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I. OZONE

1. GENERALITES SUR L’OZONE

La molécule d’ozone (O3) est une variété allotropique de 1'oxygene, composée de trois
atomes, présente naturellement dans I’atmosphere (Figure 1). La découverte de 1’ozone est
attribuée au chimiste suisse Christian Friedrich Schonbein, qui Iui donne le nom d’ozone en
1840 en se basant sur le mot grec ozein signifiant « exhaler une odeur ». Cependant, 1’odeur
acre caractéristique de 1’ozone avait déja été mise en évidence par le chimiste Hollandais
Martin Van Marum en 1789. Contenu a 90% dans la stratosphére (entre 15 et 35 km
d'altitude), constituant la couche d’ozone, 1’0zone protége la vie terrestre des irradiations aux
Ultra-violets provenant du soleil, tandis que les 10% d'ozone compris dans la troposphére
(entre 0 et 15 km d'altitude) représentent une menace pour la vie terrestre (Figure 2). En effet,
c'est un puissant polluant, gaz a effet de serre, nocif pour la santé, qui agit comme une

phytotoxine. Sa toxicité pour la végétation se traduit surtout par un stress oxydatif.

2. CYCLE DE L’OZONE

L’ozone stratosphérique constituant la couche d’ozone est produit et dégradé
naturellement par le cycle de formation-destruction ou cycle de Chapman (Figure 3), ce qui
dans une atmosphére non polluée, lui confére une concentration stable. Ce cycle se base sur la
succession de plusieurs réactions commengant par la photolyse de molécules d’oxygene sous
I’action des UV (1) (longueurs d’onde inférieures a 242 nm). Les atomes d’oxygene produits
réagissent rapidement avec le dioxygene pour former une molécule d’ozone (2). L’ozone peut
alors lui-méme étre rapidement photolysé (3), entrainant un équilibre entre les réactions (2) et
(3). L’ozone peut aussi €tre détruit par une réaction lente en réagissant avec un atome

d’oxygéene (4).
(1) O,+hv—>0+0
(2) 0+0;,+M—->0;+M
ou M est un partenaire de collision non affecté par la réaction

3) O3 +hv—>0+0;

(4) 0+ 03— 20,
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Dans la troposphére les méme réactions ont lieu mais sont néanmoins limitées par le
faible rayonnement UV dans la troposphere. Un cycle de I’ozone troposphérique décrit la
formation naturelle limitée d’ozone a partir des précurseurs primaires que sont les oxydes
d'azote (NOy), en présence de composés organiques volatils (VOC;) et de lumiere (Figure 4).
Le cycle photochimique de 1’0zone dans la troposphére repose sur la photolyse du dioxyde
d’azote (NO;) par le rayonnement des UV-A qui produit du monoxyde d’azote (NO) et un
atome d’oxygene (5). L’atome d’oxygene réagit ensuite avec du dioxygene pour former de
I’0zone (6). L’ozone peut alors réagir avec NO pour reformer du NO; (7). Les VOC peuvent
néanmoins former des especes réactives (radicaux comme HO, ou RO’) qui vont substituer
I’0zone dans cette derniere réaction (8). Les NOy et les VOC; produits par 1’activité humaine
peuvent donc déséquilibrer ce cycle et entrainer une hausse des concentrations en ozone dans

la troposphere.

(5) NO; +hv - NO+ 0O
(6) 0O+0,+M—->0;+M

ou M est un partenaire de collision non affecté par la réaction
(7) NO+ O3 = NOy+ O,

(8) NO — NO,

En été, les concentrations ponctuelles en ozone deviennent parfois si importantes que
I’on parle de pics d’ozone. En effet, I’ensoleillement et la température étant plus forts, le vent

plus limité dispersant moins les polluants, les réactions décrites sont favorisées.

3. EVOLUTION DES CONCENTRATIONS EN OZONE

TROPOSPHERIQUE

Les concentrations en ozone troposphérique ont ét¢ multipliées par 2 a 5 au cours du
XX siécle (Figure 5 et 6). Afin d’éviter que ces concentrations continuent de croitre, des
mesures ont été prises pour limiter la production des précurseurs de 1’ozone par 1’activité
humaine (conventions de Sophia 1988 et Genéve 1991), des suivis de concentration d’ozone
ont été réalisés et des seuils de risque pour la santé et pour la végétation ont été définis (ICP
M&M, 2004; Journal Officiel des Communautés Européennes, directive 2002/3/CE du

parlement européen et du conseil). Cependant malgré la baisse des émissions de précurseurs
3
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en Europe, les changements climatiques (notamment les augmentations de température) et la
hausse des productions de précurseurs (due en partie a I’augmentation du trafic automobile)
sur d’autres continents semblent estomper la baisse attendue des concentrations en ozone en
Europe (Wilson et al., 2012). Sur la base de 26 modeles de prédiction différents, le
changement de concentration moyenne en ozone troposphérique devrait étre compris entre -
5% et +15% pour 2030 (Stevenson et al., 2006). L’application mondiale plus ou moins stricte
des limitations de production de précurseurs et les prédictions variables concernant les
changements climatiques entrainent une forte imprécision des modeles de prédiction des

concentrations en ozone (IPCC, 2007; Cape, 2008; Fuhrer, 2009).
4. IMPACT DE L’OZONE SUR LA VEGETATION

L’exposition des plantes de grandes cultures est évaluée, comme définie a I’échelle de
I’Europe par la Directive Ozone, selon les valeurs d’AOT40 (Accumulated Ozone over a
Threshold of 40 ppb for global radiations > 50 W.m?) de mai a juin, tandis que celle des
foréts s’étend sur toute la période de végétation, d’avril a septembre. Selon les connaissances
actuelles, un niveau critique d’ozone a partir duquel des effets directs nocifs pour la
végétation peuvent se produire, est fixé pour les especes de grandes cultures et pour les foréts
dans le Mapping Manual de I'ICP M&M (2004) a 6000 ug.m> et 10000 pg.m”
respectivement. Ces niveaux é€tant régulierement dépassés (Figure 7), un impact sur la
végétation et les écosystemes, ainsi que des baisses de productivité conséquentes sur
l'agriculture et les activités forestiéres, sont a prévoir. Par exemple, en 2002 en Grece, dans la
région de Thessalonique, on estime la perte économique totale due a I’impact de 1’ozone sur
les cultures a 43 M€ (Vlachokostas et al., 2010). Au niveau de la production forestiere, on
estime la perte économique en 2004 au niveau de la Suede a 56 M€ (Karlsson et al., 2005).
De plus, I’0zone a un effet indirect sur les capacités de séquestration du CO; des écosystémes,

agissant ainsi doublement sur le changement climatique (Sitch et al., 2007).
SITES D'ACTION DE L'OZONE

Les flux d'ozone dans I’atmosphere sont dépendants des résistances qui s'y opposent
(résistance aérodynamique, résistance de couche limite, résistance aérodynamique de la
canopée, résistance intrinséque du sol, résistance de la cuticule...). En contact avec les
feuilles, 1'ozone est confronté a une surface hétérogene. Les flux d'ozone a travers la cuticule

sont négligeables (Kerstiens and Lendzian, 1989). Ils se réalisent essentiellement en passant

4
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par les stomates. Il convient alors d'identifier correctement les flux stomatiques entrants
d'ozone. Le nombre de stomates ainsi que leur ouverture influent sur I'entrée d'O; (Castagna

and Ranieri, 2009).

L'ozone est hautement réactif et peut interagir avec les composants de la paroi
cellulaire des stomates et du mésophylle. Il est dissous en quasi totalit¢ dans l'apoplasme
produisant des ROS (Reactive Oxygen Species) comme le peroxyde d'hydrogéne (H,O,), le
radical hydroxyle (OH), le radical perhydroxyle (HOO), le radical superoxyde (O,"), le
radical hyperoxyde (‘O,H) ou l'oxygéne singulet ('O,) (Langebartels et al., 2002; Ashmore,
2005; Wittig et al., 2007; Wittig et al., 2009). Ces composés sont des molécules tres toxiques
pouvant modifier ou détruire les constituants cellulaires comme les protéines, les lipides, les
pigments, les acides nucléiques... (Ishida et al., 1999). Cependant, les ROS sont aussi des
molécules de signalisation produites naturellement par la plante (Mittler et al, 2004;
Karuppanapandian et al., 2011). Les ROS sont majoritairement produites au niveau des
chloroplastes lors de la photosynthése et la photorespiration (Asada, 2006), des mitochondries
par la chaine de transport des électrons (Rhoads et al., 2006), des peroxysomes lors de la
photorespiration (Del Rio ef al., 2006). Les ROS interviennent notamment dans le controle de
la réponse de défense aux pathogénes et du programme de mort cellulaire (Foyer and Noctor,
2005). Le peroxyde d'hydrogene est relativement stable et son habilet¢ a traverser les
membranes, notamment par les aquaporines, en fait un bon messager (Bienert ef al., 2007). 1l
peut néanmoins €tre transformé en radical hydroxyle par la réaction de Fenton catalysée par
des ions métalliques libres (Fe et Cu) (9) (10) et la réaction de Haber-Weiss (11). Les
radicaux superoxyde et hyperoxyde sont en équilibre dans les cellules vivantes. La forme
hyperoxyde étant plus hydrophobe, elle pénétre plus facilement les bicouches lipidiques des
membranes. Dans des conditions de pH neutre ou légerement acide, ces deux radicaux
peuvent, dans des milieux aqueux, se dismuter en H,O, et O, spontanément ou sous 1’action
de la superoxyde dismutase (SOD) (Wojtaszek, 1997) (12) (13) (14). Un équilibre entre

production et détoxication régule la toxicité et la signalisation des ROS (Mittler et al., 2004).

Réactions de Fenton:

9) H,0,+ Fe** (Cu®) > Fe** (Cu®") + OH + OH

(10) 0,”+Fe’" (Cu®") > Fe*" (Cu) + 0,
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Réactions de Haber-Weiss:

(11) H,O, +0O,"+ OH + OH + O,

Dismutation de superoxyde:

(12) 2 '0,H €= H,0,+ 0,
(13) 2°0,H+0,"+H € H,0,+0,
(14) 2°02+2H" € H,0,+ 0,

EFFETS VISIBLES SUR LES FEUILLES

Tandis qu’une exposition chronique a la pollution a 1’ozone peut induire une perte de
biomasse sans signe visible, une exposition aigiie a 1’ozone entraine 1’apparition de dégats
visibles sur les feuilles ou les aiguilles des plantes, ce qui peut représenter des pertes
économiques sur des especes horticoles (ICP forests, 2010). En Europe, les niveaux ambiants
d'ozone sont suffisamment ¢élevés pour causer des blessures visibles chez les espéces natives.
L'évaluation des 1ésions visibles est utilisée pour détecter des zones de risques potentiels ou
les effets de 1’0zone sur les foréts sont les plus marqués. Le suivi de ces dommages foliaires
est incorporé dans des programmes de surveillance a une échelle européenne dans le cadre des
protocoles d’ICP-Forest et FutMon (EU Life). Les dégats foliaires dus a 1’ozone peuvent se
voir a I’ceil nu et sont caractéristiques de ce polluant. Ces symptomes sont plus marqués sur
les feuilles agées, ou ils apparaissent en premier, et moins importants sur les feuilles d’ombre,
ou ils sont presque inexistants. Ils se limitent généralement a la face supérieure des feuilles et
peuvent prendre la forme d’une décoloration (Figure 8), de rougeur ou de brunissage entre les
nervures, ou encore de plus ou moins grandes nécroses (Figure 8 B et C) (Vollenweider,
2003). L’ozone entraine une chute prématurée des feuilles. Chez les coniféres, comme pour
les feuilles, les symptomes sont limités a la face supérieure des aiguilles et on retrouve un
effet age et un effet lumiere. Les marbrures chlorotiques sont le symptome le plus commun
décrit pour les aiguilles de coniferes. Elles peuvent étre décrites comme une alternance de

jaune ou de vert pale de taille similaire, sans frontieres nettes (Figure 8D).



Figure 8 : Exemples de symptdmes foliaires sur des feuilles de peupliers soumis a un traitement a
I'ozone (Photos: F. Spicher) A) Décoloration (feuille de droite) par rapport & une feuille témoin (feuille
de gauche), B) et C) nécroses plus ou moins importantes entre les nervures de feuilles de peuplier, et

D) marbrures sur des aiguilles de pin d’Alep (Photo: V. Calatayud)
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Figure 9 : Variation en pourcentage de la biomasse totale, biomasse foliaire, surface foliaire (par
unité de surface), biomasse ligneuse aerienne, biomasse aérienne, biomasse racinaire et ratio feuille-
racine, hauteur et diamétre de tous les arbres exposés a des concentrations élevées d’ozone par rapport
aux témoins exposés a I’air filtré par charbon actif. Les symboles sont encadrés par des intervalles de
confiance a 95%, les degrés de liberté et les moyennes des concentrations & I’ozone sont données le
long de I’axe Y. (Wittig et al., 2009)
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EFFETS SUR LA BIOMASSE ET LA CROISSANCE

Les concentrations actuelles en ozone entrainent déja une baisse de la croissance en
diameétre et en biomasse chez de nombreuses espéces, dont une perte de biomasse totale de
7% chez les espéces forestieres (Wittig et al., 2009). On estime une baisse de rendement
d’environ 4% pour le mais, 9% pour le blé et 11% pour le soja (Avnery et al, 2011;
Wilkinson et al., 2011). Les baisses de croissance et les pertes en biomasse a des
concentrations un peu plus élevées (Figure 9) laissent envisager que, dans les années a venir,
I’impact de la pollution a I’ozone sur la croissance et la biomasse sera, pour les arbres, 10%
plus important qu’aujourd’hui (Wittig et al., 2009). De plus, les angiospermes sont plus

sensibles que les gymnospermes (Figure 10).

EFFETS SUR LES ECHANGES GAZEUX FOLIAIRES

Les concentrations actuelles en ozone (50 ppb) sont suffisantes pour réduire les
capacités photosynthétiques des angiospermes (Figure 11) (Wittig et al., 2007). Si les
concentrations en ozone continuent de croitre, la photosynthése des gymnospermes, moins
sensibles a I’ozone, pourrait elle aussi étre réduite. Dans le cas d’une exposition aigiie mais
ponctuelle, I’0ozone entraine une baisse réversible de la conductance stomatique et donc de la
photosynthese, tandis que dans le cas d’une exposition chronique, méme a des concentrations
d’ozone plus faibles, la réduction de la conductance stomatique et de la photosynthese est
cumulative (Figure 12) (Ainsworth et al., 2012). Suite a une exposition chronique, I’effet de
I’0zone sur la conductance stomatique a été attribué a un effet direct sur la photosynthese, 1ié
a une baisse de ’activité de la Rubisco, notamment due a une diminution des concentrations
de I’enzyme, entrainant une hausse de la concentration interne en CO; (C;) et une fermeture
stomatique (Figure 13) (Dizengremel, 2001; Fiscus et al., 2005). Néanmoins, il existe un effet
direct de I’ozone sur le fonctionnement des cellules stomatiques, induisant des changements
de la réponse dynamique des stomates impliquant un découplage de la photosynthese et la
conductance stomatique (Lombardozzi et al., 2012). De plus, si I’ozone réduit les capacités
photosynthétiques, la respiration est a I’inverse stimulée, tout comme 1’activité de la PEPC, ce
qui permet de contrebalancer en partie la diminution de la photosynthese (Dizengremel, 2001 ;

Dghim et al., 2012).
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Figure 11 : Variation en pourcentage de la photosynthése en lumiére saturante (Ay) et de la

conductance stomatique (gs) des arbres soumis a des concentrations ambiantes en ozone (Oz) par

rapport aux témoins exposés a l'air filtré par charbon actif (cf) en incluant les différences entre

gymnospermes et angiospermes. Les degrés de liberté (d.f.) et les concentrations ambiantes moyennes

en ozone [O3] sont donnés le long de I’axe y. (Wittig et al., 2007)
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conductance stomatique (gs) des arbres soumis a des concentrations élevées en ozone (Oz) par rapport
aux témoins exposés a l'air filtré par charbon actif (cf) et I'impact de différentes concentrations en
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concentrations ambiantes moyennes en ozone [Oz] sont donnés le long de I’axe y. (Wittig et al., 2009)



Figure 14 : A) Stomate et B) épiderme inférieur de feuille de peuplier observés au microscope

électronique a balayage.
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EFFETS BIOCHIMIQUES

Au niveau cellulaire, 1’ozone entraine une hausse des ROS qui va induire toute une
cascade d’éveénements et des modifications biochimiques importantes. Outre la réduction de
I’activité et des concentrations de la Rubisco, la réduction du contenu en chlorophylles
provoquée par 1’ozone va impacter négativement la disponibilité en carbone (Figure 13). Un
colt en carbone est ajouté pour lutter contre les effets de 1’ozone, sous la forme d’une
synthése de métabolites impliqués dans les processus de détoxication des ROS (ascorbate,
glutathion, caroténoides, flavonoides...), d’une production supplémentaire des enzymes
neutralisant les ROS (peroxydase, SOD...), d’une stimulation de la voie de synthése de la
lignine et d’un cycle de réparation intense des protéines dégradées (Cabané et al., 2004;
Ainsworth et al., 2012). Les ROS produits suite a l'entrée d'ozone, altéreront 1'expression de

nombreuses protéines (Heath, 2008).

II. ROLE DES STOMATES

Comme nous 1’avons mis en avant précédemment, les stomates représentent la
premicre barriére mécanique de défense permettant de réguler I’entrée d’ozone dans les
plantes. Ce sont les premiéres cellules en contact avec 1’ozone, et elles sont donc susceptibles
d’étre soumises a un stress oxydatif important. Les stomates ont un fonctionnement complexe,
qu’il est important de rappeler, et le calcul de la conductance stomatique (voir ci-apres) est

par conséquent, délicat et toujours améliorable.

1. GENERALITES

Les stomates sont des pores situés sur 1’épiderme des parties aériennes des plantes
(Figure 14). IIs sont constitués de deux cellules de gardes entourant un orifice appelé ostiole.
La paroi des cellules stomatiques est dissymétrique et plus €paisse du coté interne. Les
stomates controlent deux des plus importants processus des plantes, la photosynthese et la
transpiration. Plus de 95% du dioxyde de carbone (entrant pour la photosynthese) et de la
vapeur d'eau (sortante pour la transpiration et le refroidissement de la surface foliaire)
échangés entre la feuille et 1'atmosphere passent par les stomates. De par ces fonctions, ils
sont essentiels pour la croissance des plantes et sont de premiere importance dans toutes les

considérations de rendements des cultures.
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et al. (2010)
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2. MODELES DE CONDUCTANCE STOMATIQUE

Comme la régulation de la conductance stomatique joue un role clé dans I’adaptation
aux variations des conditions environnementales, notamment en situation de stress, il apparait
d’une importance capitale d’améliorer notre compréhension de ces mécanismes afin de
pouvoir modéliser le mieux possible cet ¢lément clé. De par son importance, le calcul de la
conductance stomatique a été largement étudi¢ au cours des 50 derniéres années. Il existe un
nombre important de modeles essentiellement empiriques, trés peu étant mécanistes (Tableau
1). La majorité est toutefois semi-empirique, associant des fonctions empiriques a des
hypothéses physiologiques (Damour et al., 2010). Certains modeles généraux intégrent les
principaux facteurs environnementaux régulant la conductance stomatique grace a des
fonctions empiriques a paramétrer en fonction des situations. C’est le cas du modele
multiplicatif de Jarvis (1976) et du modele de White ef al. (1999) qui mettent en relation les
différentes fonctions du modéle par rapport a la conductance maximale, puis celui de Noe et
Giersch (2004) qui pondére I’influence des fonctions environnementales en ne prenant que le
minimum de ces limitations. D’autres modéles calculent la réponse de la conductance
stomatique non pas en fonction des parameétres environnementaux directement, mais en
fonction de facteurs physiologiques comme la photosynthése. C’est le cas du mod¢le de Ball,
Woodrow et Berry (1987) qui a ensuite ét¢ amélioré par Aphalo et Jarvis (1993) pour prendre
en compte de maniére explicite la dépendance de la conductance stomatique a I’humidité de
I’air et a la température. D’autres modifications du modele ont été faites afin d’en améliorer
les résultats (Leuning, 1990; Leuning, 1995), mais il est important de souligner qu’un tel
modele nécessite d’étre couplé a un modele approprié de photosynthése comme le modele de

Farquhar ef al. (1980).

Le calcul de la conductance stomatique a 1’ozone, gs, consiste a appliquer un facteur
de diffusion au calcul de la conductance stomatique a la vapeur d’eau, g, (15). Le modele
d’Emberson-Jarvis (16) utilise une conductance stomatique maximale et des fonctions
réductrices dépendantes de facteurs environnementaux (phénologie, lumicre, température,
déficit de pression de vapeur d’eau (VPD), potentiel hydrique du sol (swp)). Mais celui-ci ne
tient pas compte de l'impact temporel de 1'ozone sur la conductance stomatique, il faut donc
réussir a inclure une fonction ozone, fO3, dans le modéle comme ’ont fait Danielsson et al.
(2003) sur la pomme de terre. L’ozone ayant des répercussions sur la réponse des stomates
aux facteurs environnementaux, il convient d’étudier son impact sur les différents facteurs

entrant dans le calcul, afin de définir la fonction ozone et la place adéquate ou ’intégrer.
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(15) Is = gsw/1'51

(16) Isw = Imax X fphen X flight X maX[fminr (ftemp X fvpd X fswp)]

3. REGULATION DES MOUVEMENTS STOMATIQUES

La régulation des mouvements stomatiques est un élément déterminant pour les
capacités d'adaptation des plantes lors de changements de facteurs environnementaux. En
effet, la conductance stomatique régule l'entrée de CO; et les pertes en eau au niveau des
feuilles. Les variations de facteurs environnementaux entrainent la fermeture ou 1’ouverture
des stomates afin d’optimiser les échanges gazeux, en fonction des conditions
environnementales. L'ouverture des stomates est provoquée par la force motrice liée a
l'augmentation du volume des cellules de garde et la pression de turgescence causées par une
entrée d’eau dans 1’apoplasme. Ces flux d’eau accompagnent I’accumulation d'ions K*
provoquée par une hyperpolarisation de la membrane, suite a 1’activation d’une pompe a
proton (Fischer, 1968; Outlaw and Manchester, 1979). L’ouverture stomatique est ensuite
maintenue par I’accumulation de sucres. La fermeture des stomates résulte d'un processus
inverse, impliquant en plus le calcium (Ca®"). En effet, plusieurs facteurs comme l'acide
abscissique (ABA) ou une hausse de concentration en CO; peuvent stimuler 1'absorption de
Ca”" ce qui entraine une dépolarisation de la membrane puis une sortie d’ions CI” et malate®
et enfin une diffusion passive des ions K" (Hopkins, 2003; Lawson, 2009). Les flux d’ions
permettant les mouvements stomatiques nécessitent la participation de nombreux canaux

plasmiques et vacuolaires (tonoplastiques) (Figure 15) (Pandey et al., 2007).
EFFET DU VPD (VAPOR PRESSURE DEFICIT) ET DE LA TEMPERATURE

Les stomates sont sensibles au VPD et a la température, deux parametres liés, dont les
effets sont difficilement séparables. Si certaines especes apparaissent plus ou moins sensibles
aux variations de VPD, on observe cependant une réponse commune : la conductance
stomatique baisse avec 1’augmentation du VPD (Day, 2000; Yong et al, 1997). Le
mécanisme de réponse des stomates aux variations de VPD est peu connu, alors que ce
parametre environnemental est un facteur dominant par rapport aux variations de lumiere ou
de concentrations de CO;, ce qui lui donne une grande importance dans la prédiction des
mouvements stomatiques (Aasamaa et al., 2011). Certains pensent que les mécanismes de

réponse au VPD pourraient étre indépendants de I’ABA (Assmann et al., 2000), tandis que
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d’autres avancent I’hypotheése que la réponse au VPD soit liée aux concentrations en ABA
(Bunce, 1998; Xie et al.,, 2006). Pour la température, on observe un optimum et la
conductance baisse lorsque 1’on s’¢loigne de celui-ci (Jarvis, 1976). Le controle de la réponse

stomatique aux variations de température semble li¢ a la respiration (Lu et al., 2000).
EFFET DE LA LUMIERE

La lumiére induit une ouverture des stomates. Cependant, cette ouverture dépend de
I’intensité¢ et du type de longueur d'onde de celle-ci (Figure 16), et implique plusieurs
photorécepteurs tels que les cryptochromes, les phytochromes et les phototropines. De plus, la
réponse a la lumiére résulte d’au moins deux composantes, une composante indépendante et

une autre dépendante de la photosynthése (Wang et al., 2011).

La réponse a la lumiere rouge est dépendante de la photosynthése intervenant dans le
mésophylle et les cellules de garde (Lawson et al., 2002; Mott 2009; Zeiger et al., 2002). Le
pigment impliqué dans la réponse a la lumicre rouge serait la chlorophylle contenue dans les
chloroplastes des cellules de garde et du mésophylle. L’importance respective de la
photosynthese dans les cellules de garde et dans le mésophylle, dans la réponse a la lumiere
rouge, fait actuellement débat. Des études récentes ont montré que la réponse a la lumiére
rouge n’est cependant pas due a la baisse de la concentration intracellulaire en CO, par la
photosyntheése (Wang et al., 2008). De plus,Wang et al. (2010) montrent que le phytochrome
B interviendrait dans la réponse a la lumiere rouge. Un mutant d’Arabidopsis thaliana
surexprimant PhyB a une sursensibilité a la lumiere rouge, tandis qu’inversement, le mutant

négatif PhyB a une sensibilité a la lumiere rouge fortement réduite.

La lumiere bleue provoque une ouverture rapide des stomates. Cette réponse est
principalement indépendante de la photosynthese. Plusieurs photorécepteurs a la lumiére
bleue ont été candidats, la zéaxanthine et les phototropines (Kinoshita et al., 2001). Il est
maintenant admis que les phototropines sont les récepteurs a la lumiere bleue, et qu’elles
induisent une phosphorylation et une activation de 'ATPase a protons membranaire, ce qui
entraine une hyperpolarisation de la membrane et une entrée massive d’ions K* (Figure 17).
Enfin, Chez Arabidopsis thaliana, COP1 agit comme un régulateur négatif des signaux émis

par les cryptochromes et les phototropines a la lumiére bleue (Mao et al., 2005).

La lumiére rouge active la photosynthése et stimule I’accumulation de sucrose dans les

cellules de garde en I’absence d’apport d’ions K', alors que la lumiére bleue stimule ’entrée
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de K" et de CI, la synthése de malate et ’hydrolyse de I’amidon (Zeiger et al., 2002). De
plus, les cryptochromes CRY'1 et CRY?2 agissent, en plus des phototropines, lors de la réponse
des stomates a la lumicre bleue et en paralléle des phytochromes, lors de la réponse a la
lumiére rouge (Boccalandro ef al., 2012). Les cryptochromes interviendraient dans la réponse
a la lumiere bleue et a la lumicre rouge, en réduisant les niveaux d’ABA. D’une maniére
générale, il semble que PhyB agisse de concert avec les phototropines, les cryptochromes et le

phytochrome A dans la réponse a la lumiére blanche (Wang et al., 2010).
EFFET DU CO,

Une forte concentration en CO, entraine une fermeture des stomates tandis que des
concentrations faibles vont avoir ’effet inverse. En effet, le CO, va activer les canaux
anioniques, et provoquer un fort efflux d’ions K*, entrainant une sortie de CI” et de malate™ et
une dépolarisation de la membrane (Figure 18) (Kim et al., 2010). Cependant, les étapes du
signal précédent ’activation des canaux anioniques restent encore mal connues, bien que des
avancées aient permis 1’élaboration d’un nouveau mode¢le de réponse au CO, (Figure 19) (Xue
et al., 2011). La forte concentration en CO; va, par le biais des anhydrases carboniques BCA1
et BCA4, entrainer une hausse de la concentration en HCO;3;". Deux cascades de signaux se
mettent en place. Indépendamment des concentrations en Ca®", la forte concentration en CO,
et HCO;™ va activer les canaux ioniques de type S (Hu et al., 2010), inhiber les canaux
d’entrée de K, inhiber les ATPases entrainant ainsi la fermeture des stomates et I’inhibition
de ’ouverture stomatique. En parall¢le, les canaux anioniques SLACI1-dépendants vont aussi

étre activés par I’amorgage de la sensibilité au Ca*" (Figure 20).

Les signaux de fermeture des stomates dus au CO, et a I’ABA deviennent les mémes a
partir de cet instant, bien que les récepteurs soient différents (Xue et al., 2011). Dans les deux
cas, la sensibilité est amorcée, et les deux signaux deviennent commun avant ou a partir de la
protéine kinase OST1 aussi appelée SnRK2.6 et SnRK2E. Contrairement au CO,, I’action de
I’ABA se base sur le modéle PYR/RCAR-PP2C—SnRK2, décrit par Hubbard et al. (2010),
pour activer OST1 (Figure 21). Des études supplémentaires sont nécessaires pour €lucider les
mécanismes par lesquels les stimuli au CO, et 3 I’ABA amorcent la sensibilité au Ca*". Enfin,
il faut rappeler que la protéine kinase HT1 joue un r6le important dans la régulation du
mouvement stomatique sous forte concentration en CO,. Elle agit comme un régulateur

négatif majeur (Hashimoto et al., 2006).
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EFFETS DE L’OZONE

D’une maniere générale 1’ozone entraine une réduction de la conductance stomatique.
Cependant, les mécanismes de perception de 1’ozone et la cascade signalétique associ¢e sont
toujours inconnus. Néanmoins, il a ét¢ montré que les mutants de Nicotiana tabacum et
Arabidopsis thaliana, NtMPKA4, ostl, abil-1, abi2-1 et slacl ont une sensibilité a 1’ozone
accrue, due a une conductance stomatique supérieure et a une régulation de la conductance
stomatique perturbée en réponse a 1’ozone. (Gomi et al., 2005; Marten et al., 2008 Vahisalu et
al., 2010). Ces travaux indiquent I’implication des canaux anioniques et de phénomenes de
phosphorylation/déphosphorylation de protéines dans la réponse des cellules de garde a

1’0zone.

De plus, suite a un stress ozone, la réponse des stomates aux autres facteurs
environnementaux est modifiée. En effet, aprés un traitement ozone, les stomates ont une
vitesse d’ouverture et de fermeture plus lente en réponse aux variations de lumiére (Paoletti,
2005; Paoletti and Grulke, 2010). Le méme effet est observé pour la réponse a une variation

de VPD (Grulke et al., 2007).

III. SYSTEMES DE DETOXICATION

1. SYSTEME DE DEFENSE ANTIOXYDATIF

Les défenses de la plante comprennent la capacité a restreindre les flux d'ozone
entrants dans les tissus (reflétée par les modifications de la conductance stomatique), mais
aussi a détoxiquer l'ozone une fois les stomates franchis. Un systeéme de détoxication,
constitutif puis inductif, agit sur les ROS pour limiter le stress oxydatif (Wieser and
Matyssek, 2007). La détoxication constitutive est déja opérationnelle a 'entrée de 1'ozone
dans les feuilles. En effet, les ROS étant produits naturellement dans différents compartiments
cellulaires, les acteurs de la détoxication sont toujours actifs. Chaque compartiment cellulaire
contient ses propres agents de détoxication. L'ascorbate présent dans 1’apoplasme sous forme
réduite (ASA) constitue la premicre barriere a s'opposer a I'ozone et aux ROS (Castagna and
Ranieri, 2009). Plus les concentrations en ozone et en ROS sont fortes, plus I’ascorbate réduit
sera oxydé. La détoxication inductive renforce la détoxication constitutive en produisant et en
régénérant les antioxydants, mais nécessite beaucoup d'énergie (Musselman et al., 2006),

alors que la photosynthése est limitée par 1’ozone. Le métabolisme primaire joue alors un role
13
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important pour supporter ces processus. Les sucres solubles en tant que source d’énergie
représentent de ce fait un facteur clé. De plus, ils associent un role de signalisation impactant
I’expression de génes (Gupta et Kaur, 2005) a des capacités d’osmoprotection et de
détoxication, notamment le galactinol et le raffinose qui seraient capables de détoxiquer les
radicaux hydroxyles (Nishizawa et al., 2008). Le pouvoir réducteur des systeémes de
détoxication dérive directement ou indirectement du NAD(P)H ou de la ferrédoxine (sauf la
SuperOxyde Dismutase (SOD) et la catalase) (Dizengremel et al., 2008; Moller et al., 2007)
(Figure 22), rendant le maintien d’un pool de NADPH par le métabolisme primaire, essentiel

a la détoxication inductive.

2. VOIE D'HALLIWELL-ASADA

Le role antioxydant de l'ascorbate est directement dépendant de la capacité¢ de la
cellule a le maintenir a son état réduit. La voie d'Halliwell-Asada (Figure 23) est alors
sollicitée (Dizengremel et al., 2008). L'entrée d'ozone entraine l'apparition d'H,O, dans
I'apoplasme. L'ascorbate peroxydase (APX) réduit 1'H,O, en eau en utilisant le pouvoir

réducteur de l'ascorbate (ASA) (vitamine C) qui devient du monodéhydroascorbate (MDHA).

(17) H,0,+2 ASA — 2 H,O +2 MDHA

Du déhydroascorbate (DHA) se forme ensuite spontanément par dismutation de deux

MDHA.

