
RELATED (DREB2B), DEHYDRIN (DHN3), DESICCATION-RELATED PROTEIN LEA14-
RELATED (LEA-14-A), CYTOSINE-SPECIFIC METHYLTRANSFERASE (METIB),
AQUAPORIN TRANSPORTER (PIP), AQUAPORIN TIPI-1 (TIP), PEROXYGENASE
(RD29A/RD29B), PROLINE DEHYDROGENASE (PDHI1), PYRROLINE-5-CARBOXYLATE
DEHYDROGENASE (P5CDH), SMALL HEAT-SHOCK PROTEIN HSP20 FAMILY (sHSP),
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PROTEIN EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION 15 (ERDI), CATALASE
PEROXIDASE (CAT1) et AQUAPORIN TRANSPORTER // AQUAPORIN TIP2-1 (TIP2;1).
Certaines publications indiquent une modification de 1’expression de ces genes par les

PGPR (Gagne-Bourque, Mayer et al. 2015, Poudel, Mendes et al. 2021).

Les séquences des transcrits des 14 génes €valués ont ¢té identifiées sur Phytozome
a l’aide du logiciel BLASTn contre le génome de la laitue le plus récent a ce jour
(Lactuca sativa V8) en utilisant les homologues d'Arabidopsis comme requéte.
Les amorces spécifiques (Tableau A.1) ont été congues a I’aide séquences des transcrits
des 14 genes et du logiciel Primer3 (v. 0.4.0) pour les génes SOD, DHN3, PIP, LEA-14-A,
PDHI, P5CDH, sHSP, ERDI5 et APTI en utilisant les spécifications suivantes :
Primer size : 20, primer TM : 60, product size range : 100-250, et de PrimerQuest Tool
(IDT) pour les genes DREB2B, METIB, RD294A/RD29B, TIP41, TIP, TIP2;1, CATI et
EIF4A1 en utilisant les spécifications suivantes : TM opt : 62 °C, GC% opt : 50 %, 3°GC
clamp nt : 2, amplicon size opt : 200 bp. La région 3’ des transcrits a été favorisée pour la

conception de toutes amorces.

Des réactions PCR suivies de gels d’agarose 2 % ont été réalisés sur le pool d’ADNc
avec toutes les paires d’amorces afin de détecter la présence des génes étudiés et I’absence
de dimeéres. L amplification des ADNcs a été réalisée a une concentration de 100 ng/ulL
dans un volume final de 20 uL contenant 4 uL. d'ADNc, 10 pL de SensiFAST SYBR®
No-ROX Mix (Meridian Bioscience) et 400 nmol de chaque amorce. L’amplification a
¢été réalisée dans un thermocycleur T100 (Bio-Rad) dans les conditions suivantes : 95 °C
pendant 2 minutes suivi de 40 cycles de 5s a 95 °C, 10 secondes a 60-75 °Cet 10 sa 72 °C.
La spécificité des amplicons a été validée pour la présence de diméres d’amorces ou
d’amplicons non spécifiques par la présence d’un seul pic dans la courbe de fusion et
d’une seule bande avec la taille attendue dans le gel d’agarose 2 %. L’analyse de la courbe
de fusion variait de 60 a 95 °C avec 0,5 °C d’augmentation progressive de la température
sur 5 secondes. Les controles sans RT ont été inclus pour s’assurer qu’aucune

contamination par le réactif ou I’ADN génomique ne s’est produite.
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2.4 Analyses statistiques

Les données d’expression relatives ont été calculées selon la méthode décrite par
(Taylor, Nadeau et al. 2019) et sont présentées en « fold changes » (Livak et Schmittgen
2001). Les échantillons provenant de plantes non stressées et non traitées (PT) ont été
utilisés comme échantillons de référence. Un test de Student (p < 0,05) a effectué a ’aide
du logiciel Graphpad afin de déterminer si les résultats sont significatifs. Les résultats

significatifs a p < 0,05 sont illustrés par « ** ».



CHAPITRE 111

RESULTATS

3.1 Paramétres agronomiques
3.1.1 Taille des laitues

La premiére figure permet d’observer I’impact du traitement sur la taille des laitues.
L’état d’humidité du sol est présenté en annexe « Figure A1 ». Il est possible d’observer
que les laitues de la condition traitée non stressée sont beaucoup plus grosses que toutes
les autres conditions. Les laitues traitées et stressées sont 1égerement plus petites alors que

les laitues non traitées et stressées sont les plus petites et les plus mal en point (Figure 3.1).

