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Descriptif du projet (ne pas dépasser deux pages bibliographie comprise) :

Anticiper la capacité d’adaptation des écosystémes forestiers aux changements globaux est un enjeu majeur,
particulierement dans les foréts méditerranéennes car elles sont soumises a des sécheresses estivales de plus
en plus récurrentes et longues et a des évenements pluviométriques de forte intensité. De plus, les prévisions
climatiques laissent entrevoir une réduction des pluies estivales d’entre 20 et 40% pour la fin du XXI siécle et
la succession de plusieurs années séches de maniére fréquente (Giorgi and Lionello, 2008 ; Sheffield and
Wood, 2008).

La plasticité, la résilience et les compensations (ou trade-offs) entre les défenses physico-chimiques
permettent au végétal de s’adapter au déficit hydrique. Les défenses physiques, comme celles relevant de
la morphologie du feuillage, participent a I'adaptation du végétal au déficit hydrique. Elles sont variées et
consistent par exemple & i) augmenter I'épaisseur des feuilles (dans leur globalité ou de certains tissus
comme le parenchyme spongieux) (Ennajeh et al., 2010), ii) développer un trichome dense sur la surface
foliaire afin d’augmenter la réflectance de la radiation solaire et donc de réduire la température foliaire et la
perte d’eau (Redha et al., 2011), et iii) positionner les cires cuticulaires sous forme de cristaux qui encryptent
(ou occultent) les stomates limitant donc la perte d’eau (Roth-Nebelsick et al., 2013).

Les défenses chimiques, en particulier celles relevant du métabolome, se mesurent a travers
I'accumulation de métabolites universels (car présents dans toutes les espéces végétales) comme les
tocophérols et les caroténoides reconnus pour leurs propriétés antioxydantes. De méme, les métabolites non
universels (également nommés métabolites secondaires ou spécialisés) comme les polyphénols ou les
Composés Organiques Volatils Biogéniques permettent au végétal de lutter contre le stress oxydatif associé au
manque de précipitations car ils diminuent la concentration cellulaire en espéces oxydantes comme les
radicaux OH ou I'oxygéne singulet (Close and McArthur 2002; Vickers et al 2009). De plus, les cires de la
cuticule foliaire jouent également un rdéle important dans la protection contre le manque d'eau car elles
limitent I'évapotranspiration (Yadav et al., 2004). Si tous les végétaux produisent des polyphénols, des COVB
et des cires, les composés varient avec I'espéce.

Les études précédentes de I'IMBE chez Quercus pubescens Wild. (chéne pubescent) (Saunier et al.,
2018 ; Saunier et al., 2017 ; Saunier et al., accepté avec révisions), montrent que seuls COVB chutent de la
2¢me année de déficit hydrique sous climat méditerranéen (mesures effectuées sur le site de I'OsHP). En
revanche, la production des autres métabolites se maintient constante pendant les 3 premieres années de
déficit hydrique. 1l faut attendre la 4®™ année de restriction des précipitations pour observer que la
concentration en polyphénols diminue lorsque les arbres sont soumis a une sécheresse aggravée (-30%o)
comparé au stress naturel. Seul un type de polyphénols, a savoir les kaempférols (appartenant aux flavonols)
résistent a cette chute voir double en concentration en été sous stress hydrique aggravé (Saunier et al.,
accepté avec révisions). Cela suggéere que les kaempférols jouent un réle clé dans la protection du végétal
face au déficit hydrique comme démontré dans les cellules animales (Kaurinovic and Vastag, 2019).

L'objectif de ce projet de thése est d’identifier les mécanismes de défense morpho-
métabolomiques du feuillage de Q. pubescens pour s’adapter au déficit hydrique récurrent apres 8
ans de restriction des précipitations sous climat méditerranéen, avec un focus sur deux aspects : i) les
compensations entre ces défenses et ii) le lien entre production, localisation dans les tissus et réle biologique.
Pour cela, I'’étude sera structurée en 4 taches (Fig 1) :

Tache 1- Caractérisation du fonctionnement (piégeage de CO2) et de la pression oxydante via le
dosage des radicaux OH-. Ce dosage sera effectué par spin trapping/RPE (Ruiz et al. 2014, Lauricella and
Tuccio, 2020) sous stress hydrique naturel et aggravé récurrent (8 ans de restriction des précipitations) au
sein de la forét de Q. pubescens situé sur le site de I’O3HP (lire description plus bas).