(18) 2 MDHA — DHA

Le DHA passe ensuite dans le cytosol puis dans les chloroplastes éventuellement. On
y retrouve les mémes réactions (17) et (18) pour neutraliser 1'H,O, réussissant a passer la
membrane. De plus, la monodéhydroascorbate réductase (MDHAR) présente dans ces
compartiments permet de régénérer 1'ascorbate en utilisant du NAD(P)H selon la réaction

suivante :

(19) 2 MDHA + NAD(P)H — 2 ASA + NAD(P)

14
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Tableau 2 : Mécanismes de détoxication des ROS dans les cellules végétales (Moller et al., 2007)

Mécanismes Consommés (produits) Localisation cellulaire

SOD 0,7 (H,0,) Chl, Cyt, Mit, Per

Catalase H,0; (H,0) Mit?, Per

Peroxydases (PODs) H,0, (H,0) Nombreuses localisations

Ascorbate/ Cycle Glutathion H,0, (H,0) Chl, Cyt?, Mit, Per
H,0, (H,0)

Glutathion peroxydases Lipides hydroperoxydes = Chl, Cyt, RE, Mit
Autres hydroperoxydes
H,0,; (H,0)

Systéme peroxyredoxine Alkyle hydroperoxydes Chl, Cyt, Mit, Noy
Peroxynitrite

Systeme Thioredoxine H,0, (H,0) Chl, Cyt, Mit

. _ H,0,; (H,0) .

Systeme glutaredoxine Chl, Cyt, Mit, Sec
Hydroperoxydes

Caroteénes et tocophérol '0, (0») Chl

Chl, Chloroplastes; Cyt, Cytosol; RE, Réticulum Endoplasmique; Mit, Mitochondrie; Noy, Noyau; Per,
Peroxysomes; Sec, Voie sécrétoire
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La déhydroascorbate réductase réduit le DHA obtenu par dismutation spontanée (18)
du MDHA, en utilisant le glutathion réduit (GSH), produisant du glutathion oxydé (GSSG)
(20).

(20) DHA +2 GSH — ASA + GSSG

Le glutathion oxydé est ensuite régénéré a son tour par la glutathion réductase (GR) en

utilisant du NADPH (21). Puis I'ascorbate retourne dans I'apoplasme.

21) GSSG + NADPH — 2 GSH + NADP

3. AUTRES ENZYMES ET MOLECULES ANTIOXYDANTES

D'autres mécanismes moins importants, ou moins connus, servent a la détoxication des
ROS issus de l'0zone et viennent en complément de la voie d'Halliwell-Asada. On les retrouve

répartis dans la plupart des organites des cellules (Tableau 2 et Figure 24).

Le tocophérol stabilise les radicaux produits lors de la peroxydation des lipides,
stoppant ainsi les réactions en chaine. Les caroténoides, dont la zéaxanthine, permettent de
neutraliser l'oxygene singulet et de reconvertir le tocophérol porteur d’un radical en
tocophérol. Les composants phénoliques ont généralement un fort pouvoir antioxydant,
notamment les flavonoides quercétine, anthocyanidines cyanidine et delphinidine (Rice-Evans
et al., 1997). Les anthocyanines peuvent détoxiquer 1'H,O,. 1l se peut donc qu'ils agissent
dans les mécanismes de détoxication de I'ozone. Les superoxydes dismutases (SOD) sont des
enzymes qui lient deux ions superoxydes a deux ions hydrogéne pour produire de 1'oxygeéne
moléculaire et de 1'eau oxygénée, neutres et moins toxiques. La catalase est une enzyme qui
dismute le peroxyde d'hydrogéne en eau. Les peroxydases sont une famille d'enzymes
catalysant la dégradation du peroxyde d'hydrogéne avec comme second substrat un composé

réducteur. L'ascorbate peroxydase et la glutathion peroxydase en font partie.

4. VOIE DE BIOSYNTHESE DE L’ASCORBATE

L’ascorbate est un élément important pour la régulation des radicaux libres oxygénés
dans plusieurs compartiments cellulaires a travers la voie d’Halliwell Asada. La voie de

synthése principale de 1’ascorbate utilise le galactose (Figure 25), cependant d’autres voies
15
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Figure 24 : Schéma des systémes de détoxication des ROS dans les différents organites des cellules
végétales. Abréviations : APX : Ascorbate peroxydase, ASA : Ascorbate, CAT : Catalase, DHA :
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Peroxydase, MDHA : Monodéhydroascorbate, MDHAR : Monodéhydroascorbate réductase, NAD(P) :
Nicotinamide adénine dinucléotide (phosphate) oxydé, NAD(P)H : Nicotinamide adénine dinucléotide
(phosphate) réduit, P : Polymere, PrxR : Peroxiredoxine, SOD : Superoxyde dismutase ,Trx :

Thioredoxine
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plus ou moins détaillées sont parfois décrites dans la littérature, mais sont pour certaines
controversées. La GDP-L-galactose phosphorylase (VTC2) produit le premier métabolite
dédié a la principale voie de biosynthése de I’ascorbate, le L-galactose-1-P. C’est le point de
régulation le plus important dans le contrdle transcriptionnel de la biosynthése de 1’ascorbate

(Linster and Clarke, 2008).

5. VOIE DE BIOSYNTHESE DU GLUTATHION

Le glutathion est lui aussi un élément clé du mécanisme de détoxication des radicaux
libres oxygénés puisqu’il sert a renouveler le pool d’ascorbate réduit dans la voie d’Halliwell-
Asada. Le glutathion est un cofacteur de nombreuses enzymes impliquées dans la
détoxication des ROS et joue donc un réle central comme antioxydant mais aussi comme
composant de la signalisation cellulaire. (Galant ef al., 2011; Noctor et al., 2012). Sa voie de
biosyntheése est trés simple, car rapidement reliée aux acides aminés (Figure 26). Les deux
principaux points de régulation sont la disponibilité en cystéine et 1’activité de la gamma-

glutamylcysteine synthétase (y-ECS) (Noctor, 2006).
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Tableau 3 : Principaux indicateurs d'évaluation de 1'impact de I'ozone sur la végétation

Mesure Parameétres Unité

[Os]
Danger AQOT40 ou SUM60 ppb.h
Ozone atmosphérique

N Entrée d°0s (g) POD ou CUO ou AFyY
Exposition mmol.m™

Conductance stomatique (2 flux O3)

Flux effectif

Evaluation du
> (flux O; — Détoxication) mmol.m™

risque Conductance stomatique et

indicateur de la détoxication
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[. PROBLEMATIQUE

1. SEUILS DE RISQUE A L’OZONE

Les effets néfastes de 1’ozone sur la santé, I’environnement et I’économie agricole et
foresticre représentent une préoccupation importante pour 1'Union Européenne, qui exige une
amélioration des seuils de risque a 1'ozone pour la végétation. En effet, aujourd’hui 1I’impact
de I’ozone est évalué a 1’aide de plusieurs indicateurs (Tableau 3). Ces indicateurs, varient en
fonction des parametres de mesure utilisés et en fonction de leur précision. Un bon indicateur
doit étre le plus précis possible, tout en restant le plus simple d'utilisation, d'ou certains

compromis.

L'AOT40 (1), mesuré en ppb, a été développé et adopté au niveau européen dans les
années 90’s (Fuhrer et al., 1997). 1l correspond a l'exposition cumulée au dela d'une
concentration limite de 40 ppb chaque jour (éclairements > 50 W.m™) pendant la période de
végétation. Il permet actuellement de définir des seuils critiques a ne pas dépasser. De mai a
juillet, c'est l'indicateur d'exposition des cultures et d'avril & septembre, c'est l'indicateur
d'exposition des foréts. Le SUMO0O et le SUM60 (Sum of hourly ozone concentrations
equaling or exceeding 0 and 60 ppb) sont aussi employés et correspondent a 1'exposition

cumulée sans ou au dela d'une concentration limite de 60 ppb.

(1) AO0T40 = ¥, max([03]; — 40 ppb; 0)At

L'AFY (Accumulated Stomatal Flux above a threshold of Y nmol m> s'l) ou le PODy
(Phytotoxic Ozone Dose above a threshold flux of Y nmol m > s™') (2), accepté en 2005 lors
de la convention de Genéve sur la pollution atmosphérique transfrontaliere, sont plus
représentatifs de l'impact de l'ozone sur la végétation car, étant basés sur le modele de
conductance stomatique multiplicatif de Jarvis (Jarvis, 1976), ils prennent en compte les
conditions climatiques (influence de la température, du déficit de pression de vapeur d'eau
(VPD), de la lumiere, du potentiel hydrique du sol, de la concentration en ozone) et la
phénologie des plantes. Ils simulent l'entrée d'ozone dans les feuilles et représentent le flux
moyen horaire accumulé au-dessus d'un seuil Y par surface de feuille pendant la période de

croissance de la plante.
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Figure 27 : Absorption d'ozone et effets biologiques (Tausz et al., 2007)



Objectifs de recherche

() PODy = ¥ max(Fg; — Y; 0) At
Fist représentant les flux d’ozone stomatique (nmol m > s™!)

En présence d'ozone, les plantes disposent de deux moyens de résistance : la régulation
de la conductance stomatique pour limiter I'entrée d'ozone dans les feuilles et un systéme de
détoxication complexe pour €liminer l'ozone et les ROS formés. L'évaluation des seuils de
risque a I'ozone doit prendre en compte les différentes barriéres et défenses des végétaux, et
ne pas seulement tenir compte des concentrations en ozone extérieures (Karlsson et al., 2007).
I1 reste maintenant a prendre en compte les aspects de détoxication des feuilles, en plus des
flux entrants d'ozone, afin d’expliquer la variabilité inter et intra spécifique due a ces deux

facteurs.
2. FLUX EFFECTIF D'OZONE

On peut utiliser la notion de "flux effectif d'ozone", balance entre les flux stomatiques
et l'intensité de la détoxication cellulaire (Musselman et al., 2006). Une chaine de 3 ou 4
évenements est décrite suivant les auteurs (Dizengremel et al., 2009; Tausz et al., 2007)

(Figure 27):
e concentration du polluant dans l'atmosphere (conditions environnementales).
e dépot de 'ozone sur les surfaces (sols, feuilles) (exposition).

e degré d'intrusion de 1'ozone dans les feuilles a travers les stomates (absorption).

e niveau d'antioxydants en réponse a la pression oxydative (effets biologiques).

L’AF4Y et le PODy prennent en compte la régulation des flux par la conductance
stomatique en se basant sur le modéle multiplicatif de Jarvis. Or, ce modéle ne prend pas en
compte 1’impact direct de 1’ozone sur ses différentes fonctions. Afin de calculer finement les
flux effectifs d’ozone, il convient donc d’améliorer le calcul de la conductance stomatique
pour prendre en compte I’impact direct de 1’ozone sur la régulation des mouvements
stomatiques aux différents parameétres environnementaux et de définir D'intensité de

détoxication cellulaire.
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II. OBIJECTIFS

Cette thése a pour but d’indiquer des pistes pour améliorer les seuils de risque a
I’ozone. Mon travail comporte deux volets complémentaires visant d’une part a améliorer
I’aspect détoxication a inclure dans les seuils de risques a 1’ozone, et d’autre part, a prendre en
compte dans les calculs de conductance stomatique I’impact de 1’ozone sur la régulation
stomatique. L’utilisation de trois génotypes de peupliers nous aide a comprendre les
différences intra-spécifiques et a cibler des processus ou métabolites clés impliqués dans la
sensibilité a I’ozone. Un suivi de traits écophysiologiques tels que le diamétre, la hauteur, les
biomasses, le nombre de feuilles tombées, la conductance stomatique... nous permet de relier

les autres résultats a une sensibilité a 1’ozone.

Pour comprendre I’importance des processus de détoxication, des analyses
métabolomiques (analyse de ’ascorbate, du glutathion, des caroténoides, des sucres...) ont
¢été réalisées au niveau foliaire. Une approche génomique par PCR quantitative en temps réel,
au niveau foliaire, compléte les résultats en analysant 1’expression de génes impliqués dans
les processus de détoxication. Ces résultats viennent enrichir nos connaissances pour
identifier un indicateur du niveau de détoxication, ce qui permettra in fine, de calculer des flux
effectifs. Parallelement, afin d’améliorer le modele de Jarvis permettant de calculer la
conductance stomatique, nous avons caractérisé 1’impact de 1’ozone sur la réponse de la
conductance stomatique a différents parametres environnementaux (lumiere bleue, lumicre
rouge, CO, et VPD). De plus, I’expression de geénes impliqués dans la régulation des
mouvements stomatiques a été étudiée par qPCR sur des échantillons de stomates

microdisséqués  pour  comprendre les  mécanismes impactés par  1’ozone.
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Tableau 4: Caractéristiques des 6 sections du genre Populus

Critéres de différentiation

Section Aire Principales Bourgeon Feuille Rameau Bractée Ecorce Port habitat
d’origine  espéces florale
Eurasie ?lfp 'hra.tlca . Etroite Seconde Zone aride,
Est et ilicifolia Jaune non  Unicolore. .
Turanga . ; X non Crevassée grandeur supporte la
Afrique pruniosa collant Dentelée o S
ciliée déjeté salinité
Nord
Eurasie glauca Laree Houppier
. Est et heterophylla Brunpeu  Bicolore. . . g . ample Ornemental
Leucoides . ; 14 Circulaire  non Crevassée .
Amérique lasiocarpa collant Crénelée e Feuillage en Europe
ciliée .
du Nord brillant
alba
guzmanantlensis
Eurasie, monticola
Afrique simaroa Brun un Bicolore. Lisse et
Leuce or du Nord adenopoda Crénelée, . . Large claire Grand Peupliers
. peu . Circulaire o . . .
Populus et gamblei lobée ou Ciliée Crevassée développement  forestiers
- . collant . .
Amérique  grandidentata lobulée au pied
du Nord sieboldii
tremula
tremuloides
Uni ou
. . bicolore. . . Pyramidale Lo
Eurasie et  deltoides Rouge- . Circulaire  Large Rugueuse Ligniculture
.o - " Deltoide ou . . port assez -
Aigeiros Amérique  fremontii Brun - ouunpeu non Sillonnée . Prairie
. rhomboidale s . étroit, A
du Nord nigra collant . anguleux  ciliée longitudinalement o Hors forét
Crénelée. verticillé
augustifolia
balsamifera
cathayana
' ciliata Ligniculture
Eurasie koreana . . L
P Rouge, R Large Lisse Pyramidale Prairies et
Est, et laurifolia Oblongue a RN N
Tacamahaca - : - Brun anguleux  non puis légérement port large, foréts dans
Amérique  maximowiczli ovale . e .
. . collant ciliée fissurée verticillé son aire
du Nord simonii Y.
d’origine
suaveolens
szechuanica
trichocarpa
yunnanensis
Forét
Abaso Mexique mexicana tropicale,
Ornemental

au Mexique
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I. MATERIEL VEGETAL

1. GENERALITES SUR LE PEUPLIER

L'étude a été réalisée sur le peuplier, arbre modele depuis 2002, grace entre autre a sa
croissance rapide et a son génome de taille modeste déja séquencé (Brunner et al., 2004;
Renaut ef al., 2009). 11 fait partie de la famille des salicacées (angiospermes dicotylédones) et
est originaire de la zone tempérée de I’hémisphere nord. Le genre Populus comprend une
trentaine d’espéces ainsi que de nombreux hydrides naturels ou créés par 1’homme, classées
en 6 sections botaniques (4baso, Aigeiros, Leucoides, Populus, Tacamahaca et Turanga) sur
la base de critéres écologiques et morphologiques (Eckenwalder J. E., 1996; Dickmann et
Kuzovkina, 2008) (Tableau 4). En France, trois espéces pures sont naturellement présentes, le

peuplier noir (P. nigra), le peuplier tremble (P. tremula. L.) et le peuplier blanc (P. alba).

Le peuplier tient une place importante pour la foresterie frangaise avec environ
200 000 ha de peupleraie (Tableau 5) et une production d’environ 1 400 000 m® de grumes de
peuplier (Tableau 6). L’importance de la populiculture s’explique par la croissance rapide de
I’essence (récolte en 15-20 ans) et par la propriété polyvalente du bois permettant son emploi

dans des débouchés variés. Parmi ces utilisations on compte notamment les filiéres suivantes :

e Le déroulage : boites d’allumettes, emballages, panneaux contreplaqués...

e Le sciage : voligeage sous toitures, palettes, literie. ..

e Les panneaux dérivés : fibres, agglomérés...

e Lapate a papier

e Le bois-énergie (taillis a courte rotation ou a tres courte rotation, TCR/TTCR)

e La construction

C'est aussi une essence de pleine lumiere, trés exigeante en eau et en éléments
nutritifs. On le retrouve donc fréquemment en ripisylves et en fond de vallon. Afin d’avoir la
meilleure production possible, différents cultivars (variétés obtenues en culture) sont utilisés
en fonction des stations (sol + climat), de son comportement face aux maladies et au vent, de

sa facilité de conduite, de ses qualités de bois. La majorité des plantations francaises sont
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Tableau 5 : Les surfaces (en ha) de peuplier de production de bois, en France et par région.

Peupleraies en plein

Peupleraies en plein

Régions Source Source
SCEES Teruti Lucas 2006 Cadastre 2003
Alsace 2 000 2176
Aquitaine 17200 24 974
Auvergne 1 400 3329
Basse Normandie 4700 4 586
Bourgogne 11 900 14 442
Bretagne 6 100 8235
Centre 22 600 22 814
Champagne-Ardenne 21100 26 864
Corse 0 0
Franche-Comté 2 900 4134
Haute Normandie 1 600 1 890
Ile de France 2400 9576
Languedoc-Roussillon 900 1143
Limousin 900 329
Lorraine 3600 3540
Midi-Pyrénées 12 500 14 824
Nord Pas de Calais 9000 12 863
Pays de la Loire 18 900 22 147
Picardie 23 900 32108
Poitou-Charentes 13 000 12177
Provence Alpes Cote d'azur 900 418
Rhone-Alpes 7 700 10 836
Total 185100 233 406




Tableau 6: Récolte annuelle de grumes de peupliers (m®)

Année Déroulage Sciage Total
1988  1.271.267 1.594.960 2.866.227
1989  1.459.434 1.798.902 3.258.336
1990 1.543.139 1.865.680 3.408.819
1991 1.514.798 1.722.431 3.237.229
1992 1.331.655 1.525.557 2.857.212
1993  1.254.010 1.223.380 2.477.390
1994 1.381.740 1.216.459 2.598.199
1995 1334250 1.225.594 2.559.844
1996  1.246.355 1.075.937 2.322.292
1997  1.267.212 1.059.475 2.326.687
1998  1.239.646 991.653  2.221.299
1999  1.196.186 966.518 2.162.704
2000 1.125.856 821.908 1.947.764
2001  1.086.718 710.237  1.796.955
2002 943.446 536.793  1.480.239
2003 902.922 528.433  1.431.355
2004 872.668 443.402 1.316.070
2005 847.124 478.151 1.325.275
2006 862.145 531.006 1.393.151
2007 993.568 581.716  1.575.284
2008 914.245 508.278  1.422.523
2009 885.706 407.043  1.292.749
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Figure 28 : Plantation des boutures de peuplier

s

Figure 29 : Début de l'acclimatation en phytotrons des

peupliers agés de 5 semaines
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constituées de cultivars issus de croisements entre deux especes nord-américaines (P.
deltoides x P. trichocarpa, peuplier interaméricain) ou une espéce nord-américaine et une

espece eurasiatique (P. deltoides x P. nigra, peuplier euraméricain).
2. GENOTYPES UTILISES

Trois génotypes euraméricains (Populus deltoides x Populus nigra), Carpaccio, Cima
et Robusta ont été sélectionnés dans 1’équipe par des expériences antérieures pour leurs
réponses contrastées a 1'ozone (nécroses, chute de feuilles, conductance stomatique, activité
PEPC, croissance...). Carpaccio apparait comme le génotype le plus tolérant, suivi de Cima,
puis de Robusta qui est le génotype le plus sensible. Ce choix permet une meilleure
compréhension des différents mécanismes utilisés en réponse a 1'ozone et d'approcher les

différences intra-spécifiques.
3. CONDITIONS DE CULTURE

Pour chaque expérience de fumigation, le matériel végétal a été cultivé dans les
mémes conditions. Les boutures de peuplier (issues de la pépiniére forestiere de Guéméné-
Penfao) ont été plantées dans des pots de 5 L remplis de terreau (N/P/K 14/16/18, 1.2 kg.m>,
Gramoflor SP1 Universel) 6 semaines avant le début de la fumigation d’ozone (Figure 28).
Au fond des pots, 1 a 2 cm de billes d'argile de diamétre 8/16 permet d’améliorer le drainage
de I’eau. De plus, 10 mg de nutricote T-100 (Nutricote T-100, N/P/K/MgO 13/13/13/2, Fertil,
Boulogne-Billancourt, France) ont été ajoutés pour fertiliser le milieu ce qui correspond a une
dose finale de 20 mg/pot. Enfin, pour tamponner le pH, 1 mg.1" de calcaire magnésium a été
utilisé. Dans la chambre de culture, la température et I’humidité relative ont été maintenues a
23°C/75% le jour et 20°C/85% la nuit avec une photopériode de 14 h (8 h-22 h). Les arbres
ont ¢été irrigués manuellement tous les jours. Avant le transfert en phytotrons, 5 semaines
apres la plantation des boutures, une tige unique a été gardée, ils atteignaient alors entre 60 et
80 cm de hauteur (Figure 29). La fumigation a débuté apres une semaine d’acclimatation dans

les phytotrons.
4. PRELEVEMENT

Durant les périodes de fumigation, des prélévements de feuilles ont été effectués,

toujours a 15 h, pour le dosage des métabolites et I’étude de 1’expression des geénes. Pour
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Figure 30 : Restant d'une feuille de peuplier apres les prélévements pour la microscopie électronique

Figure 31 : Les Chambres phytotroniques Figure 32 : Présentation d’une chambre

(UMR1137, UL) phytotronique contenant 6 peupliers
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réaliser ces prélevements dans des conditions optimales, toutes les feuilles a prélever ont été
identifiées avec de la ficelle dés la mise en phytotrons. Il s’agissait des deux premicres
feuilles matures en partant du haut (10°™ et 11°™ feuille). La nervure principale a 6té
découpée aux ciseaux et les feuilles prélevées ont ét¢ immédiatement plongées dans des
pochettes d’aluminium identifiées, et congelées dans de 1’azote liquide. Une partie des
échantillons, dédiée aux analyses métabolomiques (sauf ascorbate et glutathion) et a la micro-
dissection laser, a été lyophilisée a -40°C pendant 40 h & une pression de 10 Pa dans un
lyophilisateur FreeZone Plus freeze-dryer (Labconco, Kansas City, Missouri), puis la
température a été remontée progressivement a 20°C en 10 h. Les autres échantillons ont été

broyés dans 1'azote liquide avant analyse.

Les échantillons utilisés pour la microscopie ¢électronique ont ¢été prélevés
différemment (Figure 30). Un emporte-piéce nous a servi a prélever le matériel nécessaire a
nos observations et analyses au microscope ¢€lectronique a balayage (MEB) avant de le
déposer dans un cryotube plongé immédiatement dans de 1’azote liquide. Pour les échantillons
dédiés a 1’observation au microscope €lectronique a transmission (MET), un petit carré de
1 cm? a été découpé a la lame de rasoir et plongé dans un tube Eppendorf contenant du
fixateur (voir Analyse ultrastructurale des cellules de garde (Microscopie Electronique a

Transmission) pour la composition du fixateur).

II. FUMIGATION A L’OZONE

Les résultats présents dans cette theése sont issus de mesures et de 1’analyse

d’échantillons prélevés au cours de deux expériences de fumigation distinctes.
1. PLAN D’EXPERIENCE

Lors de chacune des expérimentations de fumigation, 8 chambres ont été utilisées : 4
chambres 'témoin' et 4 chambres avec 120 ppb d'ozone (Figure 31). Lors de la premiére
expérience, nous avons disposé 15 arbres par chambre, 5 de chaque génotype, puis nous
avons sacrifi¢ un arbre de chaque génotype dans chaque chambre, aprés 2 et 4 jours de
fumigation, pour des mesures de biomasse, ne laissant a la fin que 9 arbres par chambre. Lors
de la seconde expérience, nous n’avions mis que 6 arbres par chambre (Figure 32).
L’expérience a été réalisée sur Carpaccio et Cima dans un premier temps, puis elle a été

dupliquée sur Robusta.
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Figure 33 : Exemple de racines de peuplier aprés lavage, prétes pour le séchage
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2. CONDITIONS ENVIRONNEMENTALES

Les conditions environnementales dans les phytotrons sont similaires pour les deux
expérimentations de fumigation afin de faciliter la synthése des résultats. Pour les 4 chambres
'témoin', I’air est filtré a travers du charbon actif, tandis que pour les 4 chambres du traitement
ozone, 120 ppb d’ozone ont été injectés de 9h a 22 h, directement dans 1’air entrant dans les
chambres. L’0zone a été produit a partir d’O, par deux générateurs d’ozone (OZ500; Fischer,
Bonn, Germany and CMG3-3; Innovatec II, Rheinbach, Germany). Les concentrations en
ozone de chaque chambre ont été enregistrées sur ordinateur par un systéme automatique li¢ a
un analyseur (O341M; Environnement S.A., Paris, France). La photopériode durait de 8 h a
22 h avec 5 lampes par chambre, le taux d’humidité relative était maintenu a 85% la nuit et a

75% le jour et la température était stabilisée a 20°C la nuit et 23°C le jour.

III. SUIVI DE CROISSANCE, BIOMASSES ET CHLOROPHYLLES

1. MESURES DE HAUTEUR, DE DIAMETRE ET CHUTES DE FEUILLES

Afin de réaliser un suivi de croissance, des mesures de hauteur et de diametre a la base
de la tige, ainsi que le décompte du nombre de feuilles et du nombre de feuilles tombées, ont
¢été réalisées sur tous les arbres deux fois par semaine, a I’aide d’un métre et d’un pied a

coulisse.
2. MESURES DE BIOMASSES

Ces mesures permettent d’évaluer la croissance des plants et d’identifier s’il y eu une
modification de I’allocation des ressources carbonées vers les parties aériennes ou

souterraines.

Les arbres ont été découpés et les parties aériennes et souterraines ont été isolées. Les
feuilles et les tiges ont été séparées dans des pochettes de papier avant d’étre mises a sécher
dans une étuve a 60°C jusqu’a stabilisation du poids, tandis que les racines ont nécessité

préalablement au séchage, un lavage a I’eau afin de retirer toute la terre (Figure 33).
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Figure 34: Schéma de principe du porométre (issu du manuel d'utilisation)
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3. MESURES DU CONTENU EN CHLOROPHYLLES

PRINCIPE DE L’APPAREIL

Les mesures en chlorophylles sont importantes car elles sont directement liées aux
capacités photosynthétiques de la plante. Les mesures rapides au chlorophylle-métre CCM-
200 ont I’avantage de ne pas étre destructives. L’absorbance optique est mesurée a deux
longueurs d’onde différentes pour tenir compte de la transmission de la chlorophylle et de

I’épaisseur de la feuille : 653 nm (chlorophylle) et 931 nm (pres des infrarouges).
UTILISATION

Le contenu en chlorophylle de la premiere feuille mature a été suivi 2 fois par semaine
grace a un chlorophylle-metre CCM-200 (Opti-Sciences, Hudson, NH, USA). Les valeurs
obtenues (Chlorophyll Content Index, CCI) ont ensuite été converties en g.m™ grice a la

relation suivante (Bagard et al., 2008; Wellburn, 1994):

(1) [Chl] = 0.0214 x (CCI) + 0.0424

IV. MESURES DES ECHANGES GAZEUX

1. CONDUCTANCE STOMATIQUE A LA VAPEUR D’EAU

(POROMETRE SC1)

PRINCIPE DE L’APPAREIL

Le porometre permet de mesurer la conductance stomatique des feuilles sur chacune
des faces séparément. Pour réaliser ces mesures, la conductance de la feuille est mise en série
avec deux éléments de conductance connue (Figure 34). La différence d’humidité mesurée
entre les éléments permet d’obtenir le flux de vapeur d’eau. La conductance stomatique peut

ensuite étre calculée en se basant sur les hypotheses suivantes :

e [’humidité relative dans la feuille est égale a 1
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Figure 35 : Mesure de la conductance stomatique sur la face adaxiale de la feuille réalisée a l'aide du

porometre SC1
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Figure 36: Schéma de fonctionnement de 1’appareil Li-6200.
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e toutes les valeurs de conductance sont en série, le flux est donc constant entre
deux points
e latempérature de la feuille est égale a la température du premier capteur

d’humidité

La conductance peut donc étre exprimée comme une fonction des distances entre les
capteurs d’humidité, de la température et des deux mesures d’humidité relative (2).

pD h —h
(2) gs = vapor|hries(Ta1)—hr2es(Ta2)l

T les(Tar)A—hyr]dz—~[hr1es(Tar)~hrzes(Taz)lds

avec p la densité molaire de I’air, D, la diffusivité de la vapeur d’eau, hr I’humidité relative, ey(Ta)

la pression de vapeur saturée a température ambiante, dl1 la distance entre la feuille et le premier capteur et d2

la distance entre les deux capteurs.

UTILISATION

Lors de la seconde expérience de fumigation, un suivi de la conductance stomatique
sur la face abaxiale et adaxiale de la premiere feuille mature de tous les arbres a été réalisé 3
fois par semaine, deux heures apres le début de la photopériode, a 1’aide d’un porometre SC-1

(Decagon Devices, Pullman, USA) (Figure 35).

2. ASSIMILATION NETTE DE CO, ET CONDUCTANCE STOMATIQUE

A LA VAPEUR D’EAU (L1-6200)

PRINCIPE DE L’APPAREIL

L’appareil Li-6200 est un systeme fermé portable de mesure de photosynthése
permettant de réaliser des mesures d’échanges gazeux (pas de distinction des faces). La feuille
est placée dans une chambre laissant passer la lumiére, dans laquelle sont mesurées la
température de ’air et de la feuille, et I’humidité relative. Une pompe aspire 1’air de la
chambre pour le faire passer par un analyseur de CO,, avant d’étre réinjecté dans la chambre

(Figure 36).
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Figure 37 : Mesures réalisées a l'aide de 1'appareil de mesure d'échanges gazeux Licor 6200
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Lorsque la feuille respire, elle dégage du CO, et lorsqu’elle photosynthétise, elle
consomme du CO,. L’échange de CO; entre la feuille et I’atmospheére est calculé en mesurant
le changement de concentration de CO; dans la chambre fermée contenant la feuille, dans un
intervalle de temps court (30 s). L assimilation nette de CO; est alors calculée en utilisant le
taux de changement de CO, mesuré¢ et d’autres facteurs, comme la surface de feuille

enfermée, le volume de la chambre, la température et la pression atmosphérique.

Lorsque les stomates sont ouverts, la plante transpire entrainant une hausse de
I’humidité de I’air dans le circuit fermé. L’utilisation de dessicant (perchlorate de magnésium)
permet de maintenir une humidité constante (+/- 5%). Le taux de transpiration est calculé par
le changement d’humidité dans le temps en tenant compte du flux d’air sec traversant le
dessicant. Le taux de transpiration est alors utilisé avec la température de I’air et de la feuille
et la conductance de couche limite connue dans la chambre, pour calculer la conductance

stomatique grace a la formule (3)

1
(3) Isw = ~egmp-e K41
es{Tp+e  gpyo(K+1)?
E(P_T) bwo

avec E la transpiration nette, T; la température de feuille, e la pression de vapeur dans la
chambre, g, la conductance a la vapeur d’eau, gy, la conductance de couche limite d’une

face, es<> la fonction de pression de vapeur saturante, K le ratio stomatique, P la pression.
UTILISATION

Lors de chacune des deux expériences, un suivi de la conductance stomatique a la
vapeur d’eau (gy) et de I’assimilation nette de CO; (face adaxiale et abaxiale confondue) a été
réalisé avec le systéme de mesure d’échanges gazeux foliaires Li-6200 (LI-COR"Inc,
Lincoln, NE, USA) (Figure 37), 3 fois par semaine, deux heures apres le début de la
photopériode. En combinaison avec le suivi horaire des concentrations en ozone dans chaque
chambre, nous avons pu calculer ’AOT40 (4), le PODy (5) et le CUO (6). L’AOT40
(Accumulated Ozone over a threshold of 40 ppb) correspond a 1'exposition horaire cumulée
au dela d'une concentration limite de 40 ppb. Le CUO (Cumulative Uptake of Ozone) et le
PODy (Phytotoxique Ozone Dose over a threshold of Y nmol.m™.s™) correspondent aux flux

d’ozone horaires (Fy) (7) cumulés, de 1’atmosphére a travers les stomates, au-dela ou non
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Figure 38: Schéma de fonctionnement de 1’appareil Li-6400
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d’un seuil de Y nmol.m™.s™". Comme recommandé par Fagerli e al. (2011), nous avons utilisé

un seuil de 1 nmol.m?.s™".

(4) AOT40 = ¥ {max([0;] — 40,0)At} i
(5) PODy = Y [max(Fs — Y, 0)At]i

(6) CUO = Y7, (FgAt)i

() Fse = [0s5] X g5

avec n le nombre d’heures, At = lhetY =1 nmol.m>.s™!

Comme les conditions environnementales dans les phytotrons étaient stables, nous
avons appliqué pour nos calculs de flux une conductance stomatique constante au cours de la
journée. De plus, les valeurs de conductance stomatique des jours sans mesure ont &té
évaluées a partir des jours adjacents (Bagard et al., 2008). Méme si nous ne prenons pas en
compte une éventuelle baisse de conductance au cours de la photopériode, nous appliquons le

méme principe pour tous les arbres.