Figure 3.1  Illustration faites sous différentes conditions au T2.
A) La colonne de gauche correspond a la condition traitée T et la colonne
de droite correspond a la condition non traitée- non stressée PT (controle).
B) La colonne de gauche correspond a la condition traitée et stressée TS et
la colonne de droite correspond a la condition non traitée-stressée PTS.
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3.1.2 Masse humide

La mesure des parameétres agronomiques (masse humide, conductance stomatique
et taille des laitues) a permis d’observer si le produit a un effet au niveau morphologique
dans les diverses conditions. Selon les observations prises a chaque sept jours pendant
trois semaines, le produit semble augmenter de maniére significative la masse humide
des plants de laitues en conditions traitée et traité-stressée, et ce, a tous les points
d’¢échantillonnages (Figure 3.2). Il est aussi possible d’observer une tendance a la hausse
pour la condition traitée, ce qui semble montrer un effet positif du produit sur la croissance
se traduisant par une masse humide plus élevée (Tableau A.2). Pour la condition traitée et
stressée, il est possible de voir que la masse au T1 est presqu’aussi élevée que celle de la
condition traitée non stressée. Cependant, elle ne montre que d’un seul gramme au T2
versus six grammes pour la condition traitée et non stressés, ce qui semble montrer que
I’application du produit en condition stressée limite les effets négatifs du stress hydrique

(Figure 3.2).

Pour ce qui est de la condition non traitée et stressée, il est possible de voir que la
masse est plus élevée au T1 que la condition contrdle. Il est a noter que, le stress hydrique

au T1 n’était pas particulierement intense comparé au T2.
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Figure 3.2  Evolution de la masse humide moyenne dans le temps.
Les résultats significatifs a p < 0,05 sont illustrés par « ** ».
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3.1.3 Conductance stomatique

Des résultats similaires ont été obtenus en ce qui concerne la conductance
stomatique (Tableau A.3). Cette derniére correspond a la quantité de CO:2 entrant ou de
vapeur d’eau sortant par les stomates et permet d’obtenir un indice sur I’ouverture des
stomates. Etant donné que la fermeture stomatique est une des premiéres réponses face au
stress hydrique, ce parametre peut fournir des informations concernant les échanges
gazeux et I’état de la photosynthese puisqu’elle dépend de 1’apport en COz. Dans le cas
présent, I’appareil utilisé mesure la quantité de vapeur d’eau sortant par les stomates, donc
les résultats sont exprimés en mmol d’eau par metre carré/seconde. Encore une fois,
les résultats pour les conditions traitée et traitée-stressé€ sont beaucoup plus élevés comparé
a la condition contrdle, ce qui semble indiquer que le produit affecte positivement
I’ouverture des stomates (Figure 3.3). Cependant, ces résultats sont significatifs seulement
a partir du T1, ce qui montre que I’effet n’est pas immédiat. Les conductances stomatiques
les plus élevées ont été observées dans la condition traitée et stressée, montrant un effet

accru du produit sur I’ouverture stomatique en condition stressée.
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Figure 3.3 Evolution de la conductance stomatique dans le temps.
Les résultats significatifs a p < 0,05 sont illustrés par « ** ».
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3.2 Modification de ’expression des génes de la laitue

Apres avoir optimisé les conditions de PCR pour chaque amorce il été possible
d’effectuer les analyses de qRT-PCR afin de déterminer le niveau d’expression de ces
genes dans les différentes conditions. Les résultats sont présentés sous forme de graphique
a courbe. Les deux étoiles signifient des résultats significatifs a p <0,05. La figure 3.4
présente les résultats de la condition traitée seulement. Il est possible d’observer qu’il n’y
a aucune différence significative pour les genes SOD, DHN3 et CATI, ce qui semble
montrer qu’en conditions normales, I’application du consortium n’a aucun effet sur le
niveau d’expression de ces geénes. Cependant, il est possible d’observer un niveau
d’expression trés a la hausse pour le géne PIP. Ce niveau se situe a pres de 7,5 fois plus
¢levées que la normale et est significatif a 0,05, ce qui signifie que cette augmentation du

niveau d’expression est attribuée a 1’application du consortium.
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Figure 3.4  Evaluation du niveau d’expression des génes SOD, DHN3, PIP et CATI
chez les laitues traitées.

Les résultats significatifs a p < 0,05 sont illustrés par « ** ».

Des résultats trés similaires sont obtenus pour les laitues en conditions traitées et

stressées (Figure 3.5). En effet, il n’y a pas de différence significative pour SOD, DHN3
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et CATI. Encore une fois, le géne de PIP est fortement exprimé au T1, mais ici plus de
14 fois comparé a d’environ 7,5 fois pour les laitues seulement traitées. De plus, le résultat
est significatifa 0,05, ce qui signifie que I’application du consortium affecte tres fortement

a la hausse I’expression du géne de 1’aquaporine PIP en conditions stressées.
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Figure 3.5  Evaluation du niveau d’expression des génes SOD, DHN3, PIP et CATI
chez les laitues traitées et stressées.
Les résultats significatifs a p < 0,05 sont illustrés par « ** ».