Tache 2- Caractérisation du métabolome du feuillage sous déficit hydrique aggravé et récurrent. Deux
types de métabolites seront étudiés : des métabolites universels (e.g. tocophérols, caroténoides) et des
métabolites non universels (émissions de COVB, cires et polyphénols avec un focus sur les flavonols). Il
s’agira de doser les polyphénols et les cires, de les localiser et d’étudier leur structure dans les tissus foliaires
grace a différentes techniques d’imagerie en collaboration avec l'institut Fresnel.

Tache 3- Caractérisation de la morphologie du feuillage sous déficit hydrique aggravé et récurrent au sein
de cette méme forét. La morphologie de la feuille sera étudiée a différentes échelles : feuille entiere, surface
et tissus internes (Fig 1).

Tache 4- Role des kaempférols dans la protection de Q. pubescens face a la pression oxydative liée au
déficit hydrique en milieu semi-contrélé (phytotron).




A I'exception de la tache 4 qui sera effectuée en laboratoire, les autres taches portent donc sur des travaux in
situ sur le site de I'OzHP (Oak Observatory at Observatoire de Haute Provence). Ce site, dominé par une forét
de Q. pubescens. se situe a St Michel Observatoire, 100 km au Nord de Marseille, dans les Alpes de Haute-
Provence. Dans ce site, un systéeme d’exclusion des pluies (toiture mobile) a été installé en mai 2012 afin de
restreindre les précipitations (~ -30%) sur une surface de 300 m? de forét dominée par Q. pubescens. Une
parcelle adjacente recoit les pluies annuelles naturelles (parcelle sous stress hydrique naturel).

Q. pubescens, modeéle végétal décidu, a été choisi pour cette étude car il est reconnu pour sa
résistante remarquable au déficit hydrique. Par conséquent, si cette espéce végétale rencontre des difficultés
pour s’adapter a la restriction de précipitations simulée in situ, on peut s’attendre a un risque majeur pour
d’autres espéces moins tolérantes a ce type de stress. De plus, Q. pubescens est présent en Europe sous
climat continental et méditerranéen et est particulierement abondant dans le sud de la France, ou il occupe
418 000 ha dont 321 000 ha en région PACA-Sud.
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Figure 1 - Structure du projet de thése. Le nom des différents laboratoires apparait (rectangles
avec contour en pointillé) est développé dans les sections suivantes.
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Argumentaire. Faire apparaitre l'intérét scientifique et le caractére interdisciplinaire et
éventuellement intersectoriel de la recherche qui sera menée dans le cadre du projet de these,
ainsi que I'intérét de la collaboration et les retombées attendues, ... :

Le projet de these proposé fédere un consortium de chercheurs spécialisés en écologie chimique (IMBE,
UMR 7263), en chimie radicalaire (ICR, UMR 7273), en physiologie végétale (BIAM : Institut de
Biosciences et Biotechnologie d’Aix Marseille, UMR 7265) et en physique optique (Institut Fresnel, UMR
7249). L’étudiant collaborera également avec ces 2 derniers laboratoires de recherche. Ces unités de
recherche appartiennent a quatre instituts du CNRS : I'Institut écologie et environnement (INEE) pour
I'IMBE, I'Institut de Chimie (INC) pour I'ICR, I'Institut des Sciences biologiques (INSB) pour le BIAM et
I'Institut des sciences de l'ingénierie et des systemes (INSIS) pour I'lnstitut Fresnel. La collaboration de
différentes unités travaillant dans des champs disciplinaires différents permettra de mener a bien cette étude
qui se veut intégrative car elle combine 3 dimensions (production, localisation et fonction des métabolites) et
3 échelles (feuilles, tissus et molécules), en rupture donc avec la littérature existante qui considere
uniquement un nombre limité de ces points.