3. ASSIMILATION NETTE DE CO, ET CONDUCTANCE STOMATIQUE

A LA VAPEUR D’EAU (LI1-6400)

PRINCIPE DE L’APPAREIL

L’appareil Li-6400 est un systeme ouvert portable de mesure de photosynthése
permettant de réaliser des mesures d’échanges gazeux (pas de distinction des faces). La feuille
est placée dans une chambre dont les conditions lumineuses (intensité et qualité) sont
contrdlées et dans laquelle I’air est renouvelé (circuit ouvert) (Figure 38). Les paramétres
environnementaux sont contrdlés (température, VPD, CO,, lumiére). Les concentrations en
H,0 et CO,, le rayonnement quantique, la température de bloc, de I’air et de la feuille, le débit
d’air et la pression sont mesurés de maniere simultanée a 1’aide de toute une série de capteurs
majoritairement groupés au niveau de la chambre de mesure : un IRGA (analyseur de gaz a
infrarouge) pour les concentrations d’H,O et de CO,, un capteur Quantum sensor Li 190 pour
la lumiere extérieure, un capteur GaAsP pour la lumiere a I'intérieur de la chambre, une
thermistance pour la température de bloc et d’air, un thermocouple pour la température de
feuille, un capteur de flux pour le débit d’air (dans la console) et un capteur de pression (dans
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Figure 39: Paramétres mesurés utilisés dans le calcul de la transpiration et de la conductance

stomatique

E transpiration nette, a assimilation, u, et u, flux nets entrant et sortant, w, et w, concentrations en eau

entrante et sortante, c, et c, concentration en CO,; entrante et sortante.

Figure 40 : Mesures réalisées a l'aide de l'appareil de mesure d'échanges gazeux Licor 6400
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la console). La transpiration et la conductance stomatique sont ensuite calculées selon (8) et
(9) en se basant sur des mesures faites sur un circuit de référence (air similaire a I’entrée de la

chambre) en comparaison avec la sortie de la chambre (Figure 39).

_ Ue (Wo—we)

(8) s(1-wy)
1

©) Iow =—%

ew 9pw

avec E la transpiration nette, u, le ﬂux net, w, et w, les concentrations en eau entrante et
sortante, s la surface, g, la conductance a la vapeur d’eau, g, la conductance totale de la
feuille (calculée a partir de la pression de vapeur saturante a la température de la feuille et
de [’air, la pression atmosphérique, et la transpiration), gy, la conductance de couche limite

et kyfacteur déduit du ratio stomatique.
UTILISATION

Lors de la premiere expérience de fumigation, des mesures de conductance stomatique
a la vapeur d’eau et de photosynthése (Asat) en condition de lumiére saturante (1200 pmol m
> s de lumiére (dont environ 10% de bleu et 90% de rouge), température foliaire a 25°C,
concentration en CO, & 400 pmol.mol”, VPD 4 0.9 kPa) ont été réalisées avec I’appareil de
mesure d’échanges gazeux Li-6400 (LI—COR®Inc, Lincoln, NE, USA) aux temps t0, t14 et
t18 (en jour), sur 1 arbre de chaque génotype dans chaque chambre (Figure 40).

Lors de la seconde expérience de fumigation, des mesures de conductance stomatique
a la vapeur d’eau et de photosynthése ont été réalisées a 1’aide de 3 appareils Li-6400 (LI-
COR"Inc, Lincoln, NE, USA) intercalibrés (Figure 41). Les mesures ont été réalisées sur 3
arbres par génotypes dédiés a ces mesures. Apres avoir clampé la feuille, nous avons attendu
la stabilisation de la conductance (gy), puis nous avons fait varier un seul paramétre
environnemental, avant d’attendre qu’elle se stabilise de nouveau (gs;). Nous avons ensuite
calculé la vitesse de réponse (v) (10) grace au temps nécessaire a la stabilisation de la

conductance stomatique apres variation d’un parameétre (t) (Figure 42).

(10) v = (gsl - gso)/t
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Figure 41 : Schéma du dispositif de mesure avec 3 appareils Li-6400 intercalibrés
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Figure 42 : Exemple de réponses de la conductance stomatique A) a une augmentation de lumiére

bleue et B) a une augmentation de VPD



Tableau 7 : Conditions environnementales avant et aprés variation d'un des paramétres a l'intérieur

de la chambre de mesure de 1’appareil Li-6400

Pargmetres \Par,ametre Lumiere Lumiere VPD CO,
environnementaux  testé bleue rouge
CO, Initial 400+2.0 400+3.0 100+1.0 400+ 3.0
(umol CO,. mol™)  Final 400 + 2.0 400+3.0 100+1.0  1200+3.0
Initial 25+0.3 25+03 25+0.3 25+04
Température (°C) )
Final 25+0.3 25+0.3 25+0.3 25+04
Lumiére Initial 0/0 200/30 £5.0 0/0 800/30+ 5.0
rouge/bleue ‘
(pmol.m'z.s'l) Final 0/30+1 800/30 £5.0 0/0 800/30+5.0
VPD Initial 0.8+0.2 0802 (p8+02 0.8+0.2
(kPa) Final 0.8+0.2 0.8+02 3.0£03 0.8+0.2

Figure 43 : Plateau robotisé de phénotypage enzymatique a haut débit
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Chaque semaine, nous avons mesuré la réponse de la conductance stomatique et de la
photosynthése a une variation de lumiere bleue, de lumiére rouge, de concentration en CO; et
de VPD, dans les conditions résumées dans le Tableau 7. Afin de s affranchir des effets dus a
la photosynthése, la réponse a la lumiere bleue a été mesurée dans I’obscurité, tout comme la
réponse au VPD afin de permettre une fermeture des stomates plus rapide. Les mesures
réalisées a I’obscurité étaient faite le matin pour que les arbres ne soient pas mis en présence

de lumicre avant la mesure, et les autres mesures étaient faites 1’apres-midi.

V. ANALYSES METABOLOMIQUES

1. PRINCIPES DES ANALYSES

Le COST Action FP0903 a financé une mission scientifique de 3 mois, me permettant
de partir dans le laboratoire du Pr Elina Oksanen (University of Eastern Finland) a Joensuu,
afin de procéder a des analyses métabolomiques sur les échantillons de feuilles entiéres. J’ai
dosé les composés phénoliques, les caroténoides et les chlorophylles, qui jouent un réle dans
les processus de détoxication, ainsi que les acides aminés et les sucres, afin de voir si le
métabolisme carboné est modifi¢ par I’ozone. Les analyses ont été réalisées a 1’aide d’une
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) et d’une chromatographie en
phase gazeuse (GC) couplées a différents types de détecteurs. Ces outils de séparation
analytique permettent de séparer les métabolites injectés dans la phase mobile (liquide ou
gazeuse) en les faisant passer dans une phase stationnaire, en fonction de leurs propriétés

chimiques et donc de leur affinité avec la phase stationnaire.

De plus, dans le cadre d'une collaboration avec le Plateau enzymatique de la
plateforme Métabolome - Fluxome de 1'INRA de Bordeaux sous la direction d"Yves Gibon,
les formes réduite et oxydée de l'ascorbate et du glutathion ont été¢ dosées en microplaques
préparées a I’aide d’un robot de pipetage (Figure 43). Ces mesures spectrométriques se basent
sur le suivi spectrométrique d’un composé coloré, qui apparait ou disparait en fonction d’une

activité chimique dépendante de 1’élément a mesurer.
2. ASCORBATE ET GLUTATHION

L’ascorbate et le glutathion ont été extraits a partir de 20 mg de poudre de feuille dans

400 pL d'acide métaphosphorique 5% a 4°C (Protocole détaillé en annexe 1). L’homogénat a
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ensuite été centrifugé a 4°C pendant 10 min a 14000 g. L’ascorbate et le déhydroascorbate ont
¢été mesurés a 1’aide de la méthode décrite par Kampfenkel ez al. (1995), adaptée a 1’utilisation
d’un robot de pipetage par le remplacement de 1’acide trichloracétique par de I’acide
métaphosphorique a 5%. La méthode est basée sur la réduction du Fe(Ill) en Fe(II) par I'ASA,
et la réaction ultérieure des produits Fe(Il) avec le 2,2 bipyridyl, pour former un complexe
coloré dont on suit I'apparition a 550 nm. Pour doser 1'ascorbate total, un traitement préalable
avec l'agent réducteur Dithiothreitol (DTT) est nécessaire afin de réduire I’ascorbate oxydé.
Pour le dosage du glutathion, nous avons suivi a 405 nm la réduction glutathion réductase-
dépendante du 5,5'-dithiobis(2-nitro benzoic acid), avec ou sans prétraitement avec du 2-
vinylpyridine (VPD), qui vient neutraliser la forme réduite du glutathion pour ne doser que la

forme oxydée, selon la méthode décrite par Griffith (1980).

3. CAROTENOIDES

Toutes les étapes, de I’extraction a 1’analyse des échantillons, ont été réalisées en
maintenant les échantillons a 4°C a 1’obscurité, les caroténoides étant photosensibles
(Protocole détaillé en annexe 2). Les caroténoides et les chlorophylles ont été extraits a partir
de 10 mg de poudre de feuille lyophilisée dans 1 mL de méthanol, puis 1 mL d'hexane,
contenant chacun 0.01% de butylhydroxytoluene (BHT). Les surnageants ont ensuite été
séchés sous un flux de nitrogene par 400 pL, et redissouts dans des bouteilles opaques dans
un mélange de 600 uL de dichlorométhane (DCM), 1200 puL d’acétonitrile (ACN) et 200 puL
de méthanol (MeOH). Les analyses de chlorophylles et de caroténoides ont été réalisées par
chromatographie liquide a haute performance -lonisation Chimique & Pression Atmosphérique

- Spectrometre de masse (HPLC/APCI/MS)

4. COMPOSES PHENOLIQUES

Les extractions des échantillons ont été réalisées dans du méthanol 85% avec 0.005%
de butylated hydroxytoluéne (BHT) (Protocole détaillé en annexe 3). Durant 1’extraction,
200 pL de solution de standard interne (la solution est faite a partir de 2 mL d’acide benzoic-
d5 a 1 mg/mL dans un mélange 1:1 MeOH:H,0, 2 mL de D-glucose-C13 a 1 mg/mL dans un
mélange 1:1 MeOH:H,0, 1 mL de biochanin A a 1 mg/mL dans du méthanol 100%, 600 pL
de glycérol-d§ a 2.8 mg/mL dans un mélange 1:1 MeOH:H,O et 1 mL d’alanine-d3 a
0.1 mg/mL dans un mélange 1:1 MeOH:H,O) sont ajoutés. Les surnageants sont divisés en

aliquots dédiés a différentes analyses. Un aliquot de 500 pL est séché et redilué dans 250 pL
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de MeOH et 250 pul d’eau pour ensuite servir aux analyses de composés phénoliques. Nous
avons analysé les composés phénoliques par chromatographie liquide haute performance
(HPLC) avec ionisation par électronébulisation (ESI) équipé de détecteurs Photo Diode Array
(Finnigan Surveyor PDA Detector), Corona Ultra a aérosol chargé (Esa Corona Ultra), et

spectrometre de masse.

5. ACIDES AMINES

L’extraction des échantillons pour ’analyse des acides aminés est la méme que pour
les composés phénoliques (Protocole détaillé en annexe 3). Le méme jour, un aliquot de
100 uL d’extrait a été préparé avec le kit EZ:FAAST (Phenomenex). Les prescriptions du
fournisseur ont été suivies avec un ajustement du volume de réactif 1 a 50 puL au lieu de
100 pL. La procédure consiste en une extraction en phase solide, suivie d’une dérivatisation et
d’une extraction liquide/liquide. L’analyse a été réalisée par chromatographie liquide haute

performance, couplée a un spectrometre de masse (MS Finnigan LTQ detector) (HPLC/MS).

6. SUCRES

L’extraction des échantillons est la méme que pour les composés phénoliques
(Protocole détaillé en annexe 3). Un aliquot de 150 uL est completement séché et stocké a -
70°C, pour ensuite servir aux analyses des sucres. Les flacons, une fois sortis du congélateur,
doivent rester 1h a température ambiante avant ouverture. Une solution de standard C8-C20
alcane est ajoutée (80 nL) et aussitdt évaporée. Pour la dérivatisation, nous ajoutons 80 uL de
MAHC (20 mg/mL de méthoxyamine hydrochoride dans de la pyridine) et laissons 90 min a
37°C. Une autre étape de dérivatisation suit dans 80 pL de MSTFA (N-méthyle-N-
(trimethylsilyl) trifluoro-acétamide), pendant 1 h a 37°C. Les échantillons sont ensuite
transférés dans des inserts pour procéder a I’analyse. Les sucres, les alcools de sucres, les
polyols et les acides phénoliques ont pu étre analysés par chromatographie en phase gazeuse
(Agilent Technologies 6890N Network GC system) couplée & un spectrometre de masse
(Agilent 5973 Network détecteur sélectif de masse) (GC/MS) avec une injection a débit

divisé.
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Figure 44 : Principe de la technique de RT-qPCR (méthode au fluorochrome SYBR Green). Dans
une premiére étape, les ARN totaux (trait discontinu rouge) sont rétrotranscrits en ADN
complémentaire (ADNc, trait continu noir) par une transcriptase inverse, en présence d’une amorce
spécifique antisens et d’oligos (dT). Dans une seconde étape, un petit fragment (100-200 nucléotides)
de I’ADNCc (trait continu rouge) est amplifi¢ par PCR a I’aide d’une paire d’amorces sens et antisens
spécifiques du géne a étudié, en présence de SYBR Green (étoiles grises). Ce produit devient
fortement fluorescent (étoiles roses) lorsqu’il s’intercale dans un ADN double brin. A chaque cycle de
PCR, le morceau d’ADN est amplifié et ’intensité de fluorescence est lue et enregistrée. Cela permet
de quantifier le nombre de molécules d’ADN double brin, et par comparaison avec une gamme-¢étalon,
d’en déduire la quantification absolue du nombre de molécules d’ADNc, et donc, d’ARN présent dans

I’échantillon inconnu. (Gerlier ef al., 2007)
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VI. ANALYSES TRANSCRIPTOMIQUES

1. PRINCIPES DES ANALYSES

Des analyses transcriptomiques ont ¢été réalisées sur des échantillons de feuilles
fraiches broyées et aussi sur des stomates microdisséqués a partir de feuilles lyophilisées. Ces
deux types d’échantillons nécessitent des traitements différents. Lors d’un stress comme
I’0zone, I’expression de genes peut €tre modifiée, c’est cette réponse que 1’on mesure par les
analyses transcriptomiques. Dans un premier temps les transcrits des genes sont extraits
(ARNSs totaux) et ils sont rétrotranscrits en ADNc. Dans le cas des stomates microdisséqués,
une amplification des ADNc est nécessaire pour obtenir un signal suffisant. Les mesures sont
réalisées sur cet ADNc, par PCR quantitative (ou PCR en temps réel). C’est une méthode de
réactions en chaine par polymérase, permettant d’amplifier une portion d’ADN ciblée et de
mesurer la quantité initiale d'ADN, grace au suivi d’un marqueur fluorescent (Figure 44). Elle
nécessite de dessiner des amorces (morceaux d’ADN simple brin) complémentaires et

spécifiques de la séquence du gene a étudier.

2. ANALYSES TRANSCRIPTOMIQUES A PARTIR DE FEUILLES

BROYEES

PREPARATION DES MATRICES

L’extraction des ARNs totaux a été réalisée a partir de 100 mg de poudre de feuilles
fraiches, grace au kit RNeasy Plant Mini (Qiagen) selon le protocole du fabricant (Protocole
détaillé en annexe 4). Un traitement a la Dnase I (Ambion) enléve I’ADN résiduel (Protocole
détaillé en annexe 5). La qualité des ARNs ainsi obtenus est vérifiée par le systeme de gel
d’¢lectrophoreése automatisé Experion (Bio-Rad) (Protocole détaillé en annexe 6) et une
quantification précise est permise grace a une mesure au Quant-iT riboGreen (Invitrogen)
(Protocole détaillé¢ en annexe 7). La rétrotranscription a été réalisée sur 700 ng d’ARNs grace
au kit iScript cDNA Synthesis (Bio-Rad), en contrélant I’efficacité par I’ajout du kit Alien
QRT-PCR Inhibitor Alert (Stratagene) suivant les recommandations du fabricant (Protocole

détaillé en annexe 8).
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DESSIN DES AMORCES

Toutes les cibles ont été identifiées dans la littérature sur Arabidopsis thaliana. Les
homologues chez le peuplier ont ensuite été déterminés grace a 1’outil de bioinformatique
phytozome V8.0 (Goodstein et al., 2012), sur la base de blast de séquences protéiques et
génomiques. Les geénes les plus proches des cibles chez le peuplier ont été étudiés. Des
amorces ont été¢ dessinées en se basant sur la version 2 du génome de Populus trichocarpa et
sur les transcrits prédits par phytozome. Certaines reégles ont été suivies pour le dessin des

amorces :

e Taille des amorces égales a 20 ou 21 bases (b)

e Pourcentage de (G+C) compris entre 38 et 50%

e Les amorces doivent avoir le méme T,

o T, égalea58°C ou 60°C grace ala formule T, = (G +C) x4+ (A+T) X2

e Taille de I’amplicon (zone transcrite entre les amorces, additionnée a la taille de
chacune des amorces) comprise entre 100 et 150 pb

e La séquence de I’amorce doit étre au moins différente de 3 b par rapport a toute
autre séquence dans le génome

e Les amorces ne doivent pas avoir plus de 4 nucléotides identiques consécutifs

e Dans les 5 derniers nucléotides de I’extrémité 3’ il ne doit pas y avoir plus de 2 C
ou G

e Les couples d’amorces doivent étre vérifi€s pour éviter la formation de dimere ou
d’épingle a cheveux, grace aux logiciels en ligne primer3 (Untergasser et al.,
2012) et clustalw?2 (Larkin et al., 2007)

e Les amorces doivent étre dessinées de préférence dans la seconde moitié du gene

Ont été choisis comme cibles, des genes codant pour les enzymes de la voie de
biosynthése du glutathion et la principale voie de biosynthése de 1’ascorbate. La spécificité

des couples d’amorces a été testée par PCR sur de I’ADNc de chacun des 3 génotypes étudiés,
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ainsi que de la référence trichocarpa, suivie d’un dépot et migration sur gel. La spécificité a
ensuite été confirmée par séquencage de I’amplicon par D’entreprise Beckman coulter

genomic.
PCR EN TEMPS REEL (QPCR)

La PCR en temps réel a été réalisée par le systtme Mx3000P QPCR (Agilent
technologies) en suivant les recommandations du fabricant pour le programme (10 min 95°C,
40 cycles de 5s a 95°C, et 20 s a 58 ou 60°C en fonction des amorces), suivie d’une courbe
de dissociation pour vérifier la spécificité de I’amplification. Le MIX réactionnel contenait
10 uLL de Brillant III Ultrafast SYBR green QPCR Master mix, 0.3 uL de ROX dilué¢ au
500°™ (Agilent Technologies), 250 nM d’amorces spécifiques et 2 pL de ¢cDNA (dilué au
1/5), pour un volume total de 20 pL par puit. Des contréles (NTC) ont été ajoutés a chaque
plaque. Des gammes ont été réalisées en triplica pour chacun des geénes et chacun des
génotypes. L’efficience de la PCR a ensuite été calculée grace a elles, pour chaque géne et
chaque génotype. Les valeurs de Ct ont été caractérisées pour un méme seuil. L’expression
des génes a ensuite été¢ normalisée grace a 2 génes de référence (alien et UBL) et deux génes

d’intérét stables (GOGAT6 et VTC21) déterminés par le logiciel GeneNorm.

3. ANALYSES TRANSCRIPTOMIQUES A PARTIR DE STOMATES

MICRODISSEQUES

PREPARATION DES MATRICES

L’extraction des ARNs totaux a été réalisée a partir d’échantillons de 500 stomates
microdisséqués, en suivant les instructions du fabricant avec le kit Qiagen Micro Plus
(Qiagen). Les ARNSs ont été par la suite retrotranscrits et les ADNc amplifiés en suivant les
recommandations du fabricant avec le kit TransPlex® Complete Whole Transcriptome
Amplification (Sigma). Les ADNc ainsi obtenus ont ensuite été purifiés avec le kit QlAamp
DNA Micro (Qiagen) et quantifiés par Nanodrop. Toutes les matrices ont été diluées pour

atteindre une concentration de 5 ng/uL.
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DESSIN DES AMORCES

Le dessin des amorces s’est fait de la méme maniere que décrit précédemment, mais
pour des cibles différentes. Ont été choisis comme cibles, des geénes codant pour les canaux
plasmiques ou vacuolaires des stomates, connus pour jouer un role dans les mouvements
stomatiques, ainsi que les récepteurs de la lumiere bleue (phytotropines) et du CO, (les
anhydrases carboniques). La spécificité des couples d’amorces a été testée par qPCR sur de
I’ADNc de chacun des 3 génotypes étudiés ainsi que par séquengage de 1’amplicon par

I’entreprise Beckman coulter genomic.
PCR EN TEMPS REEL (QPCR)

La PCR en temps réel a été réalisée par le systtme Mx3000P QPCR (Agilent
technologies) en suivant les recommandations du fabricant pour le programme (10 min 95°C,
40 cycles de 5s a 95°C, et 20 s a 58 ou 60°C en fonction des amorces), suivie d’une courbe
de dissociation pour vérifier la spécificité de I’amplification. Le MIX réactionnel contenait
10 uLL de Brillant III Ultrafast SYBR green QPCR Master mix, 0.3 uL de ROX dilué¢ au
500°™ (Agilent Technologies), 250 nM d’amorces spécifiques et 2.2 uL de c¢cDNA (a
5 ng/uL), pour un volume total de 20 uL par puit. Des controles (NTC) ont été¢ ajoutés a
chaque plaque. Comme pour les qPCR réalisées sur les feuilles, des gammes ont été réalisées
en triplicat pour chacun des genes et chacun des génotypes. L’efficience de la PCR a ensuite
été calculée grace a elles pour chaque geéne et chaque génotype. Les valeurs de Ct ont été
caractérisées pour un méme seuil. L’expression des genes a ensuite €té normalisée grace a 2
genes de référence (GOGAT6 et UBL) et trois genes d’intérét stable (OS726, KAT3 et GLR2)

déterminés par le logiciel GeneNorm.

VII. TECHNIQUES DE MICROSCOPIE

1. PREPARATION D’ECHANTILLONS DE STOMATES

MICRODISSEQUES

Les techniques de microdissection laser permettent d’isoler les stomates pour ensuite
réaliser des mesures sur des échantillons de stomates purs. Afin de microdisséquer ces

derniers, il convient d’isoler 1’épiderme des feuilles lyophilisées. Ne pouvant détacher
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I’épiderme simplement, des morceaux d’épiderme sont décrochés par grattage de la surface de
la feuille avec une lame de rasoir, au dessus d’une lame de verre. Les fragments d’épiderme
sont fixés a la lame par 1’ajout et I’évaporation de quelques gouttes d’éthanol. Les cellules de
garde sont alors découpées par microdissection laser et catapultées dans un tube Eppendorf,
grace au systtme PALM MicroBeam (Zeiss) (Figure 45 A et B). Les stomates se retrouvent
isolés dans le tube Eppendorf tandis que sur la lame, il ne reste que des morceaux d’épiderme

(Figure 45 C et D).

2. DETERMINATION DE LA DENSITE STOMATIQUE ET DE LA
TAILLE DES STOMATES (MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A

BALAYAGE)

PRINCIPE DE L’APPAREIL

Le Microscope Electronique a Balayage (MEB) permet d’obtenir des images en haute
résolution du relief de la surface d’un échantillon. Un faisceau d’électrons vient balayer la
surface de I’échantillon qui va alors émettre des particules (électrons secondaires, électrons
rétrodiffusés, rayons X...) (Figure 46) qui sont collectées par des détecteurs. Les informations
collectées par les détecteurs d’électrons permettent alors de reconstruire une image en trois
dimensions et ceux collectant les rayons X permettent de déterminer la composition minérale
de D’échantillon. En effet, les énergies des rayons X émis sont spécifiques des ¢léments

minéraux constituant 1’échantillon.
UTILISATION

Trois échantillons de feuilles par arbre, prélevés a ’emporte piece, ont été lyophilisés.
Ils ont ensuite été¢ découpés en deux et déposés sur portoirs, de maniere a avoir un demi-
disque laissant voir la face supérieure et ’autre la face inférieure de la feuille. Les portoirs ont
ensuite été rendus conducteurs aux électrons par dépot d'une couche de carbone (pulvérisation
cathodique). Des observations au MEB ont permis de déterminer, grace a I’utilisation du
détecteur d'¢lectrons rétrodiffusés (BSD), la densité stomatique de chaque génotype pour
chaque traitement sur chaque face de la feuille. Les observations ont été faites avec les
réglages suivants : tension d'accélération des électrons (EHT) = 15 kV, Intensité de Sonde

(ISonde) = 1 nA, distance focale (WD) = 12 mm, grandissement = 250X. La taille des
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Figure 45 : (A) Systéme de microdissection laser Palm Microbeam (Zeiss), (B) Principe de
fonctionnement du systéme de microdissection laser, (C) Morceaux d’épiderme restant sur la lame

aprés microdissection, (D) Stomates propulsés dans le tube Eppendorf
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Figure 46 : Schéma des interactions entre le faisceau d'électrons et la matiére
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stomates a été mesurée dans les méme conditions, mais a un grandissement de 800X. Chaque
demi-disque a donné lieu a 3 répétitions sur 3 champs différents, pour 1’observation de la

densité stomatique et a un champ permettant d’observer 6 stomates, pour les mesures de taille.

3. MICROANALYSE X DES ELEMENTS MINERAUX (MICROSCOPIE

ELECTRONIQUE A BALAYAGE)

La microanalyse des rayons X a permis de doser les concentrations minérales a
I’intérieur des cellules de garde. Les analyses ont été réalisées sur les mémes échantillons que
ceux ayant servis pour 1’observation au MEB, avec 2 champs de 5 stomates par demi-disque.
Les panalyses X ont été¢ accomplies grace a un spectrometre a dispersion d’énergie (EDS)
avec les réglages suivants : EHT = 15 kV, ISonde = 800 pA, WD = 15 mm, grandissement =
1000X. De plus, toutes les deux heures et au début et a la fin de chaque portoir analysé, une

recalibration de I'énergie des spectres avec un standard manganése était effectuée.

4. ANALYSE ULTRASTRUCTURALE DES CELLULES DE GARDE

(MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A TRANSMISSION)

PRINCIPE DE L’APPAREIL

Le Microscope Electronique a Transmission (MET) permet de visualiser des objets de
taille inférieure a une cellule avec une haute résolution et donc d’étudier les structures
cellulaires. Un faisceau d’électrons a haute tension, focalis€ a 1’aide de lentilles
¢lectromagnétiques, traverse un échantillon trés mince (10 a 100 nm). Les électrons vont alors
réagir avec les atomes de 1’échantillon (Figure 46). En MET, seuls les électrons traversant
I’échantillon sont analysés. La distinction entre les électrons transmis (n’ayant pas interagit
avec |’échantillon) et les électrons diffusés (résultant de I’interaction avec 1’échantillon)

permet de recréer les images.
UTILISATION

Des observations au MET de coupes tangentielles ultrafines (100 nm) de feuilles
incluses en résine (Protocole détaillé en annexe 9), ont permis d’étudier I'ultrastructure des
stomates et d’apprécier 1’état et la présence d’organites, tels que les chloroplastes et les

mitochondries. Les observations ont été produites a 80 kV sur un MET PHILIPS CM12.
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Résultats

I. REGULATION STOMATIQUE

1. EFFETS DE L’OZONE SUR LA REPONSE STOMATIQUE AUX
PARAMETRES ENVIRONNEMENTAUX (LUMIERE BLEUE,
LUMIERE ROUGE, CO, ET DEFICIT DE PRESSION DE VAPEUR
D’EAU) DANS TROIS GENOTYPES DE POPULUS DELTOIDES X

NIGRA

Les stomates régulent les échanges gazeux entre la plante et 1’atmosphére, et plus
particuliérement, la transpiration et I’entrée de CO,. La conductance stomatique varie en
fonction des conditions environnementales, les stomates étant ouverts quant les conditions
sont les plus favorables. La lumicre (bleue et rouge) induit une ouverture stomatique, tandis
qu’une augmentation de VPD et de CO; entraine une fermeture stomatique. La vitesse de
réaction des stomates permet, dans un environnement en constante variation, de saisir les
meilleures opportunités pour limiter 1’évapotranspiration tout en assimilant un maximum de
carbone. De plus, la régulation de la conductance stomatique joue un rdle important pour
limiter les flux entrants d’ozone et ainsi le stress oxydatif induit par celui-ci. Cependant, il a
¢té montré que la réponse des stomates aux facteurs environnementaux est altérée sous 1’effet

de I’ozone, avec des vitesses ralenties (Paoletti, 2005; Paoletti and Grulke, 2010).

L’objet de I’étude présentée ci-apres €tait de caractériser précisément 1’effet de
I’0zone sur la réponse des stomates aux variations de lumiere bleue, de lumiére rouge, de CO,
et de VPD, chez trois génotypes de peuplier variant en tolérance (basée sur des mesures de
croissance, de biomasse et de nécroses). Elle a permis de mettre en avant les résultats

suivants :

e [’ozone entraine une baisse de la conductance stomatique, de 1’assimilation nette
de CO,, des teneurs en chlorophylles et une perte de biomasse.

e [’ozone provoque un ralentissement de 1’ouverture des stomates lors d’une
augmentation de I’intensité de lumiére bleue.
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Résultats

e J’ozone conduit a un ralentissement de la fermeture des stomates lors d’une
augmentation de la concentration en CO; ou d’une hausse du VPD.

e [’ozone induit une baisse de I’amplitude de 1’ouverture des stomates lors d’une
augmentation de I’intensité de lumiére rouge.

e le génotype le plus sensible (Robusta) est caractérisé par des vitesses de réponse

plus lentes et par des conductances stomatiques initiales plus importantes.

Ces résultats ont été publiés dans le journal Environmental Pollution (2013) 173 : 85-96.
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The effect of ozone (O3) on stomatal regulation was studied in three Euramerican poplar genotypes
(Populus deltoides x Populus nigra: Carpaccio, Cima and Robusta). The impact of O3 on stomatal
conductance responses to variations in blue light, red light, CO, concentration and vapour pressure
deficit (VPD) was studied. Upon O3 exposure, a sluggish response of stomatal movements was observed,
characterized by slower reactions to increases in blue light intensity, CO, concentration and VPD, and
lower amplitude of the response to variations in light intensity. That sluggish response should be taken
into account in stomatal conductance models for phytotoxic ozone dose (PODy) calculations. The speed of
the response to variations in environmental parameters appears as a determining factor of genotype-

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Tropospheric ozone (03) is a powerful greenhouse gas which
acts as a phytotoxin (IPCC, 2007). Its toxicity results in oxidative
stress in plants. The concentration of tropospheric Os is currently
still rising while there are already impacts on vegetation and
ecosystems (Sitch et al., 2007; Vingarzan, 2004). Annual Os
concentrations are increasing, but they are not homogeneous at
a global scale. Between 2008 and 2009, maximum O3 concentration
decreased by 1—-2 nmol mol~! in the south of Europe, whereas in
France and Belgium it increased by 2—4 nmol mol~! of O3 (Fagerli
et al., 2011). Currently, in France, O3 concentrations exceed
120 nmol mol~! several days a year, depending on the area (ASPA,
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2010 and MEDDTL, 2010). Such concentrations might be more
frequent in the future. O3 stress leads to physiological (Ainsworth
et al, 2012; Matyssek et al, 2010 in beech), biochemical
(Dizengremel, 2001; Renaut et al., 2009 in poplar and Wittig et al.,
2009), and molecular effects (Castagna and Ranieri, 2009; Heath,
2008; Kangasjdrvi et al., 1994). This causes substantial declines in
agriculture and forestry productivity linked to economic losses
(Avnery et al., 2011; Felzer et al., 2007; Van Dingenen et al., 2009).
Differences in O3 sensitivity between tree species, and even within
species between genotypes, are observed (Betzelberger et al., 2010;
Hayes et al., 2007). Sensitivity depends on the two defence mech-
anisms set up by plants, i.e. regulation of stomatal conductance and
detoxification of the reactive oxygen species generated during O3
degradation (Brosché et al., 2010; Dizengremel et al., 2008).

As the present situation is becoming worrying, it is urgent to
improve the accuracy of the exposure indices used to assess O3 risk.
Critical level indicators, based only on atmospheric O3 concentra-
tions, as AOT40 (Accumulated Ozone over a Threshold of
40 pg~' m~3 h~1) and SUM60 (sum of all hourly average concen-
trations over 60 nmol mol~!) were previously used because they
were easy to calculate but inaccurate (Fuhrer et al., 1997; Gerosa
et al, 2009; Karlsson et al, 2007). They were progressively
replaced by indicators of the Os; uptake through stomata: CUO
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(Cumulative Uptake of Ozone) or AFY (Accumulated stomatal flux
above a threshold of Y nmol m2 s~!) recently renamed PODy
(Phytotoxic Ozone Dose over a threshold of Y nmol m~2 s~1). This
latter indicator takes into account the Os flux by modelling O3
stomatal conductance with models such as the DO3SE model
(Biiker et al., 2012; Emberson et al., 2000) which computes
stomatal conductance using the additive algorithm of Jarvis (1976).
That model calculates conductance with a maximum conductance
value and reducing functions that depend on phenology and
environmental factors such as irradiance, Vapour Pressure Deficit
(VPD), temperature and soil water potential. Nevertheless, it does
not integrate the effect of O3 on those factors although O3 is known
to impair stomatal functioning (Fagerli et al., 2011). Danielsson et al.
(2003) and Pleijel et al. (2002) added the effect of O3 to the
phenology function in potato and wheat. That new function is being
increasingly used, but more knowledge is needed to determine if
the effects of O3 on trees should really be integrated in the same
way because no attempt has been made to link the O3 function to
another function than phenology so far.