Pour ce qui est de la condition non traitée et stressée, aucun des geénes n’a été
dérégulé de facon significative. Nous en concluons que le stress hydrique n’affecte pas de
maniere significative 1’expression de ces genes a aucun des points d’échantillonnage

utilisés (Figure 3.6).
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Figure 3.6  Evaluation du niveau d’expression des génes SOD, DHN3, PIP et CATI
chez les laitues non traitées et stressées.

Les résultats significatifs a p < 0,05 sont illustrés par « ** ».

Somme toute, les analyses de qRT-PCR ont permis d’observer que le géne de
I’aquaporine PIP est fortement régulé a la hausse en condition stressée seulement et
traitée/stressée, ce qui est trés intéressant. Cela a mené au questionnement suivant :

est-ce que le consortium affecte 1’expression d’autres aquaporines?

3.3 Modification de I’expression d’autres génes d’aquaporines

Les résultats de qRT-PCR de deux nouvelles aquaporines (7IP et TIP2;1) et ceux
de PIP sont présentées ensemble. Ce choix semblait intéressant pour voir s’il y avait
différentes tendances pour différentes aquaporines. La figure 3.7 présente les niveaux
d’expressions des trois aquaporines chez les laitues traitées seulement. En observant P/P
et TIP ensemble, il est possible de voir qu’ils n’ont pas la méme cinétique d’activation.
PIP est fortement régulé a la hausse de maniere significative, mais seulement au T1,
tandis que 77P est déja régulé a la hausse au TO, demeure stable au T1 et remonte au T2.
La dérégulation de TIP est aussi plus forte que celle de PIP, soit un peu plus de 10 fois
pour TIP compar¢ a environ 7,5 fois pour PIP. L’expression de 7IP2; 1 monte faiblement,

mais de maniere constante et significative tout au long de I’expérience. Cela semble
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montrer que les aquaporines TIP et TIP2, I réagissent a long terme tandis que 1’aquaporine
PIP réagit fortement, mais a court terme. Ces résultats montrent aussi un lien direct entre
la présence du consortium dans le sol et le niveau d’expression de ces genes en conditions

traitées puisque les résultats sont significatifs.
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Figure 3.7  Evaluation du niveau d’expression des d’aquaporines PIP, TIP et
TIP2;1 chez les laitues traitées.

Les résultats significatifs a p < 0,05 sont illustrés par « ** ».

Des résultats un peu différents ont été obtenus pour la condition traitée et stressée
(Figure 3.8). Comme mentionné plus tot, PIP est fortement régulé a la hausse au T1 et
rechute rapidement au T2. Quant a 7P, I’expression au TO est trés similaire a celle de la
condition traitée seulement. Cependant, 1’expression subit une forte hausse au T1 et une
tres faible baisse au T2, ce qui montre un comportement différent de I’expression du gene
de cette aquaporine s’il y a présence d’un stress hydrique. En présence du stress hydrique,
I’expression augmente rapidement et reste relativement stable. De plus, les résultats sont

significatifs a tous les points d’échantillonnage.
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Figure 3.8  Evaluation du niveau d’expression des d’aquaporines PIP, TIP et
TIP2;1 chez les laitues traitées et stressées.

Les résultats significatifs a p < 0,05 sont illustrés par « ** ».

Pour ce qui est de la condition non traitée et stressée, aucun des geénes n’a été

dérégulé de facon significative (Figure 3.9).
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Figure 3.9  Evaluation du niveau d’expression des d’aquaporines PIP, TIP et
TIP2;1 chez les laitues non traitées et stressées.
Les résultats significatifs a p < 0,05 sont illustrés par « ** ».
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Les analyses de qRT-PCR ont permis d’observer que les génes d’aquaporines PIP
et TIP sont fortement régulés a la hausse en condition stressé seulement et traitée/stressée,
ce qui est tres intéressant. PIP semble avoir une forte réponse rapidement et chuter tandis
que TIP semble avoir une réponse progressivement de plus en plus forte. La troisiéme
aquaporine 77P2; 1 a une tendance a la hausse comme 77P, mais de maniere beaucoup plus
faible. Ces résultats permettent aussi d’illustrer un lien clair entre 1’application du
consortium bactérien et le niveau d’expression des geénes d’aquaporines, et ce, autant en
conditions normales qu’en conditions de stress hydrique, ou les niveaux d’expression sont

plus élevés.