Au sein de I'ICR, I'étudiant sera formé a la chimie radicalaire et plus particulierement en spin trapping crucial
pour I'étude de la pression oxydative (en particulier les radicaux OH') dans les tissus du végétal. Cette
mesure, qui sera effectuée tout au long du projet, est particulierement complexe compte tenu de la réactivité
de cette espece radicalaire. Le couplage de ce radical avec les différentes mesures métabolomiques permettra
d’évaluer les trade-offs (ou compensations) entre la pression oxydative au sein du végétal et les défenses
chimiques et physiques qu’il met en place. Ce point est essentiel pour I'impact de ce travail au sein de la
communauté scientifique sur le plan fondamental, voir finalisée si certains métabolites montrent une activité
anti-radicalaire marquée.

Au sein de I'IMBE, I'étudiant sera encadré sur i) les mesures d’échanges gazeux, notamment le piégeage de
CO2, qui est une métrique essentielle pour évaluer le fonctionnement du végétal ; ii) I'étude des traits
morphologiques et iii) le dosage des métabolites non universels, a savoir, les cires cuticulaires (au sein du
Service Commun de I'IMBE) et du métabolome globale (au sein de la plateforme Malabar) comprenant
notamment des polyphénols. Pour I'’étude en profondeur des flavonols il est prévu de faire intervenir un
prestataire externe (en lien avec nos programmes précédents plateforme de métabolomique de Rennes (UMR
IGEPP 1349 Centre, INRA Science impact).

Le BIAM, qui collabore avec I'IMBE depuis 2012 via plusieurs programmes de recherche comme I’ANR Sec-
Prime2, apporte une plus-value importante au projet compte tenu des approches mécanistiques utilisées en
physiologie végétale qui permettront d’appréhender le réle biologique des molécules produites chez le végétal.
En particulier, I’étudiant effectuera le dosage des métabolites universels (tocophérols, caroténoides) au BIAM.
De méme, la collaboration avec I'institut Fresnel est clé pour la valorisation des travaux car les techniques
employées sont innovantes et apportent donc une nouvelle approche d’analyse n’a pas encore été utilisée
dans le cadre de I'écologie végétale. L’étudiant utilisera les techniques d’imagerie structurale spécifique
chimiquement au sein de I'Institut Fresnel.

La proximité géographique des unités de recherche impliquées et est également un atout majeur pour le
déroulement du projet car, par exemple, le partage et donc le transport d’échantillons dans I'azote liquide
pourra se faire essaiment. Toutes les unités se trouvent sur Marseille a I'exception du BIAM qui se trouve a
Cadarache, 70km au nord de Marseille. Si 'IMBE est une unité multi-sites, I'étudiant sera mené a travailler

sur les sites de Marseille uniquement.




Source de financement de I'activité recherche dans le cadre de la thése :

Ce projet de thése serait financé par le programme METAPHORES déposé par E. Ormeno (IMBE) avec I'ICR et
les autres laboratoires cités comme partenaires, dans le cadre de I’AAP 2020 « Adaptation du vivant a son
environnement ». Cet AAP a été lancé par le CNRS dans le cadre de la Mission pour les initiatives
transversales et interdisciplinaires (MIT).

Le financement aurait lieu pendant 2 ans a hauteur de 30ke/a afin de couvrir les frais de i) déplacements sur
les différents sites d’étude et pour assister a différents congres, ii) fonctionnement qui comprend notamment
I'utilisation du Service Commun d’Ecologie chimique de I'IMBE, la plateforme d’imagérie PRATIM de I’AMU pour
les analyses au MEB et les mesures en confocal et iii) prestations de service au sein de deux Plateformes
(Microscopie optique CIFOR-INIA a Madrid, Espagne) et, plateforme de métabolomique de Rennes (UMR IGEPP
1349 Centre, INRA Science impact).

En accord avec I'étudiant, les directeurs de thése envisagent le dépdt d’'un dossier de candidature dans le
cadre Erasmus +, permettant a I'étudiant d’effectuer un séjour de plusieurs mois dans un laboratoire
européen. En particulier, il s’agirait d’effectuer un séjour de 3 mois a I'INIA (Madrid) co-encadré par des
chercheurs qui collaborent avec I'lMBE depuis 2016. Cette mobilité est en effet un des criteres pour obtenir le
diplébme de doctorat avec le label européen.