Stomatal movements are due to the regulation of guard cell
turgor via the control of osmolyte concentrations in their cytosol
(Pandey et al., 2007). Stomata react to changes in environmental
parameters by opening or closing. O3 has been shown to have
different effects on stomatal movements: it modifies opening and/
or closing speed, but also opening and/or closing rate in response to
variations in light intensity (Hoshika et al., 2012; Paoletti, 2004;
Paoletti and Grulke, 2010), VPD (Grulke et al., 2007), soil moisture
(Hayes et al., 2012), CO, concentration (Onandia et al., 2011) and
ABA concentration (Mills et al., 2009).

The purpose of this study was to characterize the impact of O3
on the stomatal responses to four major environmental parameters,
i.e. blue light, red light, CO, concentration and VPD, on three
Euramerican poplar genotypes. The stomatal opening by light
consists of two components, the red light response driven by
photosynthesis and the specific-blue light response which is
photosynthesis-independent (Shimazaki et al., 2007; Wang et al.,
2011). We tested these components separately by studying blue
light in darkness. We focused on the speed and the amplitude of
stomatal responses while studying the link with net CO, assimi-
lation. The regulation of stomatal conductance and thereby the
regulation of stomatal uptake can be involved in the characteriza-
tion of O3 sensitivity. We hypothesized that the difference in O3
sensitivity could also be linked to different stomatal behaviours in
response to variations in environmental parameters under O3
treatment. In this context, we also monitored the global impact of
O3 on biomass, growth, chlorophyll content, photosynthesis, and
stomatal conductance by gas exchange measurements. All our
results were linked to POD; to determine if other parameters than
biomass could be modelled as a linear regression in relation with
POD;, or if other types of adjustments are necessary.

2. Material and methods
2.1. Plant culture and exposure conditions

Cuttings of three Euramerican poplar genotypes (Populus deltoides x Populus
nigra: ‘Carpaccio’, ‘Cima’ and ‘Robusta’) with similar stomatal densities were selected
from a previous study on the basis of contrasting responses to Os (i.e. visible injury,
growth, number of fallen leaves.. ., data not shown) and planted in 5-L pots filled with
loam (N/P/K 14/16/18, 1.2 kg m~3, Gramoflor SPI Universel), fertilized by adding
20 mg of slow-release nutritive granules (Nutricot T-100, N/P/K/MgO 13/13/13/2,
Fertil, Boulogne-Billancourt, France). One mg L' of magnesian limestone was added
to regulate the pH. The experiment was first conducted for 3 weeks on Carpaccio and
Cima, and was later duplicated on Robusta with half of the chambers. The plants were
grown in growth chambers for 5 weeks at 75/85% relative humidity (day/night) with
a 14-h light period (250 pmol m~2 s~ ! PPFD at mid-leaf height from 08 h0O to 22 h00)
and a temperature of 23/20 °C. Twenty-nine individuals of each genotype were
distributed in 8 phytotronic chambers with growth conditions identical to those in

the growth chamber, half of which were set for O3 treatment (120 nmol mol ' for
13 h). At the end of a 7-day long acclimation period, the O3 treatment started while
control trees were exposed to charcoal-filtered air for 18 days. O3 was produced from
pure O, with two ozone generators (0Z500; Fischer, Bonn, Germany and CMG3-3;
Innovatec II, Rheinbach, Germany) and injected directly in the chambers 1 h after
the beginning of the photoperiod until its end. A set of analysers (0341M; Environ-
ment S.A., Paris, France) was used to monitor O3 concentrations.

2.2. Plant growth and biomass

Before fumigation, five plants of each genotype were cut to measure initial
biomass. At the end of the experiment, all the plants were harvested, divided into
stems, leaves, and roots and oven-dried (60 °C) until constant weight was reached,
and then weighed. Diameter at collar (D) and height (H) were recorded twice a week
until the end of the experiment on each individual.

2.3. Total chlorophyll content

Total chlorophyll content was measured twice a week using a CCM-200 chlo-
rophyll meter (Opti-Sciences, Hudson, NH, USA) on the first fully-expanded mature
leaf at the beginning of the experiment (11th for Cima and Robusta and 15th for
Carpaccio, the age of leaves being the same between genotypes). The values ob-
tained from the CCM (Chlorophyll Content Index, CCI) were converted to g m 2
thanks to a known relation (Bagard et al., 2008; Wellburn, 1994):

[chl] = 0.0214(CCI) + 0.0424

2.4. CUO and POD; calculations

CUO and PODy with a threshold of 1 nmol m~2 s~!, recommended by Fagerli
et al. (2011), are modelled as the flux of O3 from the atmosphere through stomata
(Fst; [nmol m—2 5’1]). POD; and CUO are calculated from hourly values of Fs.

PODy = Xn:[max(Fst —Y,0)Atli @)
i=1

CUo = i:(FstAt)i (2)
i=1

n being the number of hours and At =1 h, Y = 1 nmol m 2 s~

The O3 flux was estimated based on the measurements of stomatal conductance
to O3 (go, ), which is related to stomatal conductance to water vapour (gs) by the
following formula: go, = gs/1.51 (Massman, 1998). g,, measurements were per-
formed three times a week. As our experiment was conducted in phytotronic
chambers where environmental conditions were stable, we applied a constant value
of gy all day long. When g5 measurements were not available, we estimated them
from the values of the flanking days (Bagard et al., 2008).

2.5. Gas exchange measurements

Gas exchange (A, net CO; assimilation and g, stomatal conductance to water
vapour) was monitored using a portable photosynthesis system (Li-6200, LiCor,
Lincoln, NE, USA) in phytotronic environmental conditions. Measurements were
carried out 3 times a week, 2 h after lights were switched on, on the first fully-
expanded mature leaf at the beginning of the experiment.

Gas exchange responses to varying blue light, red light, leaf-to-air vapour
pressure deficit (VPD) and CO, were measured once a week, on three plants of each
genotype for each treatment, on the leaf below the one used for Li-6200 measure-
ments (the 12th for Cima and Robusta and the 16th for Carpaccio, the age of leaves
being the same between genotypes), with three intercalibrated open gas exchange
systems with 6400-40 Leaf Chamber Fluorometer (Li-6400, LiCor Lincoln, NE, USA)
coupled with a custom-built water trap. Data were recorded automatically every
30 s. For each test, only one environmental parameter was changed, as summarized
in Table 1. Leaf temperature was 25 °C for all conditions. Blue light and VPD
responses were studied in complete darkness in order to bypass the effects of
photosynthesis and in case of VPD response to allow the control of leaf temperature.
Red light response was studied in presence of blue light and CO; response was
studied at saturating light conditions in order to have a complete aperture of
stomata. We used 400 pmol CO, mol~" for red light, blue light and CO, responses in
order to keep the CO; concentration used in phytotronic chambers. To study VPD
responses we used 100 pmol CO, mol ' to open stomata even in the dark.

For calculating closing or opening speeds, we used, as shown in Fig. 1:

e Stomatal conductance at the initial state gs0 (means of 10 measurements after
reaching a steady state, before changing environmental parameters)

e Stomatal conductance at the final state gs1 (means of the last 10 measurements
after reaching a steady state, after changing environmental parameters)
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Table 1
Environmental conditions at the initial state and at the final state inside the Li-6400 chamber.
Environmental parameters Parameter studied Blue light Red light VPD CO,
€O, (umol CO, mol ') Initial 400 + 2.0 400 + 3.0 100 + 1.0 400 + 3.0
Final 400 + 2.0 400 + 3.0 100 + 1.0 1200 + 3.0
Temperature (°C) Initial 25+03 25+03 25+03 25+ 04
Final 25+ 0.3 25+ 03 25403 254+ 04
Red (630 nm)/blue light (470 nm) Initial 0/0 200/30 + 5.0 0/0 800/30 + 5.0
(umol m—2 s~ 1) Final 0/30 + 1 800/30 + 5.0 0/0 800/30 + 5.0
VPD (kPa) Initial 0.8 +02 0.8 +£0.2 0.8 +0.2 0.8 +£0.2
Final 0.8 +0.2 0.8 +0.2 3.0+03 0.8+ 0.2

o The evolution of stomatal conductance between the two states: Ags = gs1 — g0
e The time taken for stomata to close (for CO, and VPD) or to open (for red or
blue light), T.

Finally, we calculated closing or opening speed values, v = Ags/T.

2.6. Statistical analyses

The data obtained from Li-6400 measurements were fitted with a linear mixed
effect model, with individuals as random variables, and genotype, treatment and
time as fixed variables. To cope with heteroscedasticity, variances were modelled as
different for each genotype. Contrast analyses were performed to test for treatment
effect at each time-point for each genotype, genotype effect at each time-point on
ambient values, and the genotype x treatment interaction at each time-point. All the
biomass data were fitted with a linear model, with treatment and genotype as
factors. Contrast analyses were performed to test for genotype effect before fumi-
gation and treatment effect for each genotype. Other data were modelled as linear
time-dependent responses so that the responses before fumigation (time = 0), i.e.
intercepts, were identical within each genotype, and slopes depended on genotype
and treatment factors and their interaction. These models were fitted as linear
mixed effect models with individuals as random variables. Normality and homo-
scedasticity of standardized residuals were graphically checked using quantile-to-
quantile and residual-vs-predicted plots. An ANOVA was used to test the differ-
ences between genotypes on initial values before fumigation and treatment effect
and genotype x treatment interaction on slopes. In case of an interaction, contrast
analyses were performed to test for treatment effect on slopes within each genotype.
Data were analysed using R 2.14.2 (R Development Core Team, 2012) and the nlme
(Pinheiro et al., 2012) and multcomp (Hothorn et al., 2008) packages. Effects were
considered significant when p < 0.05.

3. Results
3.1. Effects of ozone on growth and biomass

Height and stem diameter appeared to be significantly higher
(p < 0.001) in Carpaccio than in the other two genotypes, especially

in Robusta which was the smallest (Fig. 2). During the experiments,
we observed a similar increase in height and diameter for the three

gsl
>
o
E
g Ags
E
o3

Time (s)

genotypes in the absence of O3 treatment. O3 treatment had no
significant effect on those parameters in Cima and Robusta, but in
Carpaccio height significantly increased by 9% and diameter
decreased by 10%.

The significant effects of O3 on Carpaccio height (Fig. 3A) and
diameter (Fig. 3B) as related to POD; were modelled by linear
regression, which explained a high percentage of the variance, 94%
and 97% respectively, but a polynomial regression of order 2 was
found to fit better for height (98% of the variance explained).

Carpaccio had also significantly more leaves than the other two
genotypes (Table 2). 03 exposure significantly decreased the number
ofleaves produced during the experimentation by all genotypes, with
13%,10% and 14% loss for Carpaccio, Cima and Robusta, respectively. In
parallel, O3 increased leaf fall significantly in Carpaccio (10 times
more) and Robusta (8 times more), and non significantly in Cima (4
times more). Regarding biomass, and in accordance with previous
results, Carpaccio had a significantly higher stem biomass than the
other genotypes (1.7 times more than Cima and 2.6 times more than
Robusta) and a significantly higher leaf biomass than Cima (1.3 times
more). The only significant effect of O3 on biomass was a 35% decrease
of the root biomass of Carpaccio. These results lead to a significantly
higher root-shoot ratio in Robusta (twice as much) than in the other
genotypes. O3 treatment had no significant effect on that ratio, even
though a decrease in the ratio was observed for Carpaccio. Although
the effect of O3 on total biomass was not significant, we observed
a trend for a decrease in total biomass values in all three genotypes
(5% in Carpaccio and Robusta and 12% in Cima).

3.2. Effects of ozone on chlorophyll content, net CO; assimilation
and stomatal conductance

Robusta differed significantly from the other two genotypes,
with higher chlorophyll content (about 1.5 times more) (Fig. 4C). An

B
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Fig. 1. Examples of A light curve (stomatal opening) and B VPD or CO, curve (stomatal closure) showing the parameters used for calculations, i.e. g0 stomatal conductance before
changing environmental parameters, g;1 stomatal conductance at equilibrium after changing environmental parameters, t the time needed to reach equilibrium, Ags the difference

between g0 and g1.
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Fig. 2. Effects of O; treatment (MOzone [JAmbient) on height (cm) (A, B and C) and stem diameter (mm) (D, E and F) of Carpaccio (A and D), Cima (B and E) and Robusta (C and F)
ns = no significant effect, and significant differences between treatments (T) are indicated by * (p < 0.05) ** (p < 0.01) or *** (p < 0.001).

important effect of O3 appeared more or less rapidly in all geno-
types, from 3 days after O3 treatment started in Cima to one week in
the other two genotypes (Fig. 4A—C). During the experimentation,
although leaves were fully expanded, chlorophyll content
continued to increase in ambient conditions, and then tended to
stabilize. Exposure to O3 resulted in a decrease in chlorophyll
content, with 36%, 41% and 30% less chlorophyll under O3 exposure
than in ambient conditions for Carpaccio, Cima and Robusta,
respectively.
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Significant stomatal closure was observed after O3 treatment for
the three genotypes (Fig. 5A—C). It was linked with a significant
decrease in net CO; assimilation (Fig. 4D—F). Robusta differed
significantly once again, with higher stomatal conductance values
and thus higher net CO, assimilation. Ci values were stable
throughout the experiment (data not shown). Stomatal conduc-
tance differences led to genotype differences in the amplitude
variations of POD (Fig. 6). The effect of O3 on chlorophyll content in
relation to POD; was modelled as a linear adjustment. A polynomial

10

Relative % of diameter

POD, (mmol.m?)

Fig. 3. Relationships between height (A) and diameter (B) relative to the control treatment (%) and phytotoxic ozone dose over a threshold of 1 nmol m~2 s~! in Carpaccio. Two
adjustment models were used: a linear regression (lin: solid line) and a polynomial regression of order 2 (pol: dotted line) with y = 13327x — 2.2598 and

y = 0.1407x* — 0.0596x + 0.4639 as equations respectively.



Table 2

Evolution of the numbers of leaves, of fallen leaves and of biomass (means + SE) of the three poplar genotypes Carpaccio, Cima and Robusta, before (T0) and after being submitted to 120 nmol mol~" of O3 or not (control

treatment) for 18 days (T18). Treatment and genotype effect are considered as significant when p < 0.05 using the contrast method.

Root-shoot ratio

Total biomass (g)

T0

Root biomass (g)

Leaf biomass (g) Stem biomass (g)
T0

Number of fallen leaves

Number of leaves

Treatment\day

Genotype

T18

T18

T18

T18

T18

T18

T18

540+3.0 006+0 0.09-+0
513+ 1.9

343 +£20
30.2 + 2.0

294 +£25

44+04 236+09

29+03
25+02

03 +0.1

272+ 15

10+ 0.3

224+ 13

123 £ 05

1+0

+0

52 +1 0

38+0

Ambient
Ozone

Carpaccio

0.06 + 0

241+ 1.1

244 + 0.5
166 + 1.0
146 + 09
164 + 1.6
153+ 1.5

10+2
1+0
4+1
1+0
8+1

45 +1

0.08 +0

9.8 £ 0.6 0.06 + 0

0.5+ 0.0

152 + 0.8
13.5+ 09
10.2 £ 0.6

10 + 0.6

42403

51+03

+0

40 + 1 0

Ambient 28+ 1

Ozone

Cima

0.07 +0

21+04
28 +£04
27 +04

36+1
35+1

0.10+0

46 +0.1 1.8 £0.1 16.2 + 04 012 +0

9.8 +03

0

32+0

Ambient
Ozone

Treatment effect

Carpaccio

Robusta
Cima

0.10+0

28.0+£ 2.5

30+ 1

<0.001 ns ns ns ns ns
ns

0.00039

ns

ns

ns

ns

ns

0.03936
0.03937
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ns

ns

ns

ns

ns

<0.001

Robusta

Genotype effect

ns

0.013
ns

ns

0.00643

ns

0.0184
ns

ns

<0.001
ns

Carpaccio:Cima
Cima:Robusta

<0.001
<0.001

ns

ns

ns

ns

ns ns 0.01282

0.00621

Robusta:Carpaccio

regression of order 2 did not improve the relation (Fig. 6A—C). For
net CO; assimilation, a linear regression was sufficient for Carpaccio
and Robusta (Fig. 6A and C), although a polynomial regression of
order 2 fitted better for Carpaccio. On the other hand, a real
improvement was noted for Cima with a polynomial regression of
order 2 (Fig. 6E).

Finally, A/gw was about the same for all three genotypes
(Fig. 5D—F), and it increased with O3 treatment during the first
week only. After 10 days, the difference disappeared.

3.3. Effects of ozone on the responses to variations in blue light

In control air conditions, dark-to-blue-light transition induced
a significant genotypic effect on the amplitude of stomatal opening
(Table 3). Cima displayed the biggest amplitude, more than double
compared to Robusta which displayed the lowest. In addition, there
was also a significant genotypic effect on the opening speed.
Robusta was the slowest, with reaction rates 2—3 times lower than
Carpaccio and Cima.

O3 had no effect on the opening rate or speed of Robusta,
whereas the amplitude and the speed of the response were reduced
for the other two genotypes (Table 3). Under O3 treatment, the
amplitude of the response decreased in Carpaccio by around 75%
and was around 40% lower for Cima. Opening speed was reduced by
around 65% and 55% for Carpaccio and Cima, respectively, from the
second week onward. The effects of O3 on stomatal conductance
were not linked to Ci variations, whose values remained stable
(data not shown).

In control air conditions, there was no genotype effect on net
CO; assimilation in the dark or in blue light conditions (Table 3). In
the dark, the respiration of the three genotypes increased with O3
treatment, especially from the second week, by around 90%, 30%
and 55% for Carpaccio, Cima and Robusta, respectively. In addition,
from the second week, the three genotypes continued to respire
under blue light when submitted to O3 treatment, whereas the
controls began to photosynthesize.

3.4. Effects of ozone on the responses to variations in red light

In control air conditions, there was no significant genotypic
effect on the amplitude or the speed of opening in response to an
increase in red light (Table 4). From the second week, the amplitude
of the reaction was significantly reduced by O3 treatment in
Carpaccio (by around 85%) and in Robusta (by around 75%), while it
was reduced only during the last week in Cima (by around 75%).
Finally, opening speed was not altered by O3 exposure, except
during the second week for Carpaccio and Robusta. The effects of O3
on stomatal conductance were not linked to variations in Ci values,
which remained stable (data not shown).

In control air conditions, the photosynthesis rate, under low or
intense red light was more important in Robusta than in the other
two genotypes (around 1.3 times more) (Table 4). From the second
week, there was a decrease of photosynthesis under O3 treatment.
It was significant from the second week for Robusta with around
40% decrease and from the last week with 55% and 45% decrease for
Carpaccio and Cima, respectively.

3.5. Effects of ozone on the responses to variations in CO»

In control air conditions, Robusta closed its stomata significantly
more slowly than the other two genotypes under an increased CO,
concentration (3.3 and 1.7 times more slowly than Carpaccio and
Cima, respectively), leading to a significant lengthening of the time
needed for stomatal conductance to stabilize (Table 5). The treat-
ment had no effect on closing speed or stabilization time in Robusta.
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In contrast, from the second week the opening speed was cut by half
and the stabilization time was twice as long under O3 treatment in
Carpaccio and Cima. Although Ci values increased along with
increased CO,, the Ci/Ca ratio remained stable (data not shown).

In control air conditions, Robusta displayed a significantly
higher photosynthesis rate under low and high CO, concentrations
than Carpaccio and Cima (around 1.3 times more) (Table 5). Under
O3 treatment, with low or high CO, concentrations, all three
genotypes had a lower photosynthesis rate than under ambient
conditions. The effect was more and more pronounced as fumiga-
tion time increased and appeared from the first week for Robusta
and from the second week for Cima and Carpaccio, with around 55%
less photosynthesis the third week.

3.6. Effects of ozone on the responses to variations in VPD

In control air conditions, Robusta was the slowest to close its
stomata in response to increased VPD, and Carpaccio was the
fastest with almost a 10-fold difference between these extremes
and a 6-fold difference for stabilization time (Table 6). O3 had no
clear effect on closing time or speed in Cima and Robusta, but
decreased Carpaccio closing speed significantly by almost one half,
and increased its stabilization time by almost 40%. The effects of O3
on stomatal conductance were not linked to variations in Ci values,
which remained stable (data not shown).

In control air conditions, there was no significant genotype
effect on photosynthesis (Table 6). From the second week, whether
with high or low VPD, O3 increased respiration in the three geno-
types (35%, 50% and 80% increase under low VPD, 65%, 90% and 50%
increase under high VPD, for Carpaccio, Cima and Robusta,
respectively). Such increases were only significant for Robusta.

4. Discussion
4.1. Effects of ozone on net CO, assimilation

In our experiments, we observed a decrease of stomatal
conductance which reduced ozone uptake directly followed by an
important decrease in net CO, assimilation. As highlighted by
Wittig et al. (2009), net CO, assimilation reduction can have
important effects on plant biomass that are in accordance with the
slight decrease in total biomass we observed, but it can also result
to important ecosystem effects with a decrease of the carbon-sink
strength. In dark conditions, respiration was more important
under Os treatment, and in the presence of low light, when
photosynthesis prevailed on respiration for the control plants,
respiration remained more important than photosynthesis for the
plants under O3 treatment. When light intensity was sufficient to
have higher photosynthesis than respiration for the plants under O3
treatment, net CO, assimilation was still much lower than in the
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controls. That effect can be due to the important decrease in
chlorophyll content that results from O3 exposure, and can also be
linked, as suggested by Dghim et al. (in press), Dizengremel (2001),
Dizengremel et al. (2008) and Wittig et al. (2009), to lower rubisco
content and activity. The energy needs that remain unfulfilled by
photosynthesis can be partly compensated for by respiration.

4.2. Effects of ozone on stomatal conductance

As previously written, O3 flux, net CO, assimilation and transpi-
ration are tightly linked to stomatal conductance. This requires
a balance between O3 entrance, water loss and CO, needs. Trees have
to adjust their stomatal conductance to each change in environmental
parameters to take advantage of the best conditions. Therefore
stomatal opening and closing speed is a parameter of importance. We
showed that O3 had a first effect on stomatal conductance, so that
decreased stomatal conductance reduced net CO, assimilation. That
shift led to an increase in water use efficiency during the first week,
which vanished once stomatal conductance had stabilized.

In the early morning, the increase in blue light opens the
stomata and the increase in red light keeps them open (Shimazaki
etal., 2007). O3 slowed stomatal opening in response to an increase
in blue light, but reduced stomatal aperture (Ags) in response to an
increase in red light or blue light. These results suggest that the blue
light-specific signalling cascade was slowed down at some point.
The reduced amplitude of the response to variations in red or blue
light may result from the alteration of the ion channels implied in

stomatal opening (Torsethaugen et al., 1999). Decreased Ag; led to
a reduction of the O3 flux, but as the reaction to an increase in blue
light under O3 treatment was slower, the trees may open their
stomata more slowly in the morning when O3 concentration is low,
although conditions for stomatal opening are optimal.

Concerning the effect of O3 on stomatal closure in response to
high CO; or VPD, although there was no impact on Ags, the speed of
the response was once again slowed down, so that more time was
required to achieve a steady state under new environmental
conditions. Trees with slower reactions may take more time to
close their stomata when the air gets dry and then may lose more
water because of higher transpiration rates.

This stomatal sluggishness should be taken into account in the
models for calculating conductance by adding an O3 function not
only linked to phenology but also to the other functions, because the
responses to variations in the environmental parameters we tested,
i.e. blue light, red light, CO, and VPD, were altered under O3 expo-
sure in accordance with other studies (Grulke et al., 2007; Hayes
et al., 2012; Hoshika et al., 2012; Onandia et al., 2011; Paoletti and
Grulke, 2010). The mechanisms that account for sluggish stomatal
responses during O3 exposure are not fully understood yet. O3
exposure mediates increases in apoplastic H,0,, which alters
membrane permeability, specifically to cation influx (Castillo and
Heath, 1990; Le Thiec et al., 1994; McAinsh et al., 2002; Pei et al.,
2000; Torsethaugen et al., 1999). Recent advances have demon-
strated that ABA plays an important role in response to pathogens
and that the signalling pathways are very similar to the one of
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y = —2.0817x — 10.446 and y = —3.0586x + 17.438 as equations respectively for Carpaccio, Cima and Robusta for chlorophyll content and y = —4.5184x — 11.267,
¥y = —3.0024x + 1.1513 and y = —1.6972x + 4.7525 for CO, net assimilation, and a polynomial regression of order 2 (pol: dotted line) with y = 0.0283x> — 6.9386x + 14.511,
y = —0.0588x*> — 1.0742x — 13.742 and y = 0.0803x*> — 4.5982x + 23.145 as equations respectively for Carpaccio, Cima and Robusta for chlorophyll content and
y = 0.4423x> — 8.4054x — 6.2965, y = —0.2457x* + 0.4456x — 5.7112 and y = 0.0404x> — 2.4066x + 6.5356 for CO, net assimilation.

abiotic stress tolerance (Lee and Luan, 2012). In fact, response to
pathogens leads to ABA signal which, via NADPH oxidase, produce
H,0, (Ton et al., 2009). Ozone mimics this ROS production which
acts as a signal to regulate several ion channels finally causing
a stomatal closure (Wilkinson and Davies, 2010). If O3 can change
the functioning of different channels as in the study of Vahisalu et al.
(2010), it would be relevant to study their gene expression in
response to O3 directly in guard cells.

4.3. Differences between the three genotypes

The three genotypes are characterized by differences in stomatal
responses to Os3. Robusta was the shortest genotype and displayed
the most important decrease in leaf production and the highest
percentage of fallen leaves. It seemed more sensitive to O3, with
more visible leaf injuries (data not shown). It had the highest
stomatal conductance and the highest chlorophyll content, but it
also showed slower stomatal reactions than the other two geno-
types in the control treatment. Its sensitivity may be linked to
that stomatal conductance characteristic, in accordance with the
study of Brosché et al. (2010) which concluded about a major
role of stomatal conductance in Os sensitivity. Indeed, Robusta

experienced a higher Os flux, thus a higher POD; and, as suggested
by Paoletti and Grulke (2010), a slower stomatal response could
play a major role in O3 sensitivity. Carpaccio and Cima reacted quite
similarly and appeared less sensitive than Robusta. Nevertheless,
Carpaccio, which seemed the less sensitive, closed its stomata more
than Cima under O3 treatment, reducing O3 entrance more than
Cima, and reacted more quickly in adjusting its stomatal conduc-
tance to environmental parameters. While Robusta sensitivity can
be explained by slower stomatal conductance responses, Cima
sensitivity was not found linked to stomatal behaviour, and may
thus be explained by the second type of defence reactions, i.e.
detoxification processes.

Finally, we can hypothesize that in natural conditions, Robusta
may take more time than Cima and Carpaccio to reach a steady
state due to slower stomatal opening and higher final conductance
(Fig. 7A). At midday, if the VPD rises too much, Carpaccio and Cima
may partially close their stomata to save water, but Robusta is less
reactive and then will lose more water. Finally, at the end of the day,
Robusta may take more time to close its stomata. In the morning,
the stomatal conductance of Robusta may limit its photosynthesis
(Fig. 7A, spotted area). Rapidly, Robusta stomatal conductance may
become higher, leading to higher water losses, especially in the
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middle of the day, and higher net CO, assimilation (Fig. 7A, undu-
lated area). When light decreases, Robusta may lose more water,
but its carbon gain may be limited by low light. In the presence of
O3 but before any effects of O3 on stomatal conductance, the O3
uptake of Robusta may be higher at midday, leading to higher
sensitivity.

Since 2011, the threshold for PODy calculations for trees has
been 1 nmol m~2 s, so that a linear relation with biomass loss can
normally be obtained. In our study we show that the use of POD; to
get a linear relation with physiological parameters is not always
sufficient. Differences of sensitivity within the same species
between genotypes were even observed, indicating that the best
adapted threshold can vary from one genotype to another, from one
species to another and that maybe, for some parameters, the best
adapted relation is not linear.

4.4. Suggested impact of ozone on the daily time course of stomatal
conductance and its effects

Based on our results, we can infer the effect of O3 on the daily
course of stomatal conductance in natural conditions (Fig. 7B). We
showed that (i) in the early morning, opening speed in response to
the increase in blue light could be reduced, (ii) the opening rate in
response to an increase in light was also reduced, and (iii) the
closing speed in response to an increase in CO; or VPD was reduced.
Thus, such changes may lead to water saving in the morning and
throughout the day (Fig. 7B, spotted area), but in the evening, they
may lead to a loss of water in the presence of O3 compared to the
control (Fig. 7B, undulated area). The O3 flux may be reduced by the
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Fig. 7. Hypothetical daily courses of stomatal conductance in natural conditions. (A)
Differences between genotypes with an ambient ozone concentration for Robusta
(dotted line), Carpaccio and Cima (solid line) (B) Differences between low (solid line)
and high (dotted line) ozone concentrations on Carpaccio and Cima.

impact of O3 on stomatal conductance during the day, but in the
evening, as stomata may close more slowly, the O3 flux may be
more important. Finally, net CO; assimilation may be limited by the
lower stomatal conductance in the morning and during the day,
and in the evening, the limitation may come from lower light, so
that the higher conductance has no positive effect.

5. Conclusions

O3 impacts stomatal conductance by decreasing it, but in this
study we report specific effects of O3 on poplar responses to four
different environmental parameters. Our results show that the
effect of O3 should be taken into account in the stomatal conduc-
tance models used for O3 risk assessment, and not only as related to
phenology. The responses of stomatal conductance to variations in
blue light, red light, CO; and VPD are directly altered by Os. Further
studies are needed to characterize these impacts and improve
stomatal conductance models like the DO3SE model. Moreover, to
explain how 03 modifies the response to those parameters, we
need to improve our knowledge of the impact of O3 on the different
signalling steps, and of the ion channels involved in the stomatal
movements due to variations in environmental parameters.
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2. REPONSES DISTINCTES DES STOMATES SUR LA FACE ABAXIALE
ET ADAXIALE EN REPONSE A L’OZONE CHEZ TROIS GENOTYPES

DE PEUPLIER EURAMERICAIN

Sous I’effet de 1’0zone, nous avons montré que la conductance stomatique des feuilles
baisse et que les vitesses d'ouverture et de fermeture des stomates aux différents facteurs
environnementaux sont ralenties. Les mouvements stomatiques sont liés a des flux d’ions
impliquant des canaux plasmiques et vacuolaires. L’impact de 1’ozone sur les mouvements
stomatiques en réponse aux variations de parameétres environnementaux pourrait étre le
résultat de différents effets directs sur les cellules de garde comme une modification de
I’ultrastructure, une perturbation du contenu en ¢léments minéraux ou encore une altération

des flux par les canaux ioniques.

Nous avons donc cherché a comprendre par quels mécanismes les mouvements
stomatiques étaient perturbés par [’ozone, grice a la combinaison d’approches
microscopiques et génomique. De plus, le peuplier étant une espéce amphistomatique, nous
avons choisi d’étudier ’effet de 1’ozone sur la conductance stomatique de chacune des faces

de la feuille distinctement, afin de voir s’il existait des différences. Cette étude montre que :

la conductance stomatique baisse d’abord sur la face supérieure avant d’étre

légerement réduite sur la face inférieure.

e [’ozone entraine un accroissement du nombre de mitochondries dans les cellules
de garde des deux faces.

e [’ozone induit une augmentation du contenu en calcium dans les cellules de garde
de la face supérieure des feuilles. Chez le génotype résistant (Carpaccio)
I’augmentation a lieu sur les deux faces.

e [|’ozone provoque une diminution du contenu en chlore dans les cellules de garde

sauf chez le génotype le plus sensible (Robusta), ou nous observons un

accroissement.
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e 1’ozone conduit a une hausse du contenu en potassium dans les cellules de garde
qui apparait plus tot chez le génotype le plus sensible (Robusta).

e [’ozone engendre une baisse du contenu en phosphore dans les cellules de garde
des deux faces avec un effet plus marqué sur la face inférieure.

e J’expression des genes codant pour les canaux de calcium vacuolaires et les
anhydrases carboniques impliquées dans la réponse des stomates au CO; est

fortement diminuée.

Ces résultats ont été soumis dans le journal Plant, Cell & Environment.
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Distinct responses to ozone of abaxial and adaxial stomata in three euramerican poplar

genotypes

Running title: Guard cells response for ozone tolerance

Dumont Jennifer, Cohen David, Gérard Joélle, Jolivet Yves, Dizengremel Pierre, Le Thiec

Didier.
ABSTRACT

Ozone induces stomatal sluggishness impacting photosynthesis and transpiration. Here, we
seek the origin of stomatal movements change on abaxial and adaxial sides of the leaf of three
euramerican poplar genotypes differing in ozone sensitivity. Effect of ozone on stomatal
conductance of each leaf side was studied by gas exchange measurements. Ultrastructural
modifications of guard cells were studied by TEM. Gene expression of ions channels and
transporters involved in stomatal movements and the related element contents were quantified
by qPCR and X-ray microanalyses, directly in stomata. We report a more important impact of
ozone on stomatal conductance of the adaxial side of leaf correlated with higher calcium
content in guard cells. The expression of H/Ca*"-antiports (CAX1 and CAX3 homologues)
and B-carbonic anhydrases (BCA1 and BCA4) was strongly decreased. Decoupling between
the rate of stomatal opening and potassium concentrations in guard cells seems to settle earlier
in the sensitive genotype, Robusta. The number of mitochondria in guard cells was increased
with ozone. Ozone impacts stomatal movements via ion fluxes, with a specific calcium signal.
The increased number of mitochondria could answer to an increasing energy request for

detoxification and repair processes and may act as calcium buffer.