CHAPITRE IV

DISCUSSION

4.1 Parametres agronomiques

4.1.1 Masse humide

L’analyse des masses humides des laitues sous différentes conditions a été
concluante. En effet, les résultats obtenus montrent que I’application du consortium
produit des laitues plus grosses et plus en santé que lorsque ces derniéres ne sont pas
traitées. En fait, les laitues traitées sont déja plus du double que les laitues non traitées au
TO, et cette différence ne fait qu’augmenter avec le temps. Cela montre un lien clair entre
I’application du traitement et la taille des laitues. D’ailleurs, ce cultivar vient s’ajouter au
portfolio déja tres diversifié d’Ulysse Biotech, qui utilise entre autres la masse humide
comme paramétre permettant d’évaluer si leurs produits (incluant le Era Boost Pro) ont
des effets bénéfiques sur la croissance des plantes. La masse humide est un paramétre
simple qui permet de communiquer rapidement des informations concernant 1’effet d’un
produit ou d’une condition sur une plante. Elle est utilisée depuis plusieurs années dans
différents types d’études allant de 1’analyse des effets de différents fertilisants organiques
(Fatahi, Mobasser et al. 2014) a des études de stress hydrique (Chegah, Chehrazi et al.
2013). De plus, les PGPR sont connus depuis longtemps pour avoir des effets bénéfiques
sur la croissance et donc, sur la masse humide. Par exemple, des plants de Sorghum bicolor
inoculés avec les PGPR Bacillus cereus TCR17, Providencia rettgeri TCR21 et Myroides
odoratimimus TCR22 ont eu une augmentation de la production d’TAA, résultant en la
production de métabolites bénéficiaux pour la plante et donc une meilleure croissance

(Bruno, Karthik et al. 2020).

Des résultats similaires sont obtenus pour les laitues traitées et soumises a un stress

hydrique. Encore une fois, elles sont plus de deux fois plus grosses que les laitues controles
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au T1. En fait, elles sont 0,8 g plus 1égeres que les laitues traitées seulement, ce qui montre
que I’application du produit sous un faible stress hydrique ne fait pas que simplement
limiter les effets néfastes liés au stress hydrique, il induit une croissance accrue des laitues.
Cependant, cette tendance semble disparaitre avec 1’augmentation du stress hydrique
puisque le poids des laitues traitées et stressées au T2 a faiblement augmenté en
comparaison au T1. Il est possible qu’apres une certaine intensité, les effets du consortium
ne soient plus capables de promouvoir la croissance, mais qu’ils sont tout de méme
capables de contrer les effets néfastes liés au stress hydrique et maintenir les laitues a une
condition et un poids constant. De plus, il est possible qu’un sol trop sec inhibe les effets
ou carrément la croissance d’une ou plusieurs souches du consortium. Ceci pourrait étre
vérifiée en détectant la présence des bactéries par métabarcoding et permettrait d’observer
la persistance du consortium dans le sol sous différentes intensités de stress hydrique.
Une autre observation intéressante pourrait étre d’observer la taille et la masse des racines.
Comme les PGPR sont connus pour engendrer des modifications bénéfiques au niveau
morphologie (Francisco, Ma et al. 2019) et que la laitue est une plante extrémement
sensible a la sécheresse en raison de son systeme racinaire peu profond (Kizil et al. 2012),
il pourrait étre intéressant de voir si le consortium affecte la croissance racinaire.
Un systeme racinaire plus développé permettrait a la laitue d’aller chercher un maximum

d’eau dans le sol et donc de mieux tolérer une carence en eau.

Pour les conditions non traitées et non traité/stress¢, il est possible de voir qu’il y a
qu’une faible variation entre les différents points d’échantillonnage. Cependant, il était
attendu que la condition stressée ici ait une masse humide moyenne plus faible que la
condition non traitée, ce qui n’est pas le cas. Cela peut possiblement s’ expliquer par le fait
que les résultats sont des moyennes et donc un seul plant plus gros que les autres peut
avoir un impact majeur sur la valeur finale. De plus, il y avait deux laitues par pots,
ce qui pourrait possiblement engendrer une compétition pour I’eau et les nutriments entre

les deux laitues.

Somme toute, les résultats de masse humide montrent que 1’application du produit

en conditions normales a un effet bénéfique sur la croissance se traduisant par une masse
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plus grande, tandis qu’en condition traitée et stressée, cela semble ralentir les effets

néfastes liés au stress hydrique.

4.1.2 Conductance stomatique

Comme pour la masse humide, les analyses de conductances stomatiques ont été
concluantes. En effet, les résultats obtenus montrent que 1’application du consortium a un
effet positif sur les laitues traitées se traduisant par une conductance stomatique plus
élevée (entre 123,7 et 155,6 mmol/m’s) que la condition controle (entre 69,0 et
102,1 mmol/m?s). Ceci était attendu puisque plusieurs études ont démontré que des PGPR
affectent positivement la conductance stomatique (Liu, Xing et al. 2013, ARIKAN et
PIRLAK 2020). (Han et Lee 2005) ont méme montré ses effets spécifiquement chez la
laitue, ce qui concorde avec nos résultats. Des résultats similaires ont été obtenus pour les
laitues traitées et stressées ou les conductances stomatiques les plus élevées ont été
observées (169,5, 172,0 et 134,5 mmol/m?s). Pareillement, les effets des PGPR sur la
conductance stomatique ont déja été montrés dans la littérature (Bashir et Naz 2020),
ce qui concorde avec nos résultats. En comparant la condition traitée a la condition
traitée/stressée, il est possible de voir que les conductances sont plus élevées en conditions
de stress. L’ouverture stomatique étant affectée par des métabolites produits par les PGPR,
il est possible que ces derniers soient produits en plus grande quantité sous condition de

stress hydrique, expliquant I’impact plus prononcé qui est observé.

Somme toute, les résultats de conductance stomatique montrent que I’application du
produit en conditions normales a un effet bénéfique sur la croissance se traduisant par une
conductance élevée, tandis qu’en condition traitée et stressée, cela semble ralentir les
effets néfastes liés au stress hydrique se traduisant par une conductance stomatique encore

plus élevée.
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4.2 Modification de I’expression de génes d’aquaporines

Parmi tous les geénes testés, seuls les génes d’aquaporines ont été affectés
significativement par 1’application du consortium. A aucun moment et dans aucune
condition les geénes de SOD, DHN3 et CATI n’ont été¢ dérégulés de manicre significative.
Ces résultats ont été surprenants, car ces genes avaient été a priori sélectionnés, car ils
avaient déja été observés comme étant affectés par les PGPR et importants lors d’une
réponse face au stress hydrique. Une cause possible est le fait que dans la majorité des
¢études, seuls un ou rarement deux PGPR sont étudiés ensemble, en plus du fait que les
plantes utilisées varient grandement. Un PGPR seul n’aura pas le méme effet qu’en
consortium, ceci est a la base méme de ce concept. L’age des plants et le niveau d’intensité
du stress hydrique peuvent aussi avoir un impact sur I’expression de ces genes. Il est
possible que le stress ait été trop faible ou trop fort pour permettre une dérégulation
significative de ces génes. La durée de I’expérience est un autre facteur a considérer.
Comme il n’y a eu que trois échantillonnages, il est possible que la fenétre ou I’expressions

de ces genes aurait pu étre significative ait €té manquée.

Les aquaporines sont des protéines déja connues pour intervenir dans la réponse face
au stress hydrique, notamment en régulant la conductivité hydraulique des membranes
menant a une perméabilité accrue (Hussain, Hussain et al. 2019). Cependant, I’interaction
des PGPR avec le niveau d’expression des genes d’aquaporines est un sujet peu étudié
en condition de stress hydrique, ou la majorité des études focussent sur le stress salin.
Ici, deux familles d’aquaporines ont été régulées a la hausse, soit PIP et TIP.
Dans le cas de la condition traitée, PIP est régulé a la hausse. Ceci concorde avec des
résultats similaires obtenus par (Wang, Wang et al. 2018) ou une inoculation de
Bacillus megaterium a produit une augmentation du taux d’expression de deux PIP.
Pour ce qui est de la condition traitée et stressée, la réponse est encore plus élevée.
Des résultats similaires ont été obtenus dans une étude sur le mais stressé et traité avec
Bacillus megaterium ou le niveau d’expression de PIP était a la hausse dans les feuilles
(Marulanda, Azcon et al. 2010) . Ceci est intéressant, car dans la littérature, la conductance
hydraulique et le niveau d’expression des aquaporines des racines sont plus souvent

mentionnés. Une conductance hydraulique ¢élevée dans les racines permet un meilleur



48

apport en eau tandis qu'une conductance élevée dans les feuilles permet une meilleure
distribution de I’eau et donc un meilleur ajustement osmotique. Au final, ces résultats
montrent un lien entre I’application du consortium, la présence d’un stress hydrique et le
niveau d’expression de PIP, en plus de concorder avec la littérature en ce qui concerne

des conditions non stressées.