Key words: Populus deltoides x nigra; ozone; guard cell; abaxial and adaxial sides; gas

exchange; element content; ultrastructure; gene expression.
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INTRODUCTION

Forest ecosystems, covering 30% of land area of Earth (FAO, 2006), are ecologically crucial,
currently constituting the most important carbon sinks. Ozone (Os3) is a tropospheric gaseous
pollutant formed by photochemical reactions between sunlight and air containing nitrogen
oxides emitted from human activities (with biotic and abiotic VOCs). Key player of global
warming, O3 is a greenhouse gas which causes a major impact on plants growth and yield,
thus limiting the carbon sink possibilities (Sitch et al. 2007; ICP vegetation, 2012). O3 causes
important economic losses and represents a threat to ecosystems (Hayes et al. 2007; Avnery
et al. 2011a; Ainsworth ef al. 2012). As the tropospheric ozone concentrations are predict to
increase in the coming decades, the declines in agriculture and forestry productivity will
become more important and the food security will be reduced (Felzer et al. 2007; Van
Dingenen ef al. 2009; Avnery ef al. 2011b).

Ozone enters the leaf through stomata and is rapidly converted in the apoplast in reactive
oxygen species (ROS), leading to an oxidative stress. This results in visible and physiological
damages in plants (Wittig et al. 2009). At leaf level, ozone impairs photosynthesis, reduces
stomatal conductance and increases respiration (Heath, 1994; Dizengremel, 2001; Ainsworth
et al. 2012). Stomatal conductance, which modulates ozone entrance in the leaf, and the
capacity of ROS detoxification processes, which limits biological effect of ozone, are the two
major protections involved in ozone effective flux calculation (Dizengremel et al. 2008;
Castagna and Ranieri, 2009).

The regulation of stomatal conductance plays a key role in plant adaptation to
environmental conditions changes, especially under stress. It has been shown that ozone
impairs the stomatal movements, leading to perturbation of the stomatal responses to
environmental parameters and sluggish stomatal behaviour. Indeed, after ozone treatment,
stomata behave slower to open or close when changing light conditions, VPD or CO,
concentrations (Paoletti, 2005; Grulke et al. 2007; Paoletti & Grulke, 2010; Dumont et al.
2013).

Stomatal movements are due to ion fluxes which require the participation of many plasma
membrane and vacuolar ion channels (Pandey et al. 2007). Stomatal opening is driven by a
membrane hyperpolarisation which leads to an accumulation of K and sugars accompanied
by their counter ions (CI, NO®" and malate™), leading to an increase of osmotic potential and

water uptake in apoplasm (Fischer, 1968; Outlaw & Manchester, 1979). The closure is the
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reverse situation under the control of a Ca”" signal which induces anion efflux leading to
membrane depolarisation and K efflux.

In the present study, we examine whether the direct effect of ozone on stomatal
conductance is different on each leaf side in three poplar genotypes more or less sensitive to
ozone. We attempt to precise which step of stomatal movement was disturbed to explain the
sluggish behaviour of stomata induced by ozone. In order to see if a particular ion flux was
modified and at what channels it could be linked, we combine element content X-ray
microanalyses and gene expression analyses on microdissected stomata of adaxial and abaxial
sides. Finally, a possible change in the ultrastructure of guard cells was checked by

microscopy techniques.
MATERIALS AND METHODS

Plant culture and exposure conditions

The plant material was grown as described in Dumont et al. (2013). Briefly, cuttings of three

Euramerican poplar genotypes (Populus deltoides x Populus nigra: 'Carpaccio', 'Cima' and

'Robusta’), selected from a previous study on the basis of contrasting responses to Os (i.e.
visible injury, growth, number of fallen leaves., data not shown), were planted and grown in a
growth chamber for 5 weeks. Twenty-nine plants of each genotype were transferred for an
acclimated week in eight fumigation chambers at 75/85 % relative humidity (day/night) with
a 14h light period (250 pmol.m™.s" at mid leaf height from 08:00 to 22:00) and a temperature
of 23/20 °C (day/night). The experiment was first conducted for 3 weeks on Carpaccio and
Cima, and was later duplicated on Robusta with half of chambers. Four fumigation chambers
were used for each treatment (charcoal-filtered air or fumigation of ozone at 120 nmol mol™
during 13h). O3 was produced from pure O, with two ozone generators (OZ500; Fischer,
Bonn, Germany and CMG3-3; Innovatec II, Rheinbach, Germany) and injected directly in the
chambers 1 h after the beginning of the photoperiod until its end. A set of analysers (O341M;
Environment S.A., Paris, France) was used to monitor O3 concentrations. The O3 flux was

calculated and data are shown in Dumont et al. (2013).

Gas exchange measurements

The first fully-expanded leaf was identified for the gas exchange measurements (15th, 11" and

11™ leaf from the top for Carpaccio, Cima and Robusta respectively). The stomatal
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conductance (g;) of the abaxial (lower) and adaxial (upper) sides were measured with a leaf
porometer (SC-1 porometer, Decagon Devices, Inc., Pullman, Washington). The
measurements were carried out 3 times a week, two hours after switching on the lighting in

the morning.

Sampling for microscopy analysis

At day 0, the first fully-expanded leaf at the beginning of the experiment (15", 11" and 11"
leaf from the top for Carpaccio, Cima and Robusta respectively) of four trees of each
genotype was sampled. At day 11, the second fully-expanded leaf at the beginning of the
experiment of four and two other trees of each genotype submitted to ozone and control
treatment respectively. At day 18, the first fully-expanded leaf at the beginning of the
experiment of four trees of each genotype of each treatment was sampled. A square of 1cm?
was cut and immediately immersed in a fixative solution of 2.5 % glutaraldehyde and 0.2 M
phosphate buffer pH 7.2 at 4°C for Transmission Electron Microscopy observations. Three
discs of leaves were sampled by a punch, put in an eppendorf tube and immediately flash
frozen in liquid nitrogen for Scanning Electron Microscopy analysis. They were freeze-dried
at -40°C for 40 h at a pressure of 10 Pa in a FreeZone Plus freeze-dryer (Labconco, Kansas

City, Missouri) and then the temperature was turned back progressively to 20°C within 10 h.
Transmission electronic microscopy observations

One to 2 mm? were cut using a razor blade from the square immersed in fixative solution of
2.5% (v/v) glutaraldehyde fixative in 0.1 M phosphate buffer pH 7.2. Leaf samples were
infiltrated under vacuum in fixative solution and were maintained at 8°C for 4h. After being
rinsed in the same phosphate buffer by 5 washes, samples were post-fixed in 2% osmium
tetroxide in the rinsing buffer for 1 h at 4°C. The samples were washed in rinsing buffer 3
times of Smin followed by distilled water prior to slow dehydration through a graded acetone
series. Samples were embedded in Epon 812 (EMS, Hatfield, US) according to the
manufacturer’s instructions. These samples were orientated in moulds and the resin
polymerised at 60°C for 48 hours. The resultant resin blocks were trimmed before ultra-thin
sections (80nm) were obtained on a RMC MT?7 ultramicrotome, mounted on Formwar copper
grids, stained with uranyl acetate and lead citrate 4%. Examination of sections was performed

with a transmission electron microscope (TEM) PHILIPS CM12 operating at 80kv.
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Stomatal density and size of stomata

As stomata are located on both sides of Populus leaf, the three freeze-dried discs of each
sample were divided in two pieces to study separately the two sides of each sample. They
were observed under a controlled pressure scanning electron microscope (SEM) with the use
of a backscattered secondary electron detector (BSD) at accelerating voltage of 15kV and
magnification of 250x for stomatal density and 800x for size measurements, after being
evaporated by carbon. Three and one digital images of each side of each disc of each sample
at 250x and 800x were captured. The total number of stomata within an image was
determined by manual counting, using the convention of excluding stomata overlapping the
margins of the image, and was converted to the number of stomata per mm” of abaxial and
adaxial leaf surface. Stomata length and width were also measured on 6 stomata by image at

800x.
X-ray microanalysis

The material to be analysed was prepared according to the method used in Le Thiec et al.
(1994). Leaves were examined under a SEM (model 1450VP, Leo, Cambridge, UK)) at 15
kV, equipped with a dispersive energy microanalysis system (EDX, silicon drift detector of
80mm’, Oxford Instruments). Point and Identify Module was used to target guard cell across
the freeze-dried surface at magnification 1000x. X-ray microanalyses of element content were

performed on 10 guard cells of each leaf side of each disc of each sample.
Guard cells microdissection

After 18 days from the beginning of the fumigation, the first fully-expanded leaf at the
beginning of the experiment (15", 11" and 11™ leaf from the top for Carpaccio, Cima and
Robusta respectively) of three trees of each genotype of each treatment was sampled. The
leaves were cut in half by removing the midrib and were immediately flash frozen in liquid
nitrogen. They were freeze-dried at -40°C for 40 h at a pressure of 10 Pa in a FreeZone Plus
freeze-dryer (Labconco, Kansas City, Missouri) and then the temperature was turned back
progressively to 20°C within 10 h. Leaves were stored under vacuum in a desiccator at room
temperature to avoid rehydration. Pieces of lower and upper epidermis were isolated by
scraping gently the epidermis with a razor blade above a glass side. The pieces were fixed by

evaporation of few drops of ethanol. Laser microdissection and pressure catapulting of guard
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cells were carried out using the PALM MicroBeam system (Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Jena, Germany). For each sample, 500 stomatal complexes were cut and catapulted in 0.2 ml
tubes with adhesive cap. The room temperature was kept at 19°C and air humidity decreased

to 45% to avoid rehydration and subsequent RNA degradation.
RNA extraction and ¢cDNA amplification.

Total RNA was extracted from 500 microdissected stomata using Qiagen Micro Plus Kit
(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. TransPlex® Complete Whole
Transcriptome Amplification (Sigma) was used for RNA reverse-transcription and cDNA
amplification according to the manufacturer’s instructions. Amplification was performed on a
Mx3000P QPCR System (Agilent technologies). SYBR Green (Sigma-Aldrich) and ROX
(Agilent Technologies) were added to the reaction mixture to monitor amplification yield.
Amplified cDNA was purified using the QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen) according to the
manufacturer’s instructions and quantified on a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer

(Thermo-Fischer). cDNA concentration was adjusted to 5 ng pL™ for each sample.
Quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) analyses

Gene-specific primers (Supporting Information, Table S1) were designed based on the last
version of Populus Trichocarpa genome sequence assembly on Phytozome V8.0 (Goodstein
et al. 2012) using Primer 3 software (Untergasser ef al. 2012). Primer specificity was checked
by sequencing PCR products (Beckman Coulter Genomics). Quantitative PCR was performed
using an Mx3000P QPCR System (Agilent technologies) according to the manufacturer’s
recommended cycling program (10 min 95°C, 40 cycles of 5 s at 95°C, and 20 s at 58 or 60°C
depending on primers). A dissociation curve was generated in order to check amplification
product specificity. The reaction mixture contained 10uL Brillant III Ultrafast SYBR green
QPCR Master mix, 0.3uL. ROX (Agilent Technologies), 250 nM of gene-specific primers and
2.2 uL ¢cDNA (diluted at 5 ng pL™) in each 20 pL reaction. No-template control (NTC)
reactions were prepared for each gene. The Ct values were determined with the same
threshold and PCR efficiency was estimated using a standard curve for each gene and each
genotype. Efficiency values were taken into account in all subsequent calculations. Gene

expressions were analysed using GeneNorm program (Vandesompele et al. 2002; Mestdagh
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et al. 2009) allowing the identification of five reference genes (GOGAT6, UBL, OST26,
GLR2 and KAT3V2) for gene expression normalization.

Statistical analyses

The data obtained from MEB analyses were fitted with a linear model, with treatment, side
and genotype as factors. Contrast analyses were performed to test for genotype and side effect
before fumigation and treatment effect for each genotype and each side. All the porometer
data were modelled as linear model, with treatment and genotype as factors. Normality and
homoscedasticity of standardized residuals were graphically checked using quantile-to-
quantile and residual-vs-predicted plots. An ANOVA was used to test the differences between
genotype and the treatment effect at each data for each leaf side. In case of an interaction,
contrast analyses were performed to test for treatment effect within each genotype. Data were
analysed using R 2.15.2 (R Core Team, 2012) and multcomp package (Hothorn et al. 2008).
Effects were considered significant when p < 0.05. Cluster analysis was performed using
Euclidean distance on the gene expression dataset with MeV (Saeed et al. 2003,

2006).
RESULTS
Characterization of the effect of ozone on stomatal conductance of each leaf side

Under filtered air conditions, Carpaccio has a 20% lower total stomatal conductance than
Cima and Robusta (Fig. 1a,b,c). The stomatal conductance of the upper side of the leaves
represents 41, 37 and 34% of the total stomatal conductance of Carpaccio, Cima and Robusta
respectively (Fig. 1d,e,f).

Ozone decreases significantly the total stomatal conductance of the three genotypes (Fig.
la,b,c). It declines by around a quarter from the fifth day of treatment in Cima (Fig. 1b) and
Robusta (Fig. 1c) and from the eighth day of treatment in Carpaccio (Fig. 1a). Since the fifth
day, the stomatal conductance of the upper side is halved in all three genotypes (Fig. 1d,e,f)
whereas the stomatal conductance of the lower side is stable in Cima (Fig. 1h) and shows a
globally non significant diminution of around 20% in Carpaccio and Robusta (Fig. 1g,1).

Observation by microscopy

On the lower side, stomatal density is more than twice as important as on the upper side with

65% of the total number of stomata on the lower side in Carpaccio and 62% in the other two
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Table 1

Stomatal density and size of stomata of adaxial and abaxial sides of leaf of three poplar genotypes

under ozone or charcoal filtered air treatment. (mean = SE)

Stomatal

Genotype Treatment Is‘i(:iaef density Stom?;?nl)ength w?(;(t)llln (a;:;)
(stomata/mm?)
Control Lower 138 £2 32.1+0.2 170+ 0.2
Carpaccio Upper 76 £ 1 326+0.3 16.7+0.2
© Ozone Lower 134 £2 325+0.2 16.5+0.2
Upper 77+ 1 329+03 15.7+0.2
Control Lower 138+2 32.0+0.2 17.5+0.2
Cima Upper 85+ 1 29.6 £0.2 15.7+0.2
1)) Ozone Lower 132+2 32.8+0.2 17.2+0.2
Upper 85+ 1 30.9+0.2 14.6+0.2
Control Lower 146 £ 1 31.6 £ 0.2 17.4+0.2
Robusta Upper 90 £ 1 304+0.2 15.8+0.2
R) Ozone Lower 144 £2 33.5+0.2 17.9+0.2
Upper 87+ 1 30.6 £0.3 154+0.2
Statistical analyses
Genotype <0.001 <0.001 ns
effect
Carpaccio <0.001 ns ns
Side effect Cima <0.001 <0.001 <0.001
Robusta <0.001 <0.001 <0.001
. Lower ns ns ns
Carpaccio  ; er ns ns <0.001
Ozone Cima Lower ns 0.0128 ns
effect Upper ns <0.001 <0.001
Robusta Lower ns <0.001 ns
Upper ns ns ns
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genotypes (Table 1). Robusta has the highest stomatal density on both sides with 6% more
stomata/mm? than the other two genotypes on the lower side and 6 and 18% more than Cima
and Carpaccio respectively, on the upper side of the leaf. Stomata are equally large in all the
genotypes but a little bit longer in Carpaccio than in Cima or Robusta. The size of stomata is
the same between the two sides of leaf in Carpaccio but stomata are 11% larger and around
6% longer on the lower side of the other two genotypes. The ultrastructure observation with
TEM revealed no difference between side and genotype (Fig. 2).

Ozone has no effect on the stomatal density on both sides of the leaves (Table 1) and only
minimal effects on the size of stomata. In ozone conditions, the length of stomata in Cima
increases slightly by only 4% on the upper side and 3% on the lower side and in Robusta by
6% only on the lower face. Regarding the width of stomata, it is slightly decreased only on
the upper side by 6% in Carpaccio and 8% in Cima. No ultrastructural damage in guard cells
was visible in response to ozone (Fig 2). Ozone has no effects on the number of chloroplasts
or starch grains but it increases strongly the number of mitochondria in guard cells of both
sides of leaf (Fig 2b,c).

Analyses of the element content in guard cells

In ambient condition, the calcium, chlorine, potassium and phosphorus contents are 30%,
15%, 20% and up to 25% higher respectively in the guard cells of the lower side than of the
upper side of leaf in all the genotypes. The calcium content is around 25% lower in Cima than
in Carpaccio and Robusta on both sides (Fig. 3a). The chlorine content in Robusta is twice as
important as in Carpaccio and Cima (Fig. 3b). The potassium content is slightly lower in
Carpaccio than in Cima and Robusta on both sides (Fig. 3c). The phosphorus content in guard
cell of the lower side of the leaf is more than 10% higher in Cima than in the other two

genotypes whereas on the upper side there is no difference.

From 11 days of treatment, ozone increases strongly the calcium content of guard cells of
the upper side of leaf in the three genotypes, especially in Carpaccio (Fig. 3e). In contrast, on
the lower side, the calcium content is only increased in Carpaccio and is even decreased by
10% in Robusta.

In response to ozone, from 11 days of treatment, while in Carpaccio the chlorine content in

guard cells on both sides of the leaf is greatly reduced, in Robusta the opposite effect is
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Fig. 2 General view of guard cells submitted to (a) control and (b) ozone treatments. Proliferation of
mitochondria was typical in ozone treatment (¢). Mitochondria (m), vacuoles (v), cell wall (cw) and

starch grain (st) inside chloroplasts can also be seen. Bars = 1 pm
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observed (Fig. 3f). In Cima, the chlorine content is decreased only in guard cells of the lower
side and is slightly increased after 18 days of treatment in guard cells of the upper side.

Ozone increases significantly potassium content in guard cells of both sides of leaves in
Robusta from 11 days of treatment, whereas in Carpaccio and Cima, it is increased only from
18 days of treatment (Fig. 3g).

The phosphorus content in guard cells of both sides of the leaf is significantly decreased
from 11 days of ozone treatment, especially on the lower side (Fig. 3h). The decrease is more

important in Cima in which it is almost halved, than in Carpaccio or Robusta.

Effect of ozone on the expression in guard cells of genes involved in stomatal movements

Most of the genes involved in stomatal movements exhibit a repressed expression under
ozone treatment (See Fig. S1 for complete dataset). Hierarchical clustering reveals four main
groups of genes with different pattern of regulation of expression in response to ozone (Fig.
4). (1) The expression of CAX1, CAX3 and CAI is strongly repressed (more than 10 times) in
guard cells of both side of leaf in all genotypes. (ii) The expression of AHAI115, CAX16 and
OST?2 is quite strongly repressed in guard cells of both side of leaf in almost all the genotypes.
(iii) The expression of OST218, CLCa, TPK11, CHL, NHX114, CLCa6, GORK and SLACI is
globally enhanced, especially for OST218, in guard cells of both side of leaf in almost all
genotypes. (iv) The expression of genes such as AKT2, GLR25, CA4, KAT1/2, TPC1, PHOT2,
NHXI1, QUACI, PHOTI and GORK4 is repressed in guard cells of both side of leaf in almost
all genotypes.

As illustrated by the PCA, the variance in gene expression in guard cells was explained by
27%, 15%, 10% and 8% by four components, PC1, PC2, PC3 and PC4, respectively (Fig. 5).
PC1 shows the ozone effect by separating ambient and ozone samples. PC2 isolates the
sensitive genotype, Robusta from Cima and Carpaccio (Fig. 5a). PC3 separates samples from
the two sides of leaf only in Carpaccio and Cima, even if the separation is clearer in
Carpaccio than in Cima (Fig. 5b). PC4 differentiates Cima from Carpaccio.

The PC1 separation is mainly due to genes shown in Fig. 4 to be regulated under ozone
treatment such as CAXI and CAI or OST218 and TPKII (Fig. 5c). Robusta is principally
characterized by a higher expression of PHOT29 and CA4 and a lower expression of CHL,
TPKI1, CAX16 and CAX3 than Carpaccio and Cima. Carpaccio is essentially typified by

higher expression of NHX110 and KAT36 (under ambient conditions) and a lower expression
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of CLCa than Cima (Fig. 5d). Cima is mostly characterized by higher expression of 7PK//
and lower expression of GLUR3, OST218 and PHOT29 than Carpaccio. The differentiation
between the two sides is due to some genes preferentially expressed on the lower side of
leaves such as AHAII, QUACI or CLCa6 (except in Robusta). GLUR32 is also more
expressed on the lower side but only in ambient conditions whereas SLACI and OST2 have

higher expression in ozone conditions only on the lower side.

DISCUSSION

Whatever the genotype, in response to ozone, the total stomatal conductance is lower, thus
limiting ozone uptake and risk of oxidative stress, but also carbon assimilation. This reduction
is almost only due to the ozone effect on the leaf upper side. Indeed, stomatal conductance on
the lower side is weakly impacted, or even not at all in Cima. A deposition effect of ozone
from top to bottom is not excluded, despite the air renewal in growth chamber, and could
result in higher ozone flux on the leaf upper side than on the lower side. In addition, the upper
side is exposed to a more intense light which may generate additional ROS production (Apel
and Hirt, 2004). The lower stomatal conductance in response to ozone may be due to an
amplified ROS production caused by higher ozone flux and light intensity on the upper side.

Ozone leads to sluggish stomatal responses to variation of environmental parameters.
(Paoletti 2005; Paoletti and Grulke, 2010; Dumont ef al. 2013). This effect is not caused by
ultrastructural damage but is more likely due to a perturbation of the ion fluxes in guard cells.
In our study, we observed a lower stomatal conductance under ozone, resulting from a smaller
and/or lower opening in the morning, since the measurements have been carried out two hours
after the beginning of the light phase. This is coherent with the slower opening in response to
increase of blue light and the lower amplitude of opening in response to increased red light
shown in response to ozone (Dumont et al. 2013).

Phototropins function as blue-light receptors in guard cells whereas stomatal response to
red light is linked to reduction in internal CO, concentrations (Ci), even if a direct effect of
red light on guard cell chloroplasts is not excluded (Shimazaki et al. 2007). A light-signal is
transmitted from PHOT1 and PHOT? to the plasma membrane H'-ATPase which is activated.
Protons efflux causes a hyperpolarisation of the membrane which drives the accumulation of
K" by inward potassium channels, a decrease in water potential and water uptake (Schroeder

et al. 2001). Sugars produced by photosynthesis or resulting from degradation of starch can
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also accumulate in guard cells to maintain stomatal opening (Lawson, 2009). In response to
ozone, we observed a decreased expression of PHOT1 and PHOT?2 genes which can be linked
to the slower opening to blue light (Dumont ez a/l. 2013). In addition, ROS have been shown
to inhibit the blue light-dependent H" pumping and thus, stomatal opening (Shimazaki et al.
2004). The observed phosphorus content decreased in guard cell by ozone treatment could
participate to the inhibition of H'-ATPase. Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
[PtdIns(4,5)P2] is an important signal molecule involved in various processes such as guard
cell movements (Jung et al. 2002; Lee et al. 2007) and especially in light-induced stomatal
opening. We can hypothesize that if less phosphorus is present in the guard cell it will impact
the concentration of PtdIns(4,5)P2. It has also been reported that ozone and ROS inhibit
inward K™ channels (Torsethaugen et al. 1999; Zhang et al. 2001) as confirmed here at the
gene expression level with the ozone inhibition of the expression of inward K* channels
genes.

However, as we observed a lower opening with ozone, we should notice lower potassium
content in guard cell with lower counter ions concentrations and stronger calcium content. In
our study, a decrease in chlorine is observed except in the sensitive genotype Robusta, and an
increase in potassium, earlier in Robusta than in Carpaccio and Cima. Chlorine is not the only
potassium counter ions, the anion influx may take the form of other anions, like malate™. X-
ray microanalyses technique only gives the global element content of cells, with no distinction
between subcellular compartments. The increase in potassium content in response to ozone
compared to ambient treatment may be caused by potassium retention in the vacuole or in the
cytosol due to a deregulation of outward potassium channels on tonopast or plasma
membrane.

Indeed, there is a time effect leading to a progressive increase of potassium content in
guard cell, earlier in the sensitive genotype. This progressive increase should be linked to a
wider opening; it therefore needs to be counterbalanced by other factors to cause lower
opening, such as a lower sugar concentration in stomata. In response to ozone, the increased
calcium content is correlated with the reduced stomatal conductance on the upper side in the
three genotypes and on the lower side only in Carpaccio. During stomatal opening, the
cytosolic Ca®" concentration decreases because of Ca’" efflux and storage in organelles,
especially the vacuole. Genes encoding the Ca®"/H" vacuolar antiporters are strongly down-

regulated which can lead to an impaired Ca”" storage in the vacuole and higher Ca** cytosolic
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concentrations. In addition, these genes are constitutively much less expressed in the sensitive
genotype Robusta, which is characterized by slower stomatal opening and closure, even under
ambient conditions (Dumont et al. 2013). In response to ozone, guard cells exhibit more
mitochondria. This increase could support the higher respiration in order to provide enough
energy to meet the increased needs for detoxification and repair processes as observed
previously in Norway spruce (Kivimienpai et al. 2001; 2004). They can also act as calcium
buffer with a possible resting free Ca>” concentration of 200 nM in mitochondria (Stael et al.
2012), and then be a key player in the spatiotemporal patterning of Ca>" signals by rapidly
removing Ca®" from the cytosol (Hetherington and Brownlee, 2004). Moreover, it has recently
been suggested that an influx of Ca®" in mitochondria can lead to a pulse of mitochondrial
membrane potential to regulate respiratory bioenergetics and counteract ROS production in
response to stress (Schwarzlinder ef al. 2012). At last, the higher number of mitochondria in
guard cells of Os-treated plants could be related to the impairment of CO, assimilation in
response to ozone and subsequently the need to oxidize the excess of reducing power initially
formed in the chloroplasts by photochemical reactions (Scheibe et al. 2005). Generally these
conditions were suitable for an higher activity of the alternative oxidase, a mitochondrial
enzyme known as an antioxidant enzyme, susceptible to dampen ROS generation and for
which genes were more expressed under ozone conditions (Ederli ef al. 2006; Vanlerberghe et
al. 2009). The increase of calcium content observed in response to ozone may be due to an
alteration of the calcium efflux, or an alteration of a channel among the many involved in
calcium released from cellular compartments. The initial activation of anion channel involved
in stomatal closure is carried by an increase in cytosolic Ca*" concentration (Schroeder ef al.
2001). In response to ozone, if the cytosolic calcium content is maintained higher, then it can
affect anion efflux and inhibits stomatal opening. The stomatal closure in response to an
increased CO, concentration is also slowed under ozone treatment (Dumont et al. 2013). The
CO; signaling leading to stomatal closure is mediated by B-carbonic anhydrases, BCA1 and
BCA4 (Hu ef al. 2010; Xue et al. 2011). We showed that expression of the genes coding for
BCA1 and PCA4 is strongly inhibited by ozone. Ca®" and HCO; are involved in signal
transduction to activate anion efflux. The perturbation of calcium content observed previously
may have an impact on the stomatal response to CO, increase. However, calcium signaling is
complex and involves various cellular compartments; it is therefore difficult to interpret the

higher calcium content in guard cell in response to ozone with no information on the
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distribution of calcium in cellular compartments (Dodd et al. 2010). In addition, it has been
shown that ozone induces a stress-specific calcium signature leading to specific gene
expression regulation and that it is not simply a ROS-induced regulation (Short ez al. 2012).

In conclusion, it appears that ozone impacts firstly stomatal conductance of the upper side
probably due to greater exposure to ROS. Modification of stomatal responses does not result
from ultrastructural changes but more likely from a disturbance of ion fluxes and regulation of
the expression of genes involved in signal transduction. Expression of a majority of the
studied genes coding for plasma membrane and vacuolar channels is inhibited by ozone,
especially the expression of genes coding for the vacuolar calcium channels (CAX1 and
CAX3). Low constitutive expression of CAX1 and CAX3 genes in Robusta could be linked to
its slower stomatal responses and thus, could participate to its sensitivity. Kinetics of mineral
element content during 24 hours with measurements of stomatal conductance and calcium
analyses in each cellular compartment could help to understand the origin of the ionic

disturbance caused by ozone.

ACKNOWLEDGEMENTS

The authors are thankful to Cyndie Clément for microdissection of guard cells, Aurélie Heinis
and Fabien Spicher for gas exchanges measurements, Nathalie Ningre for molecular analyses,
Christophe Rose for elements microanalyses and Stéphane Martin for technical assistance.
The research was supported by the French National Research Agency, ANR, project
“Vulnoz", the IFR 110 EFABA and Jennifer Dumont was supported by a PhD grant from the
ANR and the Lorraine Region. We thank the nursery of Guéméné Penfao for providing the

cuttings.

69



Résultats

REFERENCES

Ainsworth E.A., Yendrek C.R., Sitch S., Collins W.J. & Emberson L.D. (2012) The effects of
tropospheric ozone on net primary productivity and implications for climate change.
Annual Review of Plant Biology 63, 637-661.

Apel K. & Hirt H. (2004) Reactive oxygen species: metabolism, oxidative stress, and signal
transduction. Annual Review of Plant Biology 55, 373-399.

Avnery S., Mauzerall D.L., Liu J. & Horowitz L.W. (2011a) Global crop yield reductions due
to surface ozone exposure: 1. Year 2000 crop production losses and economic damage.
Atmospheric Environment 45, 2284-2296.

Avnery S., Mauzerall D.L., Liu J. & Horowitz L.W. (2011b) Global crop yield reductions due
to surface ozone exposure: 2. Year 2030 potential crop production losses and economic
damage under two scenarios of O3 pollution. Atmospheric Environment 45, 2297-2309.

Castagna A. & Ranieri A. (2009) Detoxification and repair process of ozone injury: From O3
uptake to gene expression adjustment. Environmental Pollution 157, 1461-1469.

Dizengremel P. (2001) Effects of ozone on the carbon metabolism of forest trees. Plant
Physiology and Biochemistry 39, 729-742.

Dizengremel P., Le Thiec D., Bagard M. & Jolivet Y. (2008) Ozone risk assessment for
plants: central role of metabolism-dependent changes in reducing power. Environmental
Pollution 156, 11-15.

Dodd A.N., Kudla J. & Sanders D. (2010) The language of calcium signaling. Annual Review
of Plant Biology 61, 593-620.

Dumont J., Spicher F., Montpied P., Dizengremel P., Jolivet Y. & Le Thiec D. (2013) Effects
of ozone on stomatal responses to environmental parameters (blue light, red light, CO, and
vapour pressure deficit) in three Populus deltoides x Populus nigra genotypes.
Environmental Pollution 173, 85-96.

Ederli L., Morettini R., Borgogni A., Wasternack C., Miersch O., Reale L., Ferranti F., Tosti
N. & Pasqualini S. (2006) Interaction between nitric oxide and ethylene in the induction of
alternative oxidase in ozone-treated tobacco plants. Plant Physiology 142, 595-608.

FAO. 2006. Global Forest Resources Assessment (2005) Progress towards sustainable forest
management. In. FAO Forestry Paper. Rome: Food and Agricultural Organisation of the

United Nations.

70



Résultats

Felzer B.S., Cronin T., Reilly J.M., Melillo .M. & Wang X. (2007) Impacts of ozone on trees
and crops. Comptes Rendus Geoscience 339, 784-798.

Fischer R.A. (1968) Stomatal opening: role of potassium uptake by guard cells. Science 160,
784-785.

Goodstein D.M., Shu S., Howson R., et al. (2012) Phytozome: a comparative platform for
green plant genomics. Nucleic Acids Research 40, 1178-1186.

Grulke N.E., Neufeld H.S., Davison A.W., Roberts M. & Chappelka A.H. (2007) Stomatal
behavior of ozone-sensitive and -insensitive coneflowers (Rudbeckia laciniata var.
digitata) in Great Smoky Mountains National Park. New Phytologist 173, 100-109.

Hayes F., Jones M.L.M., Mills G. & Ashmore M. (2007) Meta-analysis of the relative
sensitivity of semi-natural vegetation species to ozone. Environmental Pollution 146, 754-
762.

Heath R.L. (1994) Possible mechanisms for the inhibition of photosynthesis by ozone.
Photosynthesis Research 39, 439-452.

Hetherington A.M. & Brownlee C. (2004) The generation of Ca®" signals in plants. Annual
Review of Plant Biology 55, 401-427.

Hothorn T., Bretz F. & Westfall P. (2008) Simultaneous inference in general parametric
models. Biometrical Journal 50, 346-363.

Hu H., Boisson-Dernier A., Israelsson-Nordstrom M., Bohmer M., Xue S., Ries A., Godoski
J., Kuhn J.M. & Schroeder J.I. (2010) Carbonic anhydrases are upstream regulators in
guard cells of CO,-controlled stomatal movements. Nature Cell Biology 12, 87-93.

ICP Vegetation. (2012) Harmens H, Mills G, eds. Ozone pollution : Impacts on carbon
sequestration in Europe. Bangor, UK, NERC/Centre for Ecology & Hydrology, 88pp.

Jung J.Y., Kim Y.W., Kwak J.M., Hwang J.U., Young J., Schroeder J.I., Hwang I. & Lee Y.
(2002) Phosphatidylinositol 3- and 4-phosphate are required for normal stomatal
movements. Plant Cell 14, 2399-2412.

Kiviméenpdd M., Sutinen S., Medin E.L., Karlsson P.E. & Selldén G. (2001) Diurnal changes
in microscopic structures of mesophyll cells of Norway spruce, Picea abies (L.) Karst. and
the effects of ozone and drought. Annals of Botany 88, 119-130.

Kivimédenpdd M., Sutinen S., Medin E.L., Karlsson P.E. & Selldén G. (2003) Cell structural
changes in the needles of norway spruce exposed to long-term ozone and drought. Annals

of Botany 92, 779-793.

71



Résultats

Lawson T. (2009) Guard cell photosynthesis and stomatal function. New Phytologist 181, 13-
34.

Lee Y., Kim Y.W., Jeon B.W., Park K.Y, Suh S.J., Seo J., Kwak J.M., Martinoia E., Hwang
I. & Lee Y. (2007) Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate is important for stomatal
opening. The Plant Journal 52, 803-816.

Le Thiec D., Rose C., Garrec J.P. Laffray D., Louguet P., Galaup S. & Loosveldt P. (1994)
Alteration of element subjected to ozone fumigation and (or) water stress: X-ray
microanalysis study. Canadian Journal of Botany 72, 86-92.

Mestdagh P., Van Vlierberghe P., De Weer A., Muth D., Westermann F., Speleman F. &
Vandesompele J. (2009) A novel and universal method for microRNA RT-qPCR data
normalization. Genome Biology 10, 61-74.

Outlaw W.H. & Manchester J. (1979) Guard cell starch concentration quantitatively related to
stomatal aperture. Plant Physiology 64, 79-82.

Pandey S., Zhang W. & Assmann S.M. (2007) Roles of ion channels and transporters in guard
cell signal transduction. FEBS 581, 2325-2336.

Paoletti E. (2005) Ozone slows stomatal response to light and leaf wounding in a
Mediterranean evergreen broadleaf, Arbutus unedo. Environmental Pollution 134, 439-
445.

Paoletti E. & Grulke N.E. (2010) Ozone exposure and stomatal sluggishness in different plant
physiognomic classes. Environmental Pollution 158, 2664-2671.

Pei Z-M, Murata Y., Benning G., Thomine S., Klusener B., Allen G.J., Grill E. & Schroeder
J.I. (2000) Calcium channels activated by hydrogen peroxide mediate abscisic acid
signalling in guard cells. Nature 406, 731-734.

R Core Team. (2012) R: A language and environment for statistical computing. R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-
project.org/.

Saeed A.L., Sharov V., White J., et al. (2003) TM4: a free, open-source system for microarray
data management and analysis. Biotechniques 34, 374-378.

Saeced A.l., Bhagabati N.K., Braisted J.C., Liang W., Sharov V., Howe E.A., Li J,
Thiagarajan M., White J.A. & Quackenbush J. (2006) TM4 microarray software suite.
Methods in Enzymology 411, 134-93.

Scheibe R., Backhausen J.E., Emmerlich V. & Holtgrefe S. (2005) Strategies to maintain

72



Résultats

redox homeostasis during photosynthesis under changing conditions. Journal of
Experimental Botany 56, 1481-1489.

Schroeder J.I., Allen G., Hugouvieux V., Kwak J. & Waner D. (2001) Guard cell signal
transduction. Annual Reviews in Plant Biology 52, 627-658.

Schwarzlinder M., Logan D.C., Johnston I.G., Jones N.S., Meyer A.J., Fricker M.D. &
Sweetlove L.J. (2012) Pulsing of membrane potential in individual mitochondria: A stress-
induced mechanism to regulate respiratory bioenergetics in Arabidopsis. The Plant Cell 24,
1188-1201.

Shimazaki K., Doi M., Assmann S.M. & Kinoshita T. (2007) Light regulation of stomatal
movement. Annual Reviews in Plant Biology 58, 219-247.

Short E.F., North K.A., Roberts M.R., Hetherington A.M., Shirras A.D. & McAinsh M.R.
(2012) A stress-specific calcium signature regulating an ozone-responsive gene expression
network in Arabidopsis. The Plant Journal 71, 948-961.

Sitch S., Cox P.M., Collins W.J. & Huntingford C. (2007) Indirect radiative forcing of climate
change through ozone effects on the land-carbon sink. Nature 448, 791-794.

Stael S., Wurzinger B., Mair A., Mehlmer N., Vothknecht U.C. & Teige M. (2012) Plant
organellar calcium signalling: an emerging field. Journal of Experimental Botany 63,
1525-1542.

Torsethaugen G., Pell E.JJ. & Assmann S.M. (1999) Ozone inhibits guard cell K"
channels implicated in stomatal opening. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 96, 13577-82.

Untergasser A., Cutcutache 1., Koressaar T., Ye J., Faircloth B.C., Remm M. & Rozen SG.
(2012) Primer3--new capabilities and interfaces. Nucleic Acids Research 40, 1-12.

Vandesompele J., De Preter K., Pattyn F., Poppe B., Van Roy N., De Paepe A. & Speleman F.
(2002) Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR data by geometric
averaging of multiple internal control genes. Genome Biology 3, 1-11.

Vanlerberghe G.C., Cvetkovska M. & Wang J. (2009) Is the maintenance of homeostatic
mitochondrial signaling during stress a physiological role for alternative oxidase?
Physiologia Plantarum 137, 392-406.

Wittig V.E., Ainsworth E.A., Naidu S.L., Karnosky D.F. & Long S.P. (2009) Quantifying the
impact of current and future tropospheric ozone on tree biomass, growth, physiology and

biochemistry: a quantitative meta-analysis. Global Change Biology 15, 396-424.

73



Résultats

Xue S., Hu H., Ries A., Merilo E., Kollist H. & Schroeder J.I. (2011) Central functions of
bicarbonate in S-type anion channel activation and OST1 protein kinase in CO, signal
transduction in guard cell. The EMBO Journal 30, 1645-1658.

Zhang X., Miao Y.C., An G.Y., Zhou Y., Shangguan Z.P., Gao J.F. & Song C.P. (2001) K"
channels inhibited by hydrogen peroxide mediate abscisic acid signaling in Vicia guard
cells. Cell Research 11, 195-202.

Zhang X., Wang H,. Takemiya A., Song C., Kinoshita T. & Shimazaki K. (2004) Inhibition of
blue light-dependent H™ pumping by abscisic acid through hydrogen peroxide-induced
dephosphorylation of the plasma membrane H'-ATPase in guard cell protoplasts. Plant
Physiology 136, 4150-4158.

74



105000X DT D'wd pyssuady LLLLYDIODVVOVOVIVOID
[T'0v8¥1€200 INXIoT 0SLETSOT00 YLdOd VOOVLLYOVVIOVLILODOIOL 00¥LZ1D010° 1104 0T9LINTV
[009893 13V 08YSTE IV OLYLISTIV
Jo 3ojoypo] oupyvy; 0FL1188000 ¥LJOd LV.LDDDOVIOVVOLLYOLOOOL
sisdopigp.y ur uisjord passardxa o) xefruis | [1°0S€21€200 XY 1'8STITIIA  [M3 VVDIOVOVVDOLLILIOVVOV 0098119800 110d 89LINTV
[ort818¢1V Jo Sojoymo] wuvivy; 0v£908$100 YLJOd LIOOVIVVILIOVIOODLVL
sisdopigp.ip ur uisjord passaxdxa o) xefruis | [1°42987€200 XY ['9€1°78 M3 LOLOLIODOIOVIIDIOVVY 00¥€S0DS10°110d ILIN'TV
[0€1ZIL002TTENIVS6STLY VD 0LT10S€000 4LdOd
Jo Bojoyuo] :[rgnf v1914:0Y0] ‘(uswseyy) 101 M3 VIIOLLIOVIIILILVVILYD
ueaq eAej - uejo1d uueyd wnrssejod o3 e[rurg 12V | VVOVVOVVYDDOOVVOLOLOD 00881000 10d v
[€€5LLOVE 1TT8TOVD 978699VD
‘16TSSOVYV 90bF9VVD “bTT8TIVD
‘SEP6TOVD ‘PIYTSL TESLLOVE ‘0L9TISSIV
PT8694AVD ‘0S6LYEEIV “L6vS8AVD 30 (TJOT) 01LLOSST00 LdOd
Sojoyp0-09] {[porsuad snunid:¥O] 9sed LV 1'20TT° AX 1M3 LVIOVLIOVOLLYIVOOVYID
+H sueiquiow ewseld aaneind o3 xepruats | 1°16072€700 WXBA TIVHM LOVOVIDLLLIOLLODLIOD 0009909510104 SITIVHV
[€€5LL0VE TTT8TOVD 97869AVD
‘16TSSOVYV 90bF9VVD “bTT8TIVD
‘SEP6TIVO “PIFTSL ‘TESLLOVE “0L9T93SV
PT8694dVD ‘0S6LYEEIV ‘L6vS8aVD o (To1) 0S€L0STI00 4LdOd
Sojoyp0-09] {[porsuad snunid:¥O] 9sed LV 1'886TIX TM3 OVVVDLVIVOLVOVIVVIOD
+H dueiquow ewseld sapeind o} zeqiuits | [1°8L$81€200 INXIOY I'TVHM LVVIDOVIODLODLYILVVL 009120D210'm0d [IVHY
uondrsIp awozoyAyg AUARJI TION sely € -:S ¥ pue g srowLg JuIeu €A JWOZ0)AYJ AWIBN dUID)

‘s1owd o13109ds 1oy} Y3m paIpmnis sauaF Jo 11

IS 31qeL




fujord (O1D) S1f-[PuuERyd ApLIO[Yd 0 Je[iIS | |['8860€£T00 XU 0879089000 YLdOd VOLLYLV.LODDLOLLOLIDD 000909900 11104 981D
[0680+85IV°0LTLZBEIV ¥260I DT Dwd pysouasy Ixg1so
Jo Sojoyuo] ¢ (e-O10IV) 0T6£€S1000 ALdOd LLOVVILOVOLVVIOLIDDD
©-07D wdjoad [duuRyd SpLO[YD 03 LeruIS | [1°69000£700 XY SO0 LVIOLODLLLOOOLLODLIOL 00LTEEDT00 O oo}
[Lzeceavd
‘07872AVd ‘0T 1ZISTIV 0TH180VE 080118€000 ¥LdOd
‘6¥STEAVD J0 (o) Sojoyno-00] ([vors.od £€80£000" €aud8Nd 1ODLIOIOVOLOVILLLLOL
snunig:yO] ~1opodsuen drentu o3 e[wis | [1°9.4£0€200 INXPBOU T1LANdd VLILOOLOVOVVOVIIDLIOV 00STTTOE00 0 THD
[1Z8L01 ‘0L18€3BTIWV ‘€SLSTVVE 09815361V 109620£00 €188
‘06¥ 10853V JO (7Fog) Sojoyuo-09] {[pipn.i 0800159000 YLJOd LV.IOLLOOVIODLVLVIIOL
DuS1A:g0] 1eTUBYIXS +H/+TED) 0} Te[IuIS 1"EXVO-d DOLVVVDLIOVVVILLODOL 0066609900 1104 9IXVD
OLLLLODDIDVILVLIIILYY
[1'8LT86TT00 IWXBod 0€8STS1000 YLdOd DLVLLOLLYDOVIOVOLOVD 00215TO100° 104 XV
[128L0L ‘0L18E3TIV “€SLSTVVE 098153V 10$ST10ST00"€[1e13
‘067 10853V JO (7FoT) Sojoyu0-09] {[pvipp.i 0622189100 YLJOd VOOLVOLOVOLYVIOLIOVY
DUS1A:g0] 1OTUBYIXD +H/+TED) 0} Te[IIS TEXVOH LLLLDOLODOODOLLYLLOL 00SST1D910 10 IXVD
S100X DT 08 pysouady 1xgiso VIODIOVVVOVOLLODILLD
[1°18S¥1€200 IWXBod 0805080100 4LdOd IOLOLYVLLOLODOVOOVYD 0011709010104 1a48)
[ ara
[MATTT8SIAVV LOL60L LIOLTAY (AT E6L
60L°VYSE0TLITOLISYVITSICEVVV A (A
‘9L8LTAVVD [SAT'LOSSLAVV OYLYISSIVD
TIYMATS8L6VOVVH [MAI°00201S 00S 1036V 9Pl DT D' TA [OSIMAUDYD) IXHISd
Jo Sojoyo] :[vijofiidd snidg:H¥0] 0S6€ST000 ULdOd LVOVOOVVOHOOVVLIVILVID
"] WHI0JOSI dseIpAyuE OIuoqIed o) Je[ruis | |1°88¥867200 INXPA €IVOd LLOVOODLIDIVIOVVIIOVOV 00687€D100 1104 VD




Sojoy10-09] **(jouueyo SUIKFNOAI PIEAMINO (+)3] LT00TT00 €oud5No VOLLOOVOIVIVVIOVIILL
Ie[3}S) YOS [FUUBYD Wnissejod o} Fe[iuiS | [['699L1€700 WXPT TUOMS LOOLLYIOVIOLLLIDVIVYD 000£70DT 101104 TI0D
[058203¢IV J0 (1307) 0L1805%000 ¥LJOd
Sojoy10-09] **(jouueyd SUIAFoa1 pIEAMINO (+)3] 1°0TLE AL IM3 VIOLIOVVOOLILVIIVVOV
I2[1S) YOS [PUURYD WNISSRIOJ 0 Je[iwils | [1°85850€200 INXUIOY €UOMSH | VOVOVVOVVVVIOLODDOLY 00££809100 10 YIA0D
[o¥ 1085V ‘0TTI¥STIV
$99€€dVYV ‘877901 Jo (T Jo 1) Sojoyiio 099€059000 YLJOd
-09] {[puopfiaivd D.1281n228 Y] “SSEYIUAS YOEOIA DT D'8d pysouady Ixgise LODLYODODLYVIVVLILOL
Srewein3 Juopuddop-urxopady 03 Jefruis | [1°84880£700 INXBOY 71N DDLVVOVIVVVDOOOILVLL 00¥8£0D900 10d 91VD0D
[o6£2€8TIV ‘002503 13V JO
(gg07) Sojoy10-09] (9YTD J0ydadar dewein|3 090€757000 YLJOd
ordoxouo]) (¢°¢ [Suueyd Uol payes-puesi) T1120000"€aua3ns VOVVIVOVIDOVOOLLVVIV
J0s1moaxd ¢*¢ 103doodx dyewrenD 03 refiwis | [1°16510€200 INXIOU € AN VLOLVVOVIODLVIVVILID 0000£7DT00 0d [42:188[9)
LLLVOOOVILOLOLYIILOL
[1°28012€200 INXIod 0€0STSF100 YLJOd VVVVOVILLOVOVVIIODOL 00TTS1DOY10'mod €dNTO
[08¥ 15861V Jo (yoT) Sojoyuo
-09] ‘{AJrurej jrunqns [duueyd uol pajes-puedi|
SATIEINJ JO JOQUISW O} JB[IWIS (9796 ¢ I:AINJ 0LS018S000 ¥LdOd
03 refruuts “Ajrurey 1ojdaosar oyeweins yuejd 11#05S000" ¢ouesna VOOLLV.LODVVIDVVIDVVD
03 xeqruns ‘urojoxd Ajrurey ropdooar ayewrein[y | |1°00490€200 XA S edIDMd IO1VIOHIOVVOVOLYLLIDO 00LZ01DS00 10d STITIO
[4:gts}
logzeessv
Jo (ggor) Sojoy0-09] ‘6£6 0L I O3 Je[ruuls
MESUQ&S DUDIJOIIN - HunuﬁU EQHOHQ 39.8:0
apLIo[Yd pue (vuviipyy sisdopignay) 0686¥8SIV
03 Jeruuls -0 0} Te[ruuls danemnd ¥€007ST D'ud pysouagy Ixgiso VVOVIILIOIVVIOLOVOLL




06217100 4LdOd

[81269HVD j0 (7FoT) Sojoyir0-00] [poun.aydna T6L0Y100"€oUdSN0 DLVDHIOVVIVIIDIILLLYV
snndog:0gQ] 1euodnue +H/+eN 03 Je[ruis | [['0€£02€700 XY TIXHN-M VOVIOLLVOVVIVODLVVIID 0067 1D110°110d PTIXHN
[L8+¥8SVV “0£0503 €1V 0TTEOSET00 YLJOd
‘0S 17883V 30 (7yog) B0[oypo-00] <[panns 6620£100"¢aua3nd DDVVVIOILVIVLVIVV.LIOD
03po1papy:YO] “1ouodnue +H/+eN 01 Feruis | [1'95561£700 INXIT TTXHN VOLLLOLVOVLIDLIIIOVY 00LT€0DET0 O €TTXHN
€L0000X DT D'wd pysauady
[81269HVD JO (zgo1) Sojoypo-00] {[ponv.aydna 0L7€0S0T00 YLJOd VVOVIIOVIVIIOVVIVOLL
snindoq:040] “1eModnue +H/+BN o3 eS| [1°96¥51€200 XU ' TXHN-M VVOLOLOOLLLLIDDILVVD 00ST€£0D010° 1104 0TTXHN
[L8+¥8SVV “0£0503 €1V 099¥08S000 YLdOd
‘0 1L78IV 30 (7o) Bo[oypo-00] <[pauns 9%100L00"€aud3na LOIDOLODIOLLYVOVODILL
03po1papy:0YO] “uodnue +H/+BN 01 B[S | |1°6¥£87€200 INXIRY I'TXHN- VOLLOLOVIVIVIVVIIOIV 0015709500 10 IXHN
[059T£311v 30 (§307)
Sojoyp0-09] {1 TANNVHD WNISSVIOd | 11°916££€700 WXFod SSLOOOIA DT D'wd Hysouasy
03 xeqruits STANNVHD ONIALLLOAY | 11°S16€€€200 XA 019759000 4LdOd OVVVVDDOLVLIDLVOIVVID
3 VNVITVHL SISdOQIgvyy oy enuis | 176580700 XU v 1031V VIOVVVOVOLLYOOVVOVID 000S+7D900 10 9¢LV
LOLLODDLIDJLLLYIOLYD
[T'TTTyeeco0 IWXBod 0L600S8100 YLJOd VOVIODOVILVILVIDLLVD 00S$€0D810'10d IV
[171L8DVO 06T818HIV OYTITSIV 016€15%000 YLJOd
Jo Sojoyyio] {[saprojnua.y snjndod x vjnuia.y 1'69%% Al 143 LLOLOVVIOVOHLILLYVIODD
snindoq:g 0] "wiaroid [puueyd +3 0) eS| [1°10€50£200 XY 1LV LLOOVIOLVIVIILVIOVOL 002ZE1OY00 10 UILVY
[058203¢IV 30 (HFo1) 8701001 DT D'wd Hysouasy
Sojoy0-09] **(jouueyd SUIAFOAT PIEAMING (+)3] 0€PTOSLI00 YLdOd | VVOVVIVVOOVIOVIOLVID
IE[9)S) YOS [QUUBYD WNISSEIOJ 0} Je[IWIS | [1°62910£200 INXIY ¥ dOMS-Hd LOVVOVIDDOLODLYOLLYD 00¥SEIDLI0 O A0O

[058203 €3V JO (130¢)

000¥0ST100 ¥.LdOd




[ouueyd Sulkynoar-premno snuiaind oy xefrans | [1:060€2€200 INXBoY 0680089100 4LdOd LVOVILIDOVIVILOLYVYD 002L00D910 10 I3dL
6000Tt1 D'wd Hysouagy 1xH1so
[09s£03t1v 0LYEISE100 YLdOd LLLODLOLLYDDVODLLYID
Jo 3ojoypo] ¢1 [ouuryd WINIO[Ed 0} Je[IWIS | [['L6S0EET00 INXBOI I'THOOM |  VVIILOVVIOVVOHOVVOHOVVD 0011€1DE10'm0d 10dL
VVOVIDLOIOVVVVIVVVID
0878081000 YLJOd DVVIILLOLOOLIDDIOLYY 00€711D100'0d 1OVIS
OVIVIILVLVOIDIOVLVLD
[1°L£997€700 INXBY 002081000 ¥.LdOd IOOVOLVOVOOIIOVVVLLL 00€7P 1100 0d 10VNO
081L186000 4LdOd
061L186000 YLdOd LLOLVOLLODLODOLLODLO
0L1L186000 4LdOd VVVDLIIOVVOLLOVOLODD 0090L 19600 1104 6CLOHd
[1°75T82€200 INXIod LVVIOLLLLOLVODDLLOID
[1°152827€200 IWXBod 06177000 4LdOd VVIODLODLIOVVVVILVOD 00L60TO100 104 Z1OHd
lecT1HA’€20
TYAVV 08LSYSEIV 6ETTYA LLTE9OVV 608901 0895€ST000 YLJOd
Jo Sojoymo] [unayvs wnsig:YO] 1'€89TT M3 JLLVOOLODLYOVIDLOLOL
“ead uop1es - Sojotwoy sseuny urdjoxd o) e[S | [1°€7$867700 INXIT I'TLOHd-Md VOLOLODOVVILLOLLVIOL 000Z7€OT00° 10 TLOHd
[8€06TOVV ‘66L6SVVD FEOEYIVY
‘96¥S8AVD ‘6VEISVVV ‘1406 10VV LTTUNAX DT D'TA [0SIMIUSY) IXHISO
‘0TSHTBTIV J0 (7FoT) S0[0yn0-09] {[mymypoun.i 00L£0S8100 4LdOd DVLVLVILODLODLLILLID
03D2IPI:DYO] "oSed LV-+H 03 Je[ruig I'TVHAM DVVOIODLOVILVVOOILOLY 0009000810104 817LSO
[8€061OVV ‘66L6SVVD ‘YEOETOVY
‘96¥S8AVD ‘6VEISVVV ‘TH0610VY 8€00LYT D'8d HUSIUSSY XSO
‘0TSYT3TIV Jo (goT) Sojoypo-09] {[mynioun.y 0668759000 YLdOd VVOLLLOODLILIDOILVV.L
03po1pap:DYO] 2Sed LV-+H 03 Fe[rwis | [1'89,0€€700 INXId TIVHASM | LVVVVDIOVVOOLIOOVVOV | 000SL7D9000d 971S0




[L6T90VVD ‘$80S0VVE
‘666800VYV ‘0970LAVYV ‘8LSTEAVY
‘0SLS8VVE “LOLIEAVY ‘1SSEETVV
‘866800VYV ‘0L9S0VVE ‘6TH9LVV

‘€66€0d “9STSEVVD 9S001VVD

0902785000 4LdOd

30 (1130 01) Sojoypi0-09] :[o7aus POYOA DT O TA” [OSIMAUID IXEISO DLIOLDIIOVDIDILOVIOL
suunon):yO] “unmbiqnijod o) re[ruis | |1°68990£200 XA Y1aNSHd | 1OVVOOVOHOOOVLLODOVOL 00L861D500'm0d 1dan
[6L291aVV Jo (30¢) Sojoyn0-09] [uvuvs
paurung:HYO] "1MD0JS wnissejod 1oy 0SSLESTO00 ULIOd LIOIOLIDOVILOVOLLOOLYVD
[ouueyo Surkynoai-premino snuta[nd o} et | 1°978867200 INXIOY TPy TIM3 | VDOVVDIOVILVOVVVDOOLY 00899€D100'10d 113dL
[6L291aVV Jo (tF01) Sojoy0-00] :[uvns
vaupung:gQ] ' 1¥D0dS wnissejod 10§ 110000IAX DT O'wd pysouasdy 1LODLOLVIOIOLIOLVLLD




Figure S1

AHA11

Control ‘ Ozone

S
% 1.0
]
e
a
%
@
k=1
@
N
©
Eos-
S
Z [i
0.0 Ei
Carpaccio  Cima  Robusta  Carpaccio Cima  Robusta
AKT2
Control [ Ozone
2.0+
c 15
o
7]
@
o
a
>
o]
510~
@
N
©
E
S
Z
0.5
i Eh
T T T T T
Carpaccio  Cima Robusta Carpaccio  Cima Robusta
ALMTE8
Control | Ozone
25
20
c
o
]
]
o
a15-
3
]
-
@
N
®10-
E
S
=z
i |j [i [h
0.0 Ei

Carpaccio  Cima  Robusta  Carpaccio Cima  Robusta

Face

Abaxial
Adaxial

Face

Abaxial
Adanxial

Face

Abaxial
Adaxial

AHA1115

Control ‘

Ozone

3

c

o

w

71

o

o Face

=

D2 Abaxial
3

N Adanxial
©

£

S

zZ

1§

T T
Cima Robusta Cima Rabusta

Carpaccio Carpaccio
ALMT6
Control [ Ozone

30+

25
c
S
]
©20-
a Face
3
g Abaxial
on a8 Adaxial
©
E
S
2 1.0

0.5

0.0

T T T T
Carpaccio  Cima Robusta Carpaccio  Cima Robusta
ALMTE10
Control | Ozone

3
c
=}
7]
@
g
=3 Face
3
it Abaxial
3
N Adaxial
‘®
E
2

17 -I

Carpaccio  Cima  Robusta  Carpaccio  Cima  Robusta



CA1

Control | Ozone

20+

(=) @

Normalized expression

o
w
L

0.0 jﬁ_ﬁi

Carpaccio  Cima  Robusta  Carpaccio Cima  Robusta

CAX1
Control | Ozone
3.0-
c 254
2
7]
]
5207
>
@
3
N157
©
E
S
=10
0.5
0.0 = Iiﬁ Cee
Carpaccio  Cima Robusta Carpaccio  Cima Robusta
CAX16
Control | Ozone
4-
537
7]
@
@
a
x
o
321
N
@
E
=]
=z
1
0 ii Eb l:i —
Carpaccio  Cima Robusta Carpaccio  Cima Robusta
CLCa
Control | Ozone
4
3
o
7]
]
o
=%
x
]
o2
@
N
I
E
<]
=z
| Ei
T T T T
Carpaccio  Cima  Robusta Carpaccio  Cima  Robusta

Face

Abaxial
Adaxial

Face

Abaxial
Adanial

Face

Abaxial
Adaxial

Face

Abanxial
Adaxial

CA4

Control \ QOzone

3.0

g
13

5]
=)
L

Normalized expression
o o
i |

o
o

0.0

T T T
Carpaccio  Cima  Robusta  Carpaccio Cima  Robusta

CAX3

Control [ 0Ozone

Carpaccio  Cima Robusta Carpaccio  Cima Robusta

w

Normalized expression
o

o
@

CHL

Control \ QOzone

ﬂﬁj

T T T
Carpaccio  Cima Robusta Carpaccio  Cima Robusta

o
o
I

o
.k

Normalized expression

CLCab

Control Ozone

=4
@
I

o
'
L

Normalized expression

e
Y]

0.0

T T T
Carpaccio  Cima  Robusta  Carpaccio Cima  Robusta

Face

=

Abaxial
Adaxial

Face

=

Abaxial
Adaxial

Face

=

Abaxial
Adaxial

Face

=

Abaxial
Adaxial



GLR25
Control | Ozone

1.5+
T
&
7]
$1.0-
a Face
<
@, Abaxial
k=3
_g Adaxial
©
E
005
=z

0.0 Ei |j EI

T T T T
Carpaccio  Cima  Robusta  Carpaccio Cima  Robusta
GLUR32
Control [ Ozone

2.5
S
w20
]
(]
a Face
3
s Abaxial
2 Adaxial
£
5 10
Z

0.5

0.0

T T T T T
Carpaccio  Cima Robusta Carpaccio  Cima Robusta

GORK12

Control | QOzone

ol |

o

o
@
I

Face

Abaxial
Adaxial

Normalized expression
=
[~

=}
a

0.2+

0.0

T T T T
Carpaccio  Cima Robusta Carpaccioc  Cima Robusta

KAT12

Control | Ozone

25+

Tl

T T T T
Carpaccio  Cima  Robusta  Carpaccio Cima  Robusta

N
o
L

Face

Abanxial
Adaxial

o

Normalized expression
o

o
o

20

o

Normalized expression
o

o
o

0.0

N
o

5

Normalized expression

]
0.5
0

0.

o

o
®

Normalized expression
o o
£ o

o
Y]

0.0

Normalized expression
L w
h |

GLUR3

Control \ QOzone
T T T
Carpaccio  Cima  Robusta  Carpaccio Cima  Robusta
GORK4
Control [ Ozone
T T T T
Carpaccio  Cima Robusta Carpaccio  Cima Robusta
GORK
Control [ Ozone
Carpaccio  Cima Robusta Carpaccio  Cima Robusta
KAT36
Control | Ozone

1

Carpaccio

Cima

Robusta

Carpaccio

Cima

' B

Robusta

Face

Abaxial
Adaxial

Face

Abaxial
Adaxial

Face

Abaxial
Adaxial

Face

Abaxial
Adaxial



NHX1

Control |

Ozone

25
)
L20-
2
2
a Face
<
@15 Abaxial
k=3
.g Adaxial
©
E10-
o
=z
] Ei
0.0 ﬂ

Carpaccio  Cima  Robusta  Carpaccio Cima  Robusta

NHX113

Control |

Ozone

810
7]
]
(]
a Face
3
bl Abaxial
o
2 Adaxial
©
Eos
S
Z
0.0
T T T T T
Carpaccio  Cima Robusta Carpaccio  Cima Robusta
0ST2
Control | QOzone
1.5+
<
=)
21.0-
o
a Face
*
ta Abaxial
°
_&_’ Adaxial
©
E
505
=z
0.0 i Ei
T T T T
Carpaccio  Cima Robusta Carpaccioc  Cima Robusta
PHOT1
Control | Ozone
3.0+
=257
2
7]
]
§20° Face
X
@, Abaxial
-
g 154 Adaxial
©
E
S
210
. [L &
00
T T T T
Carpaccio  Cima  Robusta  Carpaccio Cima  Robusta

NHX110

Control [ Ozone

3.0+

= 0 0
[+ (=] [+,
]

Normalized expression

=}
I

Carpaccio  Cima Carpaccio  Cima

ﬁ_j ﬁ_&j

Robusta

Robusta
NHX114
Control [ Ozone
1.2+
1.0
c
L
2
08
S
3
©
Bo6-
)
©
E
S04
=z
0.2+
0.0
T T T T
Carpaccio  Cima Robusta Carpaccio  Cima Robusta
0ST2.18
Control [ Ozone
20
c
=]
2
o 1.5
a
X
o
°
]
S0
©
E
=]
=z
05
0.0 Ei - &i
Carpaccio  Cima Robusta Carpaccio  Cima Robusta
PHOT2
Control \ QOzone
20
I3
1.5
@
121
(
=%
X
©
®10
N
®
E
S
4
0.5+
0.0
T T T
Carpaccio  Cima  Robusta  Carpaccio Cima  Robusta

Face

Abaxial
Adaxial

Face

Abaxial
Adaxial

Face

Abaxial
Adaxial

Face

Abaxial
Adaxial



PHOT29
Control | Ozone

3

o
k=

7]

@

o

%2 Face
o Abaxial
°
_g Adaxial
I

E

o
Z1

0 Ei

T T T T T T
Carpaccio  Cima  Robusta Carpaccio  Cima  Robusta
SLACA
Control | Ozone
3.0
25

o
(=)

Face

Abaxial
Adanial

Normalized expression
[5)]
|

:EiLﬁj U

Carpaccio  Cima Robusta Carpaccio  Cima Robusta

TPK1
Control | Qzone

08+
<06
o
7]
7]
@
a Face
3
o504+ Abaxial
E Adaxial
©
E
=]
=z

024

0.0 —— i

Carpaccio  Cima Robusta Carpaccic  Cima Robusta

Normalized expression Normalized expression

Normalized expression

QUAC1
\

Control Ozone
3.0
254
20
Face
Abaxial
15- Adaxial
1.0+
0.5
00
T T T
Carpaccio  Cima  Robusta  Carpaccio Cima  Robusta
TPC1
Control [ Ozone
0.6+
Face
0 Abaxial
Adaxial
02+
0.0
T T T T
Carpaccio  Cima Robusta Carpaccio  Cima Robusta
TPK11
Control \ QOzone
20+
15+
Face
Abaxial
1.0 - Adaxial
) Eh Ei
0.0
T T T
Carpaccio  Cima Robusta Carpaccio  Cima Robusta



Résultats

II. DETOXICATION FOLIAIRE

1. EFFETS DE L’OZONE SUR LES VOIES DE SYNTHESE DE
L’ASCORBATE ET DU GLUTATHION EN RELATION AVEC LES
CONTENUS EN ACIDE AMINES CHEZ TROIS GENOTYPES DE
PEUPLIER : UNE COMBINAISON D’ APPROCHES MOLECULAIRE

ET METABOLOMIQUE

Nous avons vu que la régulation des mouvements stomatiques permet de limiter
I’entrée d’ozone dans les feuilles, notamment par I’épiderme supérieur. Néanmoins, 1’ozone
altére les mouvements stomatiques ce qui peut induire des pertes en eau et une diminution de
I’assimilation. L’0zone parvenant a entrer dans la feuille va créer un stress oxydatif par la
formation de radicaux libres oxygénés (ROS) dans I’apoplaste. Un processus de détoxication
combiné a un processus de réparation doit permettre de lutter contre les effets déléteres de ces
ROS. Une des principales voies de détoxication est la voie d’Halliwell-Asada-Foyer dont
I’ascorbate et le glutathion sont les acteurs majeurs. De plus, I’ascorbate étant présent dans

I’apoplaste, c’est le premier a pouvoir s’opposer aux effets induits par les ROS.