Dans le cas des deux aquaporines 71P et TIP2;1 il est possible de voir qu’elles sont
régulées a la hausse dans les deux cas ou il y a eu traitement et plus particuliérement dans
la condition traitée et stressée. TIP est ’aquaporine la plus fortement exprimée sur une
longue période. Malheureusement, il n’y a pas de littérature qui discute des liens entre
les interactions PGPR et 71Ps en condition de stress abiotique. Cependant, les aquaporines
de cette famille sont indispensables pour la croissance des plantes sous stress
environnementaux (Wang, Wang et al. 2018), ce qui pourrait possiblement expliquer la
raison de sa forte expression par suite du traitement au Era Boost Pro. Encore une fois,
ces résultats montrent un lien entre 1’application du consortium, la présence d’un stress
hydrique et le niveau d’expression de génes d’aquaporines. L’expression semble toujours

plus forte en conditions traitées et stressées.

4.3 Améliorations

A la suite de la réalisation de ce projet, plusieurs améliorations seraient a apporter.
La prochaine section énumere brievement quelques considérations qui devraient &tre
prises en compte lors d’une prochaine étude de Lactuca sativa traitée par le consortium

de PGPR Era Boost Pro et soumises a un stress hydrique.

4.3.1 Conditions expérimentales

Plusieurs considérations importantes ont été notées lors de la réalisation de ce projet,

plus particulierement en ce qui concerne les conditions expérimentales.
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Premiérement, I’expérience de stress hydrique a été réalisée pendant la période des
fétes, ce qui a contribué a un suivi moins serré¢ du temps de croissance des plantes.
Cela a mené a réaliser ’expérience avec des plants plus agés que prévu, ce qui aurait pu
avoir un impact sur les résultats. Lors d’une prochaine expérience, il pourrait €tre pertinent
de procéder dans un moment ou il n’y a pas de congé afin d’assurer un suivi plus serré de

I’expérience.

Deuxiémement, il y avait deux plants de laitue par pots lors de 1’expérience.
La raison étant que si une des deux était inutilisable, il aurait été¢ possible d’utiliser la
seconde. Cependant, cela peut mener a une compétition pour I’eau et les nutriments,
et une mauvaise distribution du consortium, ce qui pourrait causer des stress affectant
négativement les résultats obtenus. Une solution serait d’utiliser plus de pots que prévus

mais limiter le tout & une seule laitue par pot.

Troisiémement, I’irrigation a été réalisée a la main a ’aide d’un bécher et d’une
chaudiére d’eau. Cela a été fait ainsi, car le systéme d’irrigation automatique n’était pas
fonctionnel lors de la réalisation de ce projet. Il consiste en un systéme de pompe et de
tuyaux menant a un petit embout noir planté dans le sol des pots. Celui-ci est congu pour
humidifier le sol par I'intérieur au lieu de la surface, ce qui permet une meilleure
distribution de I’eau, des nutriments et dans le cas des conditions traitées, du consortium
bactérien. De plus, comme 1’eau est appliquée lentement sur une période définie,
cela limite les pertes d’eau par ruisselement due a une surface de sol trop sec ou une trop
grande quantité d’eau d’un coup. Bref, I’utilisation de ce systéme d’irrigation pourrait étre

un grand atout en ce qui concerne la reproductibilité de 1’expérience.

Finalement, deux nouvelles informations, une concernant la laitue et une concernant
le produit, ont récemment été amenées par une collégue de travail. A la suite de tests avec
la laitue, il a été observé que de meilleurs résultats étaient obtenus avec une concentration
d’application du Era Boost Pro de 0,1 mL/L au lieu de 0,25 mL/L. Pour ce qui est du
produit, de meilleurs effets ont été¢ obtenus lorsque ce dernier était directement appliqué

dans le terreau lors de la préparation du sol (avant la mise en pots) que lorsqu’il est
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appliqué a la main a I’aide d’un bécher ou du systéme d’irrigation. Encore une fois,
I’utilisation de ces deux informations pourrait €tre importante en ce qui concerne la

reproductibilité de 1’expérience.

4.3.2 Genes de références

Lors de I’étape d’optimisation des amorces, plusieurs genes de références ont été
testés, mais un seul a été utilisé pour les analyses de qRT-PCR. Cela est d{i a une contrainte
de temps ou il n’a pas été possible d’avoir des amorces fonctionnelles pour ces genes.
Comme la norme pour les expériences qRT-PCR modernes est d’au moins trois genes de
référence, il serait important d’atteindre ce minimum lors d’une expérience future.
Une solution simple serait de sélectionner tout 1’arsenal de genes stables trouvés dans

(Borowski, Galli et al. 2014) et de tenter d’en détecter au moins trois parmi les plus stables.