Cette étude vise a mettre en évidence I’effet de 1’ozone sur les concentrations en
ascorbate et en glutathion, sous leurs différentes formes, oxydée et réduite. Afin de ne pas étre
deébordé par les ROS, le pouvoir réducteur, dont I’ascorbate et le glutathion sont deux acteurs
majeurs, doit étre maintenu grace aux processus de régénération et de synthése de novo. Nous
avons ¢étudié I’expression des genes impliqués dans la voie de biosynthése de 1’ascorbate et du
glutathion, en complément de 1’analyse des teneurs en acides aminés utilisés dans ces voies.

Les conclusions suivantes ont pu étre tirées :

e [’ozone engendre une augmentation des concentrations en ascorbate. Chez le
génotype sensible, cette augmentation n’est due qu’a une hausse de la forme
oxydée, tandis que chez les autres génotypes, c’est une hausse de la forme réduite
qui est observée.
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e [’expression des génes impliqués dans les voies de biosynthése de 1’ascorbate est
globalement induite par 1’ozone et la régulation semble s’effectuer grace au géne
VTC?2 principalement.

e [’ozone entraine une augmentation des concentrations en glutathion et le ratio
redox est maintenu. Cette augmentation est plus intense chez le génotype le plus
résistant.

e [’expression des génes impliqués dans les voies de biosynthése du glutathion est
globalement induite par 1’ozone et la régulation semble s’effectuer grace aux
genes codant pour les enzymes GSH1 et GSH2 principalement. Chez le génotype
le plus résistant (Carpaccio), une trés forte induction de I’expression d’un géne
codant pour la thréonine aldolase pourrait permettre la synthése de glycine a
partir de la thréonine.

e ['ozone provoque une remobilisation des acides aminés vers la synthése
d’antioxydants et de nouvelles sources d’énergie. Nous observons une hausse de
la cystéine disponible pour la synthése de glutathion, une hausse des acides
aminés aromatiques utilisés pour la synthese des phénols, des flavonoides, et une
hausse de la putrescine acteur de la détoxication induisant une augmentation de
I’activité de certaines enzymes antioxydantes, surtout chez le génotype le plus

résistant.

Ces résultats ont été soumis dans Plos One
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Ozone effects on ascorbate and glutathione biosynthesis pathways in relation with amino

acid contents on three poplar genotypes

Running title: Detoxification and amino acids in ozone tolerance

Jennifer Dumont, Sarita Keski-Saari, Markku Keindnen, David Cohen, Nathalie Ningre, Sari
Kontunen-Soppela, Pierre Baldet, Yves Gibon, Pierre Dizengremel, Marie-Noélle Vaultier,

Yves Jolivet, Elina Oksanen & Didier Le Thiec.

Abstract

Ozone is an air pollutant causing oxidative stress by generation of reactive oxygen species
(ROS) within leaf. The capacity to detoxify ROS and repair ROS-induced damages may
contribute to define ozone tolerance. Ascorbate and glutathione are known to be key players
of detoxification. Ozone effects on their biosynthesis and on amino acid metabolism were
investigated in three euramerican poplar genotypes (Populus deltoides x Populus nigra)
differing in ozone sensitivity. Total ascorbate and glutathione contents were increased in
response to ozone in all genotypes. Reduced ascorbate (ASA) increased in the two least
sensitive genotypes (Carpaccio and Cima), whereas the most sensitive genotype (Robusta)
seemed unable to regenerate ASA from oxidized ascorbate (DHA). Increased ascorbate (ASA
+ DHA) content correlated with the increase in gene expression on its biosynthetic pathway,
especially VTC2. Increased cysteine availability combined to increased expression of
glutathione synthetase (GSH1) and gamma-glutamylcysteine synthetase (GSH2) genes allow
higher glutathione biosynthesis in response to ozone, particularly in Carpaccio. In addition,
ozone caused a remobilization of amino acids with a decrease of total amino acids pool, an
increase of cystein and putrescine, especially in Carpaccio. In addition, the expression of gene

encoding threonine aldolase was strongly induced, only in the most resistant genotype,
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Carpaccio. ASA level could partly explain the sensitivity to ozone for Robusta but not for
Cima. ASA level is not sufficient to account for ozone tolerance in poplar, but that a sum of

different factors is necessary including glutathione content.

78



Résultats

Introduction

Tropospheric ozone (O3) is a powerful oxidizing agent which acts as a phytotoxin [1]. Its
concentrations are still increasing and thus, represent a significant threat to earth life with a
decrease of vegetation growth, reduced productivity and economic losses [2], [3]. In France,
the usual ozone concentrations are lower than 60 nmol mol™, but concentrations greater than
120 nmol mol™ are frequently recorded on several days each year [4], [5]. The current O;
concentrations lead to economic losses due to a decline in forestry and agriculture
productivity [6], [7], [8]. Indeed, in addition to a decrease of stomatal conductance and net
CO,; assimilation by Os, a direct effect of O3 is observed on primary metabolism [9], [10].
This can reduce energy resources, leading to slower growth and loss of biomass [11], [12],

[13].

Ozone enters the leaves through stomata and is degraded in the apoplast generating
reactive oxygen species (ROS) [14]. These chemically reactive molecules can destroy or
modify several cellular components like proteins, lipids or nucleic acids [15], but in parallel,
they have a key role in cell signalling [16], [17], [18]. A balance between ROS production and
detoxification must be maintained by the two ways of plant defence against Os, i.e. regulation
of stomatal conductance and detoxification of ROS generated during O3 degradation [14],
[19], [20]. Differences in sensitivity to ozone between species or genotypes may be related to

one of these two processes [21], [22], [23].

A constitutive detoxification system is already operative at the entrance of O; in the leaf.
The pool of reduced ascorbate (ASA) in the apoplast is the first line of defence to avoid ROS
to reach the plasmalemma, where it would initiate an oxidative burst and induce a wide range

of metabolic changes [14]. The Foyer-Halliwell-Asada pathway ensures the reduction of
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ascorbate by a sequence of redox reactions involving glutathione and NAD(P)H [18]. The
antioxidant power is not only limited to ascorbate and glutathione, the detoxification process
being a complex network of different types of metabolites and enzymes such as polyphenols,
carotenoids, tocopherols, superoxide dismutase and catalase [17], [24]. In combination with
the regeneration of reducing power, de novo synthesis of antioxidants and repair processes of
oxidized proteins participate to limit ozone effects, these processes being costly in energy

[25], [26].

Amino acids are key elements in the balance between catabolism and biosynthesis of
various compounds. Amino acids of the aspartate family can be used as substrate for
alternative way of respiration during stress, and thus represent a source of energy [27]. Some
amino acids are directly linked to antioxidants biosynthesis, such as aromatic amino acids for
phenolic compounds biosynthesis [28], or cysteine which appears as a rate-limiting factor in

glutathione biosynthesis [29].

The purpose of this study was to characterize the impacts of ozone on the ascorbate and
glutathione content, and particularly on their biosynthetic pathways, in three Euramerican
poplar genotypes differing in ozone sensitivity. Based on visible injuries and number of
abscised leaves, Robusta was the most sensitive, Cima showed an intermediate sensitivity
whereas Carpaccio was the least sensitive to ozone. Two complementary approaches were
combined: i) the expression of genes encoding enzymes involved in the main ascorbate and
glutathione biosynthesis pathways was investigated in response to ozone, and ii) the
ascorbate, glutathione and amino acids contents were quantified. Our work intends to provide
a new insight on the effect of ozone on ascorbate and glutathione biosynthesis and attempts to
explain ozone tolerance among poplar genotypes, through a comprehensive study of

interactions between gene expression and metabolites.
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Materials and Methods

Ethics statement

We declare that cuttings have been bought from National Forest State nursery of
Guémené-Penfao where poplar genotypes and provenances are conserved (France, Loire-
Atlantique, 47°37'46"N, 1°53'33"W, 20 m a.s.l.). The master certificate has the number F52-

11B004. The plant health passport has the number SPV-F PL00736.
Plant culture and exposure conditions

Three Euramerican hybrid poplar genotypes (Populus deltoides x Populus nigra),
“Carpaccio”, “Cima” and “Robusta” differing in ozone sensitivity based on foliar injuries,
leaf fall and total biomass losses, were studied. The plant material was grown as described in
[30]. Briefly, rooted cuttings were planted and kept in growth chambers (situated at Lorraine
University) for 5 weeks at 23°C/21°C (day/night) with 14-h light period (250-300 pmol m?s
' photon flux at leaf height). At the end of this period, 40 individuals of each genotype were
divided in eight phytotronic chambers with the same environmental conditions. The plants
were let to acclimate to phytotronic chambers for seven days. Four phytotronic chambers
were used for each treatment during 17 days: 1) ambient treatment with charcoal-filtered air
(O3 concentration < 4 nmol mol™) and 2) ozone treatment (120 nmol mol™ Os for 13 h, from
09:00 to 22:00). Fumigation started one hour after the beginning of the photoperiod and ran

until its end.

Sampling and storage

After 2, 4, 11, 15 and 17 days from the beginning of the fumigation, the 10™ and 11"

leaves from the top were sampled. These leaves were mature at the start of the fumigation.
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Each time different plants were used for sampling. The leaves were cut in half by removing
the midrib and were immediately flash frozen in liquid nitrogen. For RNA extraction,
ascorbate and glutathione quantification, half of each leaf was crushed into powder (in liquid
N») and stored at -80°C. For metabolomic analyses, the other half was freeze-dried at -40°C
for 40 h at a pressure of 10 Pa in a FreeZone Plus freeze-dryer (Labconco, Kansas City,
Missouri) and then the temperature was turned back progressively to 20°C within 10 h.
Freeze-dried samples were crushed with TissueLyser (Qiagen, Helsinki, Finland) 3x15 s in

Safe-Lock Eppendorf tube, and stored at -80°C.

Leaf fall and biomass measurement

At the end of the experiment, the number of fallen leaves was count and all the plants were
harvested, divided into stems, leaves, and roots and oven-dried (60 °C) until constant weight

was reached, and then weighed.

Glutathione and ascorbate extraction and analysis

Ascorbate and glutathione were measured at 2, 4, 11 and 17 days. They were extracted
from 20 mg of fresh leaf powder in 400 puL of metaphosphoric acid 5% (w/v). Homogenates
were centrifuged for 10 min at 4°C with 14,000 g. Ascorbate and dehydroascorbate were
measured by the method of [31], scaled down for microplates. To allow the use of a pipetting
robot, the trichloroacetic acid was replaced by metaphosphoric acid 5% (w/v). Glutathione
and glutathione disulfide were measured using glutathione and 2-vinylpyridine as described

by [32].
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Real-time quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted from 100mg of fresh leaf powder using the RNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) according to the manufacturer’s protocol. Residual
genomic DNA was removed by Dnase I (Life Technologies, Saint Aubin, France) treatment.
RNA quality was assessed using the automated gel electrophoresis Experion system (Bio-
Rad, Marnes la coquette, France). Quantification was performed by Quant-iT riboGreen assay
(Life Technologies, Saint Aubin, France). Reverse transcription was performed on 700 ng
RNA using an iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Marnes la coquette, France). The Alien
QRT-PCR Inhibitor Alert kit (Agilent technologies, Massy, France) was used to assess
reverse transcription efficiency, following the manufacturer's protocol. Real-time PCR was
performed in a Mx3000P QPCR System (Agilent technologies, Waghaeusel-Wiesental,
Germany) according to the manufacturer’s recommended cycling program (10 min 95°C, 40
cycles of 5 s at 95°C, and 20 s at 58 or 60°C depending on primers) followed by the
generation of a dissociation curve to check for specificity of amplification. The reaction
mixture contained 10uL Brillant III Ultrafast SYBR green QPCR Master mix, 0.3uL. ROX
(Agilent technologies, Massy, France), 250 nM of gene-specific primers and 2 pL. ¢cDNA
(diluted 1/5) in each 20 pL reaction. We studied genes coding for enzymes of the main
biosynthesis pathway of ascorbate and glutathione, based on homology with genes described
in Arabidopsis thaliana (Supporting Information Table S1). The study of the glutathione
pathway was extended to the links with major amino acids. Specificity of all primers has been
checked by sequencing the products (Beckman Coulter Genomics, Essex, UK). No-template
control (NTC) reactions were prepared for each gene. The Ct values were determined with the
same threshold and PCR efficiency was estimated using a standard curve for each gene and

each genotype. Efficiency values were taken into account in all subsequent calculations. The
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expression values were normalized to two control genes (the internal control alien and UBL)
and two stable genes of interest determined by the GeneNorm program (GOGAT6 and

VTC21).

Amino acid and polyamines extraction and analysis

Freeze-dried leaf powder (30 mg) was mixed with 1500 pL 0.005% (w/v) butylated
hydroxytoluene (BHT) in 80% (v/v) MeOH and 200 pL of internal standard mixture
(containing 0.3 mg/ml benzoic-d5 acid (Campro Scientific GmbH, Berlin, Germany), 0.3 mg
mL" D-glucose-C13 (Campro Scientific GmbH, Berlin, Germany), 0.25 mg mL™" glycerol-d8
(Campro Scientific GmbH, Berlin, Germany), 0.15 mg mL" biochanin A (Extrasynthese,
Genay, France) and 0.015 mg mL™ alanine-d4 (Aldrich, Steinheim, Germany) in 6:4
MeOH:H,0). Samples were extracted for 15 min at 4°C with 1400 rpm of agitation using a
thermomixer (Eppendorf, Germany). After a centrifugation for 2 min at 10°C with 13500 g,
the supernatant was taken. A second extraction in 1300 uL of 0.005% (w/v) BHT in 100%
MeOH was done with the same protocol and the supernatants were combined. One aliquot of
100 pL was dedicated to amino acid and polyamines analysis performed the same day using
the EZ:faast kit (Phenomenex, Torrance, CA, USA) as described in the kit, except that 50 pL.
of the internal standard solution was used. The samples were run with EZ:faast AAA column
by HPLC-MS (Thermo LTQ, Thermo Finnigan) with electrospray ionization. The areas for
the amino acids and polyamines were integrated using Xcalibur software (Thermo Electron

Corporation, Waltham, MA, USA) and alanine-d4 was used as internal standard.

Statistical analyses

The data obtained from ascorbate and glutathione assays were fitted with a linear mixed

effect model, with individuals as random variables, and treatment, genotype and time as fixed
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Table 1 Ozone effect on leaf fall and total biomass

Genotypes  Leaf fall relative to ambient Total biomass relative to ambient
(% relative to number of leaf ) (%)

Carpaccio -27 -20

Cima -34 -41

Robusta -37 -18

Effect of ozone on leaf fall and total biomass relative to ambient condition in three poplar

genotypes (Carpaccio, Cima and Robusta) after 18 days of treatment.

A D

Figure 1. Ozone-induced leaf injury on three poplar genotypes.

Comparison of ozone-induced leaf injury after 17 days when submitted to charcoal-filtered air
(A, B, C) or to 120 nmol mol™ O; (D, E, F) on three poplar genotypes differing in ozone
sensitivity from the most resistant to the most sensitive: Carpaccio (A, D), Cima (B, E) and

Robusta (C, F).
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variables. Normality and homoscedasticity of standardized residuals were graphically checked
using quantile-to-quantile and residual-vs-predicted plots. Glutathione concentrations were
log transformed to meet the assumptions of ANOVA. Factorial ANOVA was used to test for
significant differences among genotypes and treatments. Student test was used to precise the
genotype effect. Data were analyzed using R 2.14.2 [33] and the nlme package [34]. Effects
were considered significant when p < 0.05. Principal component analysis (PCA) made with
SIMCA-P+ 12.0.1 (Umetrics, Umeé, Sweden) was used for the amino acid data, with log
transformation when necessary and UV scaling, to find out if there were any dominant
patterns in the data regarding the treatment, sampling time or genotype. Heat map and

clustering were performed on MeV [35], [36].

Results

Sensitivity to ozone

The sensitivity of Cima was mainly characterised by total biomass losses (Table 1)
whereas Robusta was the most sensitive based on foliar injuries, with the largest necrosis
(Figure 1) and the highest percentage of leaf fall (Table 1). Carpaccio appeared to be the most
resistant genotype displaying only brown stippling on the leaves located at the bottom of the

trees, with the lowest percentage of fallen leaves and biomass losses twice smaller than Cima.

Effects of ozone on ascorbate concentrations

In ambient condition, the concentration of total ascorbate was significantly higher in
Carpaccio than in Cima and Robusta (Table 2). Ozone treatment had a strong effect on
ascorbate availability. The concentration of ASA increased significantly in response to ozone

in particular at the last sampling date in Carpaccio with a 2.8-fold increase and in Cima, with
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Table 2 Concentration of total ascorbate and total glutathione in ambient condition in three

poplar genotypes.

Genotypes  Constitutive total ascorbate Constitutive total glutathione
concentration (umol g'l) concentration (nmol GSH mg'l)

Carpaccio 9.95+0.17a 0.47+0.01a

Cima 7.68 £0.15¢ 0.36 +0.01b

Robusta 8.62 £ 0.28b 0.35+0.01b

Concentration of total ascorbate and total glutathione in ambient condition in three poplar
genotypes (Carpaccio, Cima and Robusta). Mean of all the sampling dates (2, 4, 11, 15 and 17
days) (Mean + SE). Genotype effect tested by a Student test and considered significant if

p<0.05.
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a 2-fold increase after 11 days of treatment (Figure 2A). The concentration of DHA increased
significantly in Robusta in response to ozone, with the strongest response of 1.8-fold at the
last sampling date, in contrast to Cima that was characterized by a decreased DHA
concentration after 11 days of ozone treatment, whereas no effect was observed in Carpaccio
(Figure 2B). The concentration of total ascorbate increased significantly in all three genotypes
in response to ozone, with the strongest response at the last sampling date with a 1.4-fold, 1.3-
fold and 1.7-fold increase in Carpaccio, Cima and Robusta respectively (Figure 2C). As a
result of the lack of increase in the concentration of DHA in Carpaccio and Cima, an increase
in the ascorbate redox ratio took place in response to ozone with a 1.6-fold and 1.7-fold
increase, respectively, at day 11 (Figure 2D). For detailed statistical analyses see Supporting

Information Table S1.

Effects of ozone on glutathione concentrations

The constitutive concentration of total glutathione was significantly higher in Carpaccio
than in Cima or Robusta (Table 2). The concentration of GSH increased progressively and
significantly in all three genotypes in response to ozone, with the strongest response in
Carpaccio with a 2.6-fold increase compared to a 1.6-fold and 2.2-fold increase in Cima and
Robusta respectively at the last sampling date (Figure 3A). The concentration of GSSG
follows the same trend in all three genotypes in response to ozone, with the strongest response
of 2-fold, 1.7-fold and 1.5-fold at the last sampling date in Carpaccio, Cima and Robusta
respectively (Figure 3B). Thereby, the concentration of total glutathione increased
progressively and significantly in all three genotypes in response to ozone, with the strongest
response at the last sampling date with a 2-fold, 1.7-fold and 1.7-fold increase in Carpaccio,

Cima and Robusta respectively (Figure 3C). The higher increase in GSH in Carpaccio
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Figure 2. Ozone effects on ascorbate
concentration and redox state in poplar

leaf.

Effects of ozone treatment on ascorbate
concentrations (percentage relative to
ambient), with reduced ascorbate ASA
(A), oxidised ascorbate DHA (B), total
ascorbate (ASA + DHA) (C) and ascorbate
redox ratio (reduced form/total) (D) on
three poplar genotypes, Carpaccio, Cima
and Robusta at four sampling times (2, 4,

11 and 17 days).
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Effects of ozone treatment on glutathione
concentrations  (percentage relative to
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4, 11 and 17 days).



Ascorbate biosynthesis

L-galactose pathway

GDP-D-
Mannose >10
123451234512345

GME13
GDP-L-
Galactose

123451234512345

HHI]III | | vToze
LT [l vre

L-Galactose-1-P

123451234512345

1l VTC4162
VTC416

1.0

x-fold expression change

VTC46

|
| |
L-Galactose <0.1

123451234512345

Bg"==gE=esmmgnehd

L-Galactono-1,4-

Jactons Salvage pathway

123451234512345

HEEEE EEEEE EEEEE LN

Figure 4. Ozone effects on the expression of genes encoding enzymes involved in

L-gulose and
Animal like
pathways

ascorbate biosynthesis.

Heat maps representing the effects of ozone on the expression of putative genes of enzymes
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resulted in a non significant increase in the redox state of glutathione in this genotype (Figure

3D). For detailed statistical analyses see Supporting Information Table S2.
Effects of ozone on the expression of genes involved in ascorbate biosynthesis

Ozone had a noticeable effect on the expression of genes attributed to the major ascorbate
biosynthesis pathway (Figure 4; see also Supporting Information Figure S1 for complete
dataset), with major effects appearing at the third sampling date (11 days) and often before in
Cima. Expression of all the putative genes encoding enzymes involved in the main ascorbate
biosynthesis pathway were increased in response to ozone in the three genotypes, except for
the expression of LGal/DH9 which decreased, GIDHI6 and GMES5 which were almost stable
in the three genotypes in response to ozone, and GME 13 which was induced in Carpaccio and
Robusta whereas it decreased in Cima. The expression of V'TC25 was the most enhanced in
response to ozone, with a 9.5-fold, 43.3-fold and 1.9-fold increase in Carpaccio, Cima and

Robusta respectively.
Effects of ozone on the expression of genes involved in glutathione biosynthesis

Ozone treatment had a strong effect on gene expression related to glutathione biosynthesis
(Figure 5; see also Supporting Information Figure S2 for complete dataset). Major effects of
ozone appeared mainly from the third sampling date (11 days) and often slightly before in
Cima. Expression of the putative genes encoding enzymes involved in the direct glutathione
biosynthesis pathway from Cys, Glu and Gly were increased in response to ozone in the three
genotypes. Expression of most of the putative genes encoding enzymes involved in the
synthesis of these three amino acids from other amino acids were also increased in response to
ozone in the three genotypes except for the expression of GOGATI2, GOGATI6, GS10, GS8,

GlyA8, GT10, GTS and THA19 that decreased in response to ozone in the three genotypes.
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Résultats

There were only few genes that showed very contrasting response to ozone between
genotypes. Thus, the expression of G/yA410 decreased strongly in Carpaccio while it was quite
stable in response to ozone in the other two genotypes. The expression of GT76 and GT16
decreased in Cima, but increased, in Carpaccio and Robusta. The expression of GSHI3 was
more than 1.8-fold lower in ambient condition in Robusta than in Cima and Carpaccio and
was also less increased in Robusta (2.1-fold) than in Carpaccio (3.5-fold) and Cima (2.3-fold)
(Figure 6A). The expression of GSH25 and THAI13 were 3.6-fold and more than 1.5-fold
higher in ambient condition in Carpaccio than in the other two genotypes (Figure 6B, C). In
response to ozone, the expression of GSH25 was still 2.4-fold higher in Carpaccio than in the
other two genotypes (Figure 6B). The expression of THAI3 increased very strongly in
Carpaccio in response to ozone (5.3-fold) while the increase was much lower in Cima (1.4-

fold) and Robusta (1.5-fold) (Figure 6C).

Effects of ozone on amino acid contents

Ozone treatment had a contrasted effect on amino acid contents. The major effects of
ozone appeared mainly from the third sampling date. As illustrated by the PCA, the variance
in concentrations of the amino acids was explained at 40%, 17% and 11% by three
components, PC1, PC2 and PC3, respectively (Figure 7). PC1 and PC2 show the ozone effect
by separating ambient and ozone samples, and stronger separation in later time points
especially in Carpaccio (Figure 7A). PC2 and PC3 show the genotype effect, in addition to the
ozone effects, by separating Carpaccio and Robusta samples whereas Cima is not separated
from the two genotypes (Figure 7C). The variations in concentrations of Val, Asn, Thr, Ser,
and Leu explain the time effect (Figure 7B). The ozone effect was mainly accounted for by
variations in Trp, Ile, His, Tyr and Asp concentrations and the genotype effect, especially the

difference between Carpaccio and Robusta, by a difference in Put, Lys and Phe concentrations
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(Figure 7D). Most of the amino acids and polyamines concentrations decreased with time in
response to ozone, except for Put, Trp, Cys, Phe, Ile, His, Leu and Tyr (Figure 8, see also
Supporting Information Figure S3 for complete dataset). Asp, which is one of the most
abundant amino acids decreased strongly, thus there was a strong decrease in total amino

acids content (Figure 9, Supporting Information Figure S3).

Discussion

Reduced ascorbate and glutathione availability may be linked to ozone tolerance

in poplar.

Each compartment controls the redox signaling independently by its own antioxidative
capacities [39]. Ozone generates ROS in apoplastic space before to spread in other cellular
compartments. Ascorbate is present in various cell compartments, including apoplast, where it
is limited in O3 scavenging, because of low levels of its reduced form [37], [38]. Transport of
ascorbate in the cell is necessary for its regeneration, thus, we focus on the overall response of
ascorbate. Carpaccio, the least sensitive genotype to ozone [23], [30], had the highest total
leaf ascorbate concentration, but not higher constitutive ASA level than Cima and Robusta
showing that constitutive ASA level is insufficient for explaining ozone resistance in poplar
[40], [21]. In response to ozone, Carpaccio and Cima showed a strong increase in total
ascorbate due to a strong increase in ASA. In contrast, in Robusta, the most sensitive to
ozone, the total ascorbate concentration increased due to an increase of DHA concentration,
while ASA concentration remained stable. Thus, Robusta produced de novo ascorbate in
response to ozone, but was unable to regenerate it efficiently. Ascorbate is regenerated by
monodehydroascorbate reductase (MDHAR) and dehydroascorbate reductase (DHAR) at the

expense of NAD(P)H or GSH [18]. Ozone leads to an increase of respiration which can
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participate in the supply of reducing power when the photosynthesis is decreased [30]. As
shown by [30], in ozone treated leaves, Carpaccio sustains high levels of NAD(P)H while in
Robusta, NAD(P)H levels decreased. The inability of Robusta to regenerate its ASA pool in
response to ozone was not due to a decrease of GSH. It may be linked to the decrease of
NAD(P)H, an alteration of NAD(P)H turnover [30], or an insufficient activity of MDHAR
and DHAR. The tolerance of Carpaccio to ozone might be related to its capacity to regenerate
ASA, but must be combined with other factors of tolerance. GSH is the reducing co-factor for
several enzymes involved in ROS detoxification, thus playing a central role as an antioxidant
but also as a component of cell signalling [41], [42]. The glutathione redox ratio remained
stable under ozone, preserving cell signalling which suggests that the activity of glutathione

reductase (GR) was sufficient to maintain the glutathione pool in Os-treated leaves [21]

Carpaccio had higher glutathione concentrations, in its two forms and their increases under
ozone are stronger than in other genotypes. The higher de novo synthesis of glutathione, and
therefore, the higher availability of glutathione in Carpaccio, could be an important tolerance

trait, as found in another tolerant poplar genotype [21].

Ascorbate de novo synthesis in response to ozone correlated with VTC2 gene

expression regulation in poplar.

There are several routes of ascorbate biosynthesis in plants although it occurs mainly via
the L-galactose pathway [43]. GDP-D-mannose 3,5-epimerase (GME) catalyzes the first step
of two ascorbate biosynthesis pathways, the L-galactose and the L-gulose pathways [44].
GME plays a key role at the intersection of ascorbate and non-cellulosic cell-wall biosynthesis
[45]. Even if its regulation at the gene expression level was weak, it could be completed by an
induced activity of GME caused by an increase in NAD(P)" due to oxidative stress [46].
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GDP-L-galactose phosphorylase (VTC2) produces the first metabolite dedicated to ascorbate
biosynthesis pathway and has been shown to represent the major controlling step at the
transcriptional level of ascorbate synthesis [43]. This is consistent with our results, as the
expression of VTC25, the most responsive gene involved in the L-galactose pathway,
correlated with ascorbate accumulation in response to ozone. Although we observed an
increased expression of VTC416, VTC4162, VTC46 and LGalDH]1, it has been suggested that
a gene expression increase of L-Galactose-1-P phosphatase (VTC4), which is involved in both
L-galactose and animal-like pathways [47], is not always correlated with change of VTC4
activity and that L-Galactose dehydrogenase (LGalDH) exerts little control on ascorbate
biosynthesis [43], [48]. L-Galactono-1,4-lactone dehydrogenase (GLDH) catalyzes the last
step of ascorbate biosynthesis by the L-galactose pathway and the salvage pathway. Although
the transcript level of GLDH generally follows the same trend as ascorbate content, the effect
of increase in GLDH gene expression can vary between species and even between organs, and
is not always correlated with ascorbate content [49], [50], [51]. In our experiment, GLDH16
expression was barely increased in response to ozone and thus, cannot explain the increase in

ascorbate.

In conclusion, our results suggest that in poplar, under ozone stress, increased ascorbate
levels are associated to a transcriptional induction of ascorbate biosynthesis mainly by genes

encoding VTC2.
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Glutathione de novo synthesis in response to ozone may be linked to increase in
GSH1 and GSH2 genes expression combined with remobilization processes in

poplar.

The glutathione biosynthesis pathway consists of a two-step reaction sequence from Cys,
Glu and Gly: 1) gamma-glutamylcysteine synthetase (y-ECS) catalyses the formation of
gamma-glutamylcysteine and 2) final step catalyzed by glutathione synthetase (GSH-S) from
Gly and gamma-glutamylcysteine [42]. The activity of y-ECS is one of the controlling factors
of glutathione synthesis, whereas the activity of GSH-S has less impact [52]. Here, Cys
content and y-ECS activity increased under ozone, suggesting that GSH-S activity could
become limiting in turn, justifying the increased gene expression of GSH-S observed. Higher
expression of these genes in Carpaccio could, in part, explains the increase in its tolerance to
ozone. The glutamine synthetase (GS) family has been previously described by [53]. The
expression of the two genes coding for the chloroplastic GS isoenzyme in poplar, GS8 and
GS10, decreased in response to ozone, whereas the expression of genes coding for the
cytosolic isoenzyme increased. Ozone led to the same responses as senescence and pathogen
attack, 1.e. a decreased expression of chloroplastic gene proteins (GSS8, GS10, GOGATI2 and
GOGATI6) whereas the expression of genes of the cytosolic isoforms is induced to allow a
remobilization of N and to sustain glutamate availability [54]. The major Gly biosynthesis
pathway is linked to photorespiration [55]. The fact that photorespiration is inhibited by ozone
treatment [56] may explain the large decrease observed in our experiment, in the expression
of genes coding for enzymes involved in photorespiration such as glyoxylate
aminotransferase. Gly and Ser are two amino acids that are readily interconvertible. As
described by [57], there 1is a serine-to-glycine conversion by cytosolic Serine

hydroxymethyltransferase (SHMT) connected with C1 metabolism and a glycine-to-serine
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conversion by mitochondrial SHMT. The expression of genes of mitochondrial SHMT
(GlyA3 and GlyA10) decreased in response to ozone, whereas the expression of genes of
cytosolic SHMT isoform was induced by ozone. Ozone stimulates Cl metabolism via
enhanced lignification in leaves [58], and thus could increase the production of Gly by
cytosolic SHMT, which could be used for glutathione production. Gly can also be synthesised
from Thr, but this reaction has been poorly studied. It has been suggested that Thr aldolase
could contribute to maintaining Gly homeostasis in plants at times of transition in the use of
the photorespiratory cycle [59]. In response to ozone, Thr aldolase could maintain Gly content
and thus, the observed increase of THA13 expression in Carpaccio could be helpful to tolerate

ozone.

The stronger upregulation of GSH1, GSH2 and THA13 genes expression correlated with
the increased concentration of reduced glutathione in the ozone tolerant genotype, Carpaccio.
Our results suggest that in poplar, the enhanced glutathione biosynthesis is mainly due to an

increased GSH1 and GSH2 genes expression combined with remobilization processes.

Regulation of plant amino acid metabolism in response to ozone.

De novo synthesis of antioxidants and repair processes induced by ozone lead to increased
needs for amino acids, requiring remobilization processes. The central position of amino acids
in between anabolic and catabolic pathways complicates the interpretation of their
concentrations. Monitoring pools of amino acids at five measurement points allows to
highlight the strongest trends characterizing the remobilization of amino acids under ozone
treatment. While concentrations of most of the amino acids decreased in response to ozone,
Cys, Ile and the aromatic amino acids (Phe, Tyr, Trp) as well as the polyamine Put, increased.

Cys content is one of the limiting factors of glutathione biosynthesis [52] and was increased in
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response to ozone, mainly in Carpaccio, probably due to a redox regulation of APS reductase
activity [60]. The increase in aromatic amino acids may be due to an induction of shikimate
pathway under ozone [58], [61], [62]. Aromatic amino acids are precursors of various
important metabolites [28] like lignins, phenolic acids and flavonoids that have been shown to
strongly increase in response to ozone in many studies [58], [63], [64], [65]. Under ozone, an
increase of putrescine content occurred mainly in Carpaccio and elevated levels of putrescine
are correlated with ozone resistance in various species [66], [67], [68]. Aspartate-family
amino acids (Ile, Asn, Lys, Met, Thr, and Asp) have been suggested to represent an
alternative catabolic pathway as substrate for TCA cycle under various abiotic stresses that
cause energy deprivation, such as ozone [27]. This could explain the final decrease of the

aspartate-family amino acid-levels in response to ozone.