4.4 Perspectives

Deux perspectives intéressantes sont en vue pour un projet découlant de celui-ci.
Premi¢rement une expérience de métabarcoding pourrait permettre d’observer la
persistance du consortium dans le sol et donc d’observer comment les souches évoluent
dans le temps. Cela pourrait donner des indications sur la ou lesquelles ont un plus gros
impact pour I’induction d’une résistance au stress hydrique. Cela apporterait aussi des
informations en ce qui concerne les populations déja présentes dans le sol et comment

elles interagissent avec le consortium.

Finalement, une étude de transcriptomique permettrait d’observer I’ensemble des
genes affectés et comment ils sont affectés par la présence du consortium en conditions
de stress hydrique. Cela pourrait possiblement permettre d’observer des voies ou des

mécanismes d’action encore inconnus, ce qui pourrait étre trés intéressant.



CHAPITRE IV

CONCLUSION

Considérant I'impact grandissant des sécheresses et des effets leur étant liés,
plusieurs recherches sont en cours pour comprendre le fonctionnement derriere les
mécanismes d’actions des PGPR menant a une tolérance accrue au stress hydrique.
Cependant, I’identification de ces derniers dans leur ensemble est un défi majeur que doit
surmonter la communauté scientifique. Dans le but de contribuer cet effort tout en
apportant une valeur scientifique au produit Era Boost Pro, ce projet de maitrise a présenté
une approche de qRT-PCR qui a permis d’observe un impact majeur sur I’expression de
deux familles d’aquaporines de la laitue en conditions de stress hydrique. De plus,
des impacts positifs sur la taille, la masse humide et la conductance stomatique ont aussi

été observés.

En ce qui concerne les cinqg objectifs de départ, il est possible de conclure qu’ils ont
tous été atteints. En effet, il a été possible de réaliser 1I’expérience de stress hydrique en
maintenant un stress constant, de mesurer les différents parameétres agronomiques,
de réaliser les étapes de biologie moléculaire et de déterminer 1’impact du consortium
bactérien sur les génes de la laitue ¢étudiés en conditions normales et de sécheresse.
Malgré cela, les aquaporines ne sont qu’une petite partie de la réponse. C’est pourquoi
d’autres expériences de stress hydrique avec PGPR devraient étre réalisées afin de
comprendre I’ensemble de leurs mécanismes d’actions et ainsi permettre des résultats

optimaux en ce qui concerne 1’augmentation de la tolérance au stress hydrique.
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ANNEXE A

CONDITIONS DE SECHERESSE EVALUEES PAR LES TENSIOMETRES

Tableau A.1

Amorces utilisées lors de ce projet

Geéne Nom amorce Séquence Longueur
produit
SOD-F GGTGCTCCAGATGATGAGGT
SOD 215
SOD-R CTTCCACCAGCATTTCCAGT
DREB2B-F AGGAGAAGATGGTGGTGGTG
DREB2B 179
DREB2B-R GAACGAACATGTTTTCCCTGA
DHN3-F AAAATCCCCGGGTATCACTC
DHN3 190
DHN3-R CCAAAAACCAAAAGCCAAAA
LEA-14-A-F GCTTGATGAGGGACATTGGT
LEA-14-A 157
LEA-14-A-R GCACCTGCACCCATTAAACT
METI1B-F CTTGATTGGGAGGGGAATTT
METI1B 209
METI1B-R TATGCCAATGGAGGAGGAAC
PIP-F TGGACCCTTTATTGGAGCTG 159
PIP
PIP-R CCCACAATTGAATCAAGAACAA
TIP-F GAGACATCGGCACAATAGCA
TIP 247
TIP-R TACTCAGAAGCGGGAATTGG
RD29A/RD29B-F GACTGAAGGGAATCGAGCAG
RD29A/RD29B 157
RD29A/RD29B-R GCAGCCCTGTTCATTTTAGC
PDHI1-F TCGACAATTGATGATGAAGGA
PDH1 175
PDHI1-R AGGCCTTCTTTCCCCAAATA
P5CDH-F TGGTGTTGGATGTCCTTGAA
P5CDH 165
P5CDH-R GCCCAAACCAGTGATTCTGT

sHSP sHSP-F GATCCTTTCCAGGGCTTTTC 165
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Géne Nom amorce Séquence Longueur
produit
sHSP-R AACCTCCACCTTCACCTCCT
ERDI15-F CAGCAGGGTGAAGATGGTTT
ERD15 227
ERDI15-R TTGGCTTCTGCTTCCAAACT
CATI1-F TGTTGGTGCTCTGTCTGACC
CAT1 158
CATI-R ACCCAAAGGCTTTTTCCAAT
TIP2;1-F GCCATTGGATTCATTGTGG
TIP2;1 156
TIP2;1-R TAGGCCACCTCCGATAAGTG
APTI-F CTGTACAAGAAGGAGAACGAGC
APT1 184
APTI1-R ACGAGCACATACAGTG GCTT
al TIP41-F GAGAGATTTGCTGGAGGGAAACTA 101
TIP
TIP41-R CCTTTGACTGATGATGTTTGGA
EIF4A1-F CTTCATAGGATTGGGCGAAG
EIF4A1 150
EIF4A1-F TATGAGATCCGCAACATTCG
Tableau A.2

Evolution de la masse humide des plantes dans le temps

Temps Condition Masse T Test
moyenne (g) —

Non traité 5,0
TO
Traité 11,6 0,0112
Non traité +
Stressé 6,6 0,09
T1 Traité + stressé 16,0 0,0001
Non traité 3.4
Traité 16,8 0,0001
Non tralt,e + 3.4 1
Stressé
T2 Traité + stressé 17,0 0,0004
Non traité 34

Traité 22,6 0,0001




Tableau A.3

Evolution de la conductance stomatique dans le temps

Temps Condition Conductance moyenne T Test
(mmol/m?s)

Non traité 102,1

To Traité 155,6 0,1092

Non traité + Stressé 72,8 0,8205

T1 Traité + stressé 172,0 0,0018
Non traité 74,8

Traité 123,7 0,0175

Non traité + Stressé 69,1 0,9837

T Traité + stressé 134,5 0,0024
Non traité 69,0

Traité 119,0 0,0079




Tableau A.4

Liste des geénes s¢lectionnés pour 1’étude

Nom etfondion des pines éudiés

COPPFER/TINC SUNEROCIDE DISRAUTASE 1, callalyws the digpeoporinealioe of ssprrossle asines o oxypres 2l prrossle

S0D
DRERZR DEHNTDRATION- EFSRONSIMVE H FVFNT-BEBENNG PRDTEIN 2B AT, irasuriplios fador thal acds spcineas of delaploes
DHN2 EARLY RESPOMSIVE TO DEHYDRATION 10, Acsiv deisplin, acfion <ill sacvor bt conll bind metzl o or gl weide
LEA-14-A LATE EMBRYOGENES!S ABUNDANT 14, Clrosic delsydin, acfion <ill maciear bat its pressoe is huow to help againd abiotic sies
MET1B METHYLTRANSIERASE 15, mainly resposrble for mainlsising OF metindalinn afier DA replicalion,
P FLASRSA MFURRANE INTRENSIC PROTEIN 1.3, svolerd i acve waler iraaport
mne TOMOFLAST INTRENSIC PROTEN 7, svobeed i acivee waley iamsport
RD29ARD 298 RESPONSIVE TO DESICCATION Ml rarodes 2 callcis hinding proivis thal has prroxyssace aclinily s oxylips seizholon
PDH1 PROLINE DEHYDROGEMASE 1, indurvd by droaplsl siress, isvolvrs in milnchondiol proline meizholion
PSCDH [ TA]-FYREM INF-5-CARROXY ATE IBNTHAGEENAST, voleed i e caizholioe of poliae o pelasale o avoll proliee ioxadly
sHSP 174 SAAM | HEAT SHOCK PROTEIN 17.4, indhword by douphl <iress
erd15 EARLY RESPOMSIE TO DEHSTHUATI0M 15, Codes 2 Inplrmophilic protris kacking Cys sesalaes thal i imdared by seoupll siress
CAT1 CATALASF 1, Calalyzre the redertios of Inploprs preosile woay e e prosp ax 2 mofador Froieck orlls from B0, ioxicly.
A [HTA TONDFLAT INIEGRAL FRDTEIN 7;1, fenciions 2« 2 walvr dhomssd 2l 2n asssosiss §8HE] rasporie
Sirxl1 SEAMN ANED BASE BN RS FEOIEN 7. Owr of e Rsjor lnvinsic Pecirins ik fariliaie e passior Sasgret of sssall solbersle s s serslvames
P23 PFLASEEA BEFRSEARE INTRSWSE PROTEN 23, merssbrs of the pl o sl i proirin P2 Fancdine: o agegryin s i ol i deciration.
mri;1 TONOFLAST NTRENSIC PROTER 1;1. famades 2 ioeoplad iy proirs, whch fescSos 20 waler chassel
AFTL Adracsinr phophorbou randerac, voled in the oar sivp salvapr of adrsine 1o AMP.
TN TOR spmaling palissay proivis; resposer 1o hiph rsperaiae ireaest
PUKARYOTIC TRANSLATION BITIATION FACTOR 441, ack 2c am ANA heliooe
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Figure A1  Evolution de I’humidité du sol dans le temps pendant la durée compléte
de I’expérience.