Our results suggest an important remobilization of amino acids in response to ozone, in
order to provide energy and antioxidants to limit the negative effects. Ozone appeared to lead
to energy deprivation and to induce regulation at the transcriptomic level linked with
metabolomic changes. The response to ozone is highly complex as it consists of many
interactions at different scales and involves several metabolic and catabolic pathways. Studies
aiming to understand the resistance to ozone should incorporate several techniques to obtain a
more comprehensive view. Here we report that the higher resistance of Carpaccio could reside
in its capability to increase and regenerate its antioxidants, like ASA and GSH, and to find
energy resources by remobilizing its amino acids pool (Figure 10). Although Cima shared
some of these factors and responded even more rapidly than Carpaccio, it is not enough to
make it as tolerant as Carpaccio, but allowed it to better withstand than Robusta. Indeed, it
seems that a unique indicator of resistance is very unlikely; but it is rather the sum of several

factors that increases the resistance.
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Synthesis of parameters that may be involved in the difference in ozone sensitivity between

the three genotypes. Colour frames (Carpaccio in orange, Cima in green and Robusta in blue)

represent an increase of concentration or gene expression (italics), the thickness showing the

intensity of the increase. Only parameters that varied differently among genotypes are colour

framed. No decrease has been shown in our study to be involved in the differences of

sensitivity between the genotypes.
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Table S2

ANOVA, the main effects, and significant interactions of genotype, O3 treatment and
sampling date on the concentrations of ascorbate (total, reduced form oxidized form

and redox ratio)

DF: Degrees of Freedom

Metabolite name DF F-value p-value

Total ascorbate (ASA+DHA)

Genotype 2 40.310 <0.0001
Treatment 1 44.752 <0.0001
Time 4 4315 0.003

Genotype x time 4 9.977 <0.0001

Reduced ascorbate (ASA)

Genotype 2 10.3582 0.0001
Treatment 1 8.1068 0.0056
Time 4 5.4790 0.0006
Genotype x time 8 4.1325 0.0004
Treatment X time 4 6.2252 0.0002
Genotype x treatment X time 10 2.5310 0.0107

Oxidized ascorbate (DHA)

Genotype 2 76.9992 <0.0001
Treatment 1 3.7923 0.0554
Time 4 8.3456 <0.0001
Genotype x treatment 2 5.5870 0.0056
Genotype x time 8 5.0058 0.0001
Genotype x treatment x time 12 2.3456 0.0134

Redox ratio (ASA/(ASA+DHA))

Genotype 2 23.4853 <0.0001
Treatment 1 0.8656 0.3553
Time 4 6.3915 0.0002
Genotype x time 8 3.7001 0.0012
Treatment X time 4 2.8703 0.0290

Genotype x treatment X time 10 2.5797 0.0100



Table S3

ANOVA, the main effects, and significant interactions of genotype, O3 treatment and
sampling date on the concentrations of glutathione (total, reduced form oxidized

form and redox ratio)

DF: Degrees of Freedom

Metabolite name DF F-value p-value

Total glutathione (GSSG+GSH)

Genotype 2 54.474 <0.0001
Treatment 1 279.081 <0.0001
Time 4 14.622 <0.0001
Treatment x time 4 10.790 <0.0001

Reduced glutathione (GSH)

Genotype 2 20.348 <0.0001
Treatment 1 99.539 <0.0001
Time 4 4.349 0.0029
Treatment x time 4 4.777 0.0015

Oxidized glutathione (GSSG)

Genotype 2 34.803 <0.0001
Treatment 1 158.216 <0.0001
Time 4 8.115 <0.0001
Treatment x time 4 7.447 <0.0001

Redox ratio (GSH/(GSH+GSSG))
Genotype 2 1.2317 0.2963
Treatment 1 2.7861 0.0983

Time 4 0.1552 0.9602



Figure S1

Normalized expression of genes involved in Ascorbate biosynthesis in leaves of three
poplar genotypes (Carpaccio, Cima and Robusta) exposed to ambient or ozone

treatment at 2, 4, 11, 15 and 17 days. (Mean + SE)
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Figure S2

Normalized expression of genes involved in glutathione biosynthesis in leaves of
three poplar genotypes (Carpaccio, Cima and Robusta) exposed to ambient or ozone

treatment at 2, 4, 11, 15 and 17 days. (Mean + SE)
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Figure S3

Amino acids and polyamines content in leaves of three poplar genotypes (Carpaccio,
Cima and Robusta) exposed to ambient or ozone treatment at 2, 4, 11, 15 and 17

days. (Mean + SE) (umol g' DW with alanine-d4 as the internal standard)
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Figure 47: Analyse en composantes principales basée sur les concentrations des caroténoides, des
chlorophylles et des terpénols. En rouge, le traitement control ; en bleu, le traitement ozone. Les
¢chantillons sont représentés par un chiffre correspondant aux prélévements (1, 2, 3, 4, 5 pour 2, 4, 11,
15 et 17 jours de traitement respectivement) et une lettre pour le génotype (C, I R pour Carpaccio,

Cima et Robusta respectivement)



Résultats

2. EFFETS DE L’OZONE SUR LES CONCENTRATIONS EN COMPOSES

PHENOLIQUES ET EN CAROTENOIDES

L’ascorbate et le glutathion sont deux acteurs majeurs du processus de détoxication,
mais d’autres métabolites sont capables de détoxiquer les ROS produits par 1’ozone. Parmi
ces métabolites, on peut citer les composés phénoliques et les caroténoides. En effet, les
composés phénoliques sont connus comme représentant des composés de défense importants
contre les dommages dus a l’ozone. Il a ¢ét¢ montré chez différentes espéces qu’ils
s’accumulaient en réponse a I’ozone chez Betula pendula Roth (Saleem et al., 2001); chez
Populus tremula x tremuloides (Haikio et al., 2009) et chez Trifolium pratense L. (Saviranta
et al., 2009). Or, nous avons pu voir précédemment que la remobilisation des acides aminés
était favorable a la voie de synthése de ces composés. Les caroténoides quant a eux, peuvent
agir comme antioxydants par oxydation du radical anion superoxyde et enrayer ainsi la

production d’autres ROS (Galano et al., 2010 ; Han et al., 2012).

Afin de confirmer, chez nos trois génotypes de peuplier euraméricain, s’il existait la
méme augmentation des concentrations en composés phénoliques et en caroténoides, et afin
d’étudier leur role potentiel dans leur différence de sensibilité¢, nous avons conduit une

analyse métabolomique ciblée de ces composés.

Lors de I’extraction et I’analyse des caroténoides, les chlorophylles a et b, ainsi que
des terpénols, ont été extraits. Comme le montre la figure 47, ’0zone a un fort effet sur les
caroténoides, les chlorophylles et les terpénols. En effet, une analyse en composante
principale permet de mettre en avant I’importance du traitement a I’ozone qui explique plus
de 50% de la variance des échantillons (PC1). D’une maniere générale, le génotype le plus
résistant, Carpaccio, se caractérise par des concentrations en chlorophylles et en caroténoides
légeérement plus faibles que les deux autres génotypes (Fig. 48a,b). Néanmoins, en réponse a
I’0zone on observe une baisse de ces composés chez les trois génotypes (Fig. 48). Les
différences de sensibilit¢ a 1’ozone entre nos génotypes ne sont donc pas liées aux

concentrations en caroténoides, en chlorophylles ou en terpénols.

L’analyse des composés phénoliques a mis en avant une différence trés nette dans le
profil de concentrations en composés phénoliques entre génotype, en particulier chez Cima

(Fig. 49). En effet, les trois premieres composantes séparent nettement les trois génotypes et
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Résultats

expliquent a elles trois 57% de la variance. La quatriéme composante montre un effet ozone
qui sur les trois génotypes des la troisieme date et expliquant 8% de la variance. Si nos
analyses témoignent d’un effet de 1’ozone sur les concentrations en composés phénoliques
avec principalement une hausse des concentrations, cet effet reste mineur en face des
différences constitutives entre génotypes. Ceci semble indiquer que si les composés
phénoliques jouent un role dans les processus de détoxication, c’est surement leurs
concentrations constitutives qui permettent de lutter plus ou moins efficacement face au stress
oxydatif induit par I’ozone. L’identification des composés discriminant les profils de chaque

génotype pourrait peut étre révéler un facteur de tolérance a 1’ozone.
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3. CAPACITE DE REGENERATION DU NADPH DANS LES FEUILLES
DE DEUX GENOTYPES DE PEUPLIER PRESENTANT DES

DIFFERENCES DE SENSIBILITE A L’OZONE

Si la synthése de novo est importante pour maintenir un pouvoir réducteur suffisant,
elle doit étre couplée avec de bonnes capacités de régénération des molécules oxydées. La
régénération repose sur une suite de réactions d’oxydo-réduction qui se basent principalement
sur la disponibilit¢ en NADPH. Or, la capacité de régénération du NADPH est fortement
dépendante de réactions enzymatiques liées au métabolisme carboné. L’assimilation de
carbone est réalisée par 1’intermédiaire des enzymes carboxylantes, Rubisco et PEPC. En
réponse a 1’ozone, la photosynthése est limitée, provoquant un déficit énergétique et une

diminution de 1’assimilation de carbone.

Afin de déterminer ce qui provoque la baisse de 1’assimilation de carbone, le contenu
en chlorophylle et les activités des enzymes carboxylantes ont été mesurés. De plus, cette
¢tude s’intéresse a I’effet de 1’ozone sur le contenu en NADPH, ainsi que sur I’activité des
enzymes recyclant le NADP. Cette étude a été réalisée en collaboration avec Dr Dghim dans
le cadre de sa these. Toutes les analyses d’activité ont été réalisées par Dr Dghim, ma
participation consistant principalement dans les mesures de chlorophylles, d’échanges gazeux
folaires et dans le calcul du POD. Le manuscrit issu de cette coopération met en avant les

conclusions suivantes :

e J’ozone entraine une baisse de [D’assimilation nette de CO, qui résulte
probablement d’une diminution du contenu en chlorophylle ainsi que d’un
ralentissement de I’activité de la Rubisco.

e [’ozone provoque en revanche une augmentation de l’activité de la PEPC,
probablement liée a une fonction anaplérotique pour soutenir la production
d’intermédiaire du cycle de Krebs.

e [’ozone induit une hausse des activités des enzymes régénérant le NADPH, et ce

de maniére plus prononcée chez le génotype résistant (Carpaccio).
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e la disponibilit¢ en NADPH est maintenue chez le génotype résistant, tandis

qu’elle chute chez le génotype sensible en réponse a 1’ozone.

Ces résultats ont été publiés dans Physiologia Plantarum (2013) 148 : 36-50.
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Cell capacity for cytosolic NADPH regeneration by NADP-dehydrogenases
was investigated in the leaves of two hybrid poplar (Populus del-
toides x Populus nigra) genotypes in response to ozone (Os) treatment
(120 ppb for 17 days). Two genotypes with differential O3 sensitivity were
selected, based on visual symptoms and fallen leaves: Robusta (sensitive) and
Carpaccio (tolerant). The estimated O3 flux (PODy), that entered the leaves,
was similar for the two genotypes throughout the treatment. In response to that
foliar O3 flux, CO, assimilation was inhibited to the same extent for the two
genotypes, which could be explained by a decrease in Rubisco (EC 4.1.1.39)
activity. Conversely, an increase in PEPC (EC 4.1.1.31) activity was observed,
together with the activation of certain cytosolic NADP-dehydrogenases above
their constitutive level, i.e. NADP-G6PDH (EC 1.1.1.49), NADP-ME (malic
enzyme) (EC 1.1.1.40) and NADP-ICDH (NADP-isocitrate dehydrogenase)
(EC1.1.1.42). However, the activity of non-phosphorylating NADP-GAPDH
(EC 1.2.1.9) remained unchanged. From the 11th fumigation day, NADP-
G6PDH and NADP-ME profiles made it possible to differentiate between
the two genotypes, with a higher activity in Carpaccio than in Robusta. At
the same time, Carpaccio was able to maintain high levels of NADPH in
the cells, while NADPH levels decreased in Robusta Os-treated leaves. All
these results support the hypothesis that the capacity for cells to regenerate
the reducing power, especially the cytosolic NADPH pool, contributes to
improve tolerance to high ozone exposure.

Received 13 June 2012

doi:10.1111/1.1399-3054.2012.01686.x

Introduction

Ozone (O3) is a harmful phytotoxic stressor for plants
(Fuhrer et al. 1997, Matyssek and Innes 1999, Ashmore
2005, Karnosky et al. 2007, Wittig et al. 2009). It causes
serious damage, including visible injury and growth
decline that can lead sensitive species to death. In trees,

its harmful effect can vary with growth conditions, age,
structure or the presence of other stressors (Vollenweider
et al. 2003, Matyssek et al. 2004, Karnosky et al. 2005,
UNECE 2005, Mclaughlin et al. 2007). Poplar has
been demonstrated to be among the most sensitive
tree species, but its sensitivity varies depending on
clones/genotypes (Karnosky et al. 1996, Yun and

Abbreviations —Chl, Chlorophyll; G6PDH, glucose-6-phosphate dehydrogenase; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase; ICDH, NADP-isocitrate dehydrogenase; ME, malic enzyme; ML, mature leaves; NAD, nicotinamide adenine
dinucleotide; NADP, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; PEPC, phosphoenolpyruvate carboxylase; POD, phytotoxic
ozone dose; ROS, reactive oxygen species; Rubisco, ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase oxygenase.
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Laurence 1999, Bortier et al. 2000, Di Baccio et al.
2008, Renaut et al. 2009, Street et al. 2011). To predict
the detrimental effect of O3 on plants, several indicators
of critical levels have been proposed in the last 25 years.
First, SUMO6 (sum of all hourly average concentrations
over 0.06 ppm) or AOT40 (sum of hourly O3 concen-
trations above a threshold of 40 ppb O3 during daylight
hours of the growing season) were universally used
(Gothenburg Protocol 1999). However, these indicators
were based on atmospheric O3 concentration, and they
were left aside in favor of flux-based indices such as
PODy (Phytotoxic Ozone Dose above a threshold of Y
nmolm=2s=1). This new index takes into account the
real O3 flux entering the leaf through stomata (Gerosa
et al. 2009), and it is based on an empirical modeling of
stomatal conductance (UNECE 2004). In this concept,
the threshold takes into account the intrinsic detoxifying
ability of the species in question, which still remains
poorly known (Baumgarten et al. 2009). As recently
described, two main Os-detoxifying barriers should
be considered, and are highly variable depending on
species/genotype (Dizengremel et al. 2008). The first
line of defense is apoplastic ascorbate (Smirnoff 1996,
Plochl et al. 2000). When that barrier is overridden
by Oz or its ROS derivatives, a second cytosolic
line of defense is available within the cell. Ascorbate,
glutathione, flavonoids and phenolic compounds are the
main actors of the second detoxifying barrier, together
with a set of ROS-scavenging enzymes (Castagna and
Ranieri 2009). Symplastic ascorbate is regenerated
by several cytosolic detoxifying reactions that are
mainly connected to the Halliwell-Asada—Foyer cycle
(Foyer and Noctor 2011), which highly depends on
the presence of cytosolic NADPH (Fig. 1). Thus, its
regeneration in the cytosol could be considered as a
key factor for cells to face O3-generated oxidative stress
(Noctor 2006, Dizengremel et al. 2009).

The capacity for cytosolic NADPH regeneration
tightly depends on enzymatic reactions linked to carbon
metabolism. In fact, O3 exposure goes along with
a reduction of the Calvin cycle turn-over, starting
with a decrease in Rubisco activity (Pell et al. 1992,
Dizengremel 2001, Bagard et al. 2008, Dizengremel
et al. 2009). A simultaneous increase in PEPC activity
has been observed in several C; plants (Landolt et al.
1997, Dizengremel 2001, Dizengremel et al. 2009).
PEPC stimulation is linked to the anaplerotic replenish-
ment of citrate cycle intermediates, but also to higher
activity of two NADPH-dependent cytosolic enzymes:
NADP-malic enzyme (NADP-ME) and NADP-isocitrate
dehydrogenase (NADP-ICDH) (Fig. 1). NADP-ME
catalyzes the reversible oxidative decarboxylation of
L-malate into pyruvate which leads to the release of

Physiol. Plant. 148, 2013

NADPH in the cytosol (Fig. 1). An increase in its activity
has been linked to plant metabolic responses to various
biotic and abiotic stresses (see Doubnerova and Ryslava
2011 for a review) and, interestingly, to chronic and
acute O3 fumigation (Fontaine et al. 1999, Dizengremel
et al. 2009, Guidi et al. 2009). NADP-ICDH catalyzes
the formation of 2-oxoglutarate from isocitrate, using
NADP™ as a cofactor. It delivers NADPH directly into
the cytosol (Fig. 1). Higher NADP-ICDH activity has
been linked to plant responses to oxidative stress (Maller
and Rasmusson 1998, Hodges et al. 2003). NADPH pro-
duced by NADP-ICDH contributes to redox homeostasis
not only in response to abiotic stress (Dizengremel 2001,
Smeets et al. 2005), but also in the case of pathogen
attacks (Mhamdi et al. 2010). The increase in NADP-
ICDH activity can also be part of reactions involving
amino acid replenishment for cell maintenance or repair
processes (Dizengremel et al. 2009).

Cytosolic  NADPH can also be produced by
other NADP-recycling enzymes such as glucose-6-
phosphate dehydrogenase (NADP-G6PDH) and non-
phosphorylating, NADP-dependent glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (NADP-GAPDH) (Fig. 1).
Plant NADP-G6PDH has mostly been studied for its
role as an important NADPH source in fat-producing
and non-photosynthetic tissues (Emes and Neuhaus
1997, Wakao et al. 2008). An increase in its activity
has been measured in plants submitted to various biotic
and abiotic stresses (Batz et al. 1998, Nemoto and
Sasakuma 2000, Valderrama et al. 2006) particularly in
response to O3 fumigation (Dizengremel 2001, Fontaine
et al. 1999, Gaucher et al. 2003). The regulation
of non-phosphorylating  NADP-GAPDH activity is
not so well-known, but its implication in oxidative
stress responses has been established (Bustos et al.
2008). Finally, when studied individually, most of
these NADP-dependent enzymes were found implied
in cells’ capacity to increase the supply of cytosolic
NADPH in response to oxidative stress. However, an
integrated study to estimate the relative importance of
each enzyme has not been carried out yet, especially in
response to high daily O3 doses.

The main objective of our work was to study the reduc-
ing power (NADPH) regeneration capacity of poplar
leaves under ozone treatment. On the basis of the visible
damage, two poplar genotypes were selected: Robusta
(defined as Os-sensitive) and Carpaccio (defined as
Os-tolerant). When we exposed the two genotypes to
a high dose of 120 ppb O3 for 17 days, they displayed
similar Oz influxes into leaves (based on POD values).
So the differences in O3 sensitivity could be attributed
to a differential plasticity in leaf biochemical response.
In this context, we compared the effects of O3 treatment
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is then imported into plastids to generate glutamate and other amino acids (AA). NADP-glucose-6-phosphate dehydrogenase (NADP-G6PDH) activity
is linked to the functioning of the hexose monophosphate pathway (HMP). The substrate of the NADP-malic enzyme (NADP-ME) is malate, which
can be the product of the successive reactions catalyzed by phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) and cytosolic malate dehydrogenase (MDH).
Phosphoenolpyruvate (PEP) and oxaloacetate (OAA) are respectively the substrates for these latter enzymatic reactions. NADP-glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (NADP-GAPDH) is considered as a shunt in the glycolytic pathway which bypasses the production of NADH and ATP.
Pyruvate kinase (PK) catalyzes the last step of the glycolytic pathway to produce pyruvate. Asc, ascorbate; CW, cell wall; DHA, dehydroascorbate;
GSH/GSSG, reduced/oxidized glutathione; GR, glutathione reductase; PPDK, pyruvate phosphate dikinase. (*) refers to the NADPH produced by
cytosolic NADP-dehydrogenases.

(1) on carbon uptake by assessing net CO; assimilation
and carboxylase activities (Rubisco and PEPC), (2) on
cytosolic NADP-recycling enzymatic activities related
to PEPC activity and (3) on pyridine nucleotide contents,
by associating their variations to the activity levels of
the NADP-dependent enzymes we assayed.

Material and methods
Growth and experimental design

Rooted cuttings of two Euramerican hybrid poplar
(Populus deltoides x Populus nigra) genotypes, Robusta
and Carpaccio, were transplanted to 5-1 plastic pots con-
taining optimized growth soil mixture (N/P/K 14/16/18,
1.2kgm=3, Gramoflor SP1 Universel) fertilized by
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adding 20 g of slow-release nutrient granules (Nutricote
T-100, N/P/K/MgO 13/13/13/2, Fertil, Boulogne-
Billancourt, France). Drainage was improved by a 2-cm
thick layer of clay balls at the bottom of the pots and
Tmgl~! of magnesium limestone was added to buffer
the pH. The plants were left in growth chambers for
5weeks. Temperature was maintained at 23°C+1°C
(day) and 20°C+1°C (night) with a relative humidity
of 75%+5% (day) and 85% (night) and with a 14-h
light period (Sun T Agro, Philips, Eindhoven, The
Netherlands; 250-300 umol m=2 s~! photon flux at leaf
height). The plants were irrigated daily using tap water.
During the growth period, one terminal shoot was
kept. When the trees were approximately 60cm high,
selected uniform plants were transferred into phytotronic
chambers for ozone exposure. In order to obtain a
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statistically relevant biological replicate, 40 individuals
of each genotype were distributed in eight chambers,
half of which (four chambers) were set for O3 treatment.

Fumigation and cumulative ozone
uptake calculation

Phytotronic chambers were constantly ventilated with
charcoal-filtered air, and growth conditions were main-
tained identical to those in the growth chamber with
400 umol m=2 s~ photon flux (floor level). O3 treatment
started at the end of a 7-day long acclimation period.
O3 was produced from pure O, with two ozone gen-
erators (OZ500; Fischer, Bonn, Germany and CMG3-3;
Innovatec Il, Rheinbach, Germany) and injected directly
along with the filtered air entering the chambers. Con-
trol trees were exposed to ambient O3 concentrations
(<4 ppb) throughout the treatment period. A set of
automated systems and analyzers (O341M; Environment
S.A., Paris, France) were used to monitor the concen-
trations and the length of O3 exposure. The plants
were exposed to 120 ppb £ 10 of Os for 13 h (09:00 to
22:00 h) daily for 17 days. Fumigation started 1h after
the beginning of the photoperiod and ran until its end.
The plants were scattered and spaced daily to avoid
shading. The ozone flux was estimated based on the
measurement of stomatal conductance to ozone (go3),
which is related to stomatal conductance to water vapor
(gs) by the following formula: go3 =0.668 g, (Fares et al.
2008). gs Measurements were performed every 2 days.
For days when no measurement was performed, gos was
estimated from the adjacent values (Bagard et al. 2008).
PODg (mmol m~2) was estimated by summing up hourly
ozone uptakes throughout the whole experiment. In this
context, our data provide indicative PODg estimates.

Measurement of gas exchange parameters and of
total chlorophyll contents

Net CO, assimilation (A, umol CO, m=2s") and
stomatal conductance to water vapor (gs, mol H,O
m=2s~1) were measured using two intercalibrated
portable photosynthesis Systems LI-COR 6200 (LI-COR®
Inc, Lincoln, NE, USA). Measurements were only
performed on the last fully expanded mature leaves
(ML), corresponding to the 8th—10th leaves down
from the first apical leaf. Three trees per genotype per
chamber were kept from destructive sampling and only
used for gas exchange. Relative chlorophyll contents (in
CCl unit) were estimated using a CCM-200 (Chlorophyll
Content Meter, Opti-Sciences, Hudson, NH, USA). Total
Chl per leaf area (gm~2) was determined using a known
relationship established for tree leaves (Chl=0.0214
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CCl unit) as mentioned in Bagard et al. (2008).
Measurements began on day 4 after fumigation started
and stopped the day after fumigation ended (day 18).

Sampling procedure

Samples were taken on ML along the 17-day long
exposure, on days 2, 4, 7, 11 and 17 after the beginning
of fumigation. Two leaves, located next to each other,
were sampled per tree and per chamber. Midribs and
petioles were cut off from the foliar limb using a razor
blade. Leaf samples were collected in aluminum paper,
rapidly frozen in liquid nitrogen and immediately stored
at —80°C.

Protein extraction and quantification

A leaf powder extract (300mg) and 10% (w/w)
polyvinylpolypyrrolidone were mixed with 3.5ml of
extraction buffer containing HEPES-KOH pH 7.5
(100 mM), PVP 25 6% (m/m), PEG 20 7% (m/m), MgCl,
5mM, EGTA 5mM, glycerol 10% (v/v) and 5% (v/v)
protease inhibitor mixture (Sigma-Aldrich P9599). The
crude extracts were then centrifuged at 36 000 g and at
4°C. The supernatants were filtered through Sephadex
G25 columns (Pharmacia PD-10, Orsay, France) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. The elution buffer
contained HEPES-KOH pH 7.5, glycerol 10% (v/v),
MgCl, 5mM and DTT 2 mM. The eluted volume was
homogenized and stored at —80°C for further analysis.

Total soluble proteins were determined according
to Wildhagen et al. (2010), a protocol adapted for
microplate spectrophotometry. Ten-microliter duplicates
of protein extracts were pipetted into the wells of a 96-
well plate and mixed with the protein assay dye (Bio-rad
Laboratories, Inc., Munich, Germany). Bovine serum
albumin (Sigma-Aldrich, Munich, Germany) was used
as a calibration standard.

Enzymatic activity assays

All  enzymatic activities were assayed using a
microplate spectrophotometer (Biotek, PowerWave™
HT, USA). Four different leaf extracts from either
control or Os-treated trees were used for each sampling
date. Activities in each extract were measured in
duplicates at 30°C. Only linear segments were used
to calculate the maximum rates of the enzymatic
reactions. Rubisco (EC 4.1.1.39) activity was determined
by monitoring NADH extinction at 340 nm according
to the protocol described by Fontaine et al. (1999).
The reaction mixture was made of Bicine pH 8.0
(100mM), NaHCO; 25mM, NADH 0.3 mM, MgCl,
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20 mM, phosphocreatine 5 mM, ATP 5 mM, glyceralde-
hyde 3-phosphodehydrogenase (G3PDH, EC 1.2.1.12)
10unitsml~', 3-phosphoglycerate kinase (3 PGK, EC
2.7.2.3) 10unitsml=" and creatine phosphokinase
(CPK, EC 2.7.3.2) 5 unitsml~". The reaction was started
by adding 1 mM ribulose-1,5-bisphosphate (RuBP). A
control without RuBP was prepared for each assay. The
PEPC (EC 4.1.1.31) assay followed the same principle,
as in Fukayama et al. (2003). The assay medium
contained Tris—HCI pH 8.0 (100 mM), NaHCO; 5 mM,
NADH 0.3 mM, MgCl, 20mM, glucose 6-phosphate
2mM, malate dehydrogenase (MDH, EC 1.1.1.37)
15unitsml=". The reaction was initiated by adding
PEP 4mM. A control without PEP was prepared for
each assay. All the protocols used to measure cytosolic
NADP-dependent enzymatic activities were based
on NADPH formation at 340 nm. NADP-G6PDH (EC
1.1.1.49) activity was determined following Pitel and
Cheliak (1986), who used a 50-mM HEPES buffer pH
7.6. The pH value was optimized for assaying the
activity of the cytosolic isoform (the optimal pH for
the chloroplastic isoform is 8.5). NADP-ME activity
(EC 1.1.1.40) was determined according to Casati
et al. (1997). NADP-ICDH (EC 1.1.1.42) activity was
measured according to Gupta and Singh (1988).
Cytosolic NADP-GAPDH (EC 1.2.1.13) activity was
assayed following Bustos and Iglesias (2003).

Pyridine pool determination

The determination of NAD(H) and NADP(H) contents
was based on the reduction of dichlorophenolindophe-
nol by phenazine methosulfate, enzymatically cou-
pled with alcohol dehydrogenase and NADP-G6PDH,
respectively. According to the protocol described by
Queval and Noctor (2007), slightly modified, 100 mg
of leaf powder was homogenized (2 min with 2 tung-
sten balls, using a Retsch MM301 mixer) with 1ml
of HCl 2N (NAD*, NADP™*) or 1ml of NaOH 0.2M
(NADH, NADPH). The mixture was centrifuged at
16000 g for 10 min and the supernatant was neutralized.
Absorbance-reading at 600 nm was initiated after adding
10 ul of the appropriate enzyme, in the presence of 20 ul
of the assay extract and using a microplate spectropho-
tometer (Biotek, PowerWave™ HT, USA). Maximum rates
were calculated automatically by the plate reader soft-
ware and then processed using Microsoft Excel.

Statistical analysis

The data in this article are presented as means & se. At
each sampling date, we performed a ‘TYPE Il two-way
analysis of variance (aANova), using R (R Development
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Core Team, 2011), with genotype and treatment as
variable factors. The data were rearranged into a linear
model and differences between control and O3 samples
were considered significant if P <0.05. To compare the
inter-group means, the ANOVA test was followed by a
significant (P < 0.05) Tukey range test. Linear regression
was used to test the correlations between different
enzymatic activity data, and was followed by a two-
way ANOVA to compare r?. Using a linear logarithmic
model in R, no statistically significant chamber effect
was found for any of the tested parameters throughout
the whole fumigation period.

Results
Visible injury and leaf fall

The ozone fluxes cumulated via plant stomata in the
absence of a threshold value (PODg) were calculated for
Carpaccio and Robusta. They were averaged using the
values obtained in the four O3 phytotronic chambers.
Throughout the whole fumigation period, we observed
a continuous increase in PODgy which differed little
between the two genotypes (Fig. 2). Even though ozone
flux levels were similar, the two genotypes showed
differences in the occurrence and the aspect of leaf
injuries due to O3 treatment (120 ppb). For Robusta,
damage rapidly spread onto the first fully expanded
leaves located at the bottom of the trees, and resulted in
severe, large mottle necrosis on large surfaces (Fig. 3D).
The last fully expanded leaves (ML) of this genotype
displayed the same type of injury, but to a lesser extent
(Fig. 3B), with brown flecks near the edges in some cases.
For Carpaccio, the first symptoms also occurred on the
first fully expanded leaves and started with chlorotic
flecks on the total leaf areas, resulting in moderate
internal brownish stippling (Fig. 3C). At the end of the
O3 treatment, some ML also exhibited rare, small, brown
stippling on their upper surface (Fig. 3A). Due to O;

W Carpaccio
| A Robusta i
_15
Q
S €
6 510 .
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E
5 - -
P N VR B
5 10 15
Time (d)

Fig. 2. Time course of PODg values during O3 fumigation in Carpaccio
and Robusta genotypes. Values represent means of n=20 =+ s, and
represent the average PODy values obtained in four O3 chambers.
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Fig. 3. Comparison of ozone-induced leaf injury observed on the last
fully-expanded leaves (A, B) and the first fully expanded leaves (C, D) of

Carpaccio (A, C) and Robusta (B, D) genotypes. Both genotypes were
exposed to a dose of 120 ppb O3 for 17 days.

Table 1. Percentages of fallen leaves during ozone treatment,
calculated in relation to total numbers of Carpaccio (C) and Robusta (R)
leaves. Values n=4 =+ s (Significant differences between Os-exposed
and control extracts are indicated by *** (P <0.001).

Day C-03 R-03

2 0 0

4 0 0

11 8.5+£4.2%** 20.9£0.8***
15 20.3£8.6%** 36.6£3.9%**
17 27.2+£6.3%** 37.3£4.1%**

exposure, severe, significant leaf abscission occurred in
the two genotypes (Table 1). Leaf fall was located at the
lower parts of the stems and went on toward the top.
Leaf fall was more severe in Robusta than in Carpaccio,
and its rate increased earlier (Table 1). At the end of
the O3 treatment, leaf abscission tended to stabilize for
Robusta (36 to 37%), while it was still increasing for
Carpaccio (27%). Overall, careful observation of leaf
injuries and monitoring of leaf abscission strengthened
our general visual conclusion of a higher O3 sensitivity
of the Robusta genotype.

Net CO; assimilation and total chlorophyll contents

The two genotypes displayed comparable rates of
CO, assimilation in control conditions (Fig. 4A, B).
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In response to O3 treatment, CO, assimilation by the
two genotypes gradually decreased (Fig. 4A, B). The
decrease in CO, assimilation in response to ozone was
significant (P < 0.05) for the two genotypes at the end of
O3 exposure (days 15 and 17). However, no significant
difference was detected between the two genotypes
(Table 2). In control conditions, the Chl content of ML
increased during the experimental period, with higher
values for Robusta compared to Carpaccio (Fig. 4C, D).
Ozone treatment reduced the total Chl content of the
two genotypes. The decrease became significant on day
11 of the treatment for Robusta (Fig. 4D) and on day
15 for Carpaccio (Fig. 4C). Genotype effect between the
Os-treated trees was only significant on day 11 (Table 2).
At the end of the O3 treatment, Carpaccio retained only
45% of its total Chl content and Robusta 50%.

Carboxylase activities

In response to O3 fumigation, we measured a significant
increase in PEPC activity in the leaves of the two poplar
genotypes (Fig. 5A, B). However, the curves were slightly
different for the two genotypes. The differences between
control and Os-treated leaves became highly significant
from day 4 (P<0.01) for Robusta, but only from day
11 for Carpaccio (P<0.001; Fig. 5A, B). Maximum
PEPC activity values were recorded on day 15 after
the beginning of fumigation for the two genotypes.
Moreover, on days 15 and 17, the activity levels in
Os-treated leaves were slightly higher and statistically
significant for Robusta compared to Carpaccio (Table 2).
Conversely to PEPC activity, Rubisco activity gradually
decreased in ozone-treated leaves (Fig. 5C, D). That
decrease was significant from day 11 of the O3 treatment
for the two genotypes (Fig. 5C, D). Rubisco activity
inhibition reached a maximum on day 17 (30% and 37%
for Carpaccio and Robusta, respectively). The differences
between the two genotypes in Os-treated leaves were
not significant (Table 2).

NADP-dependent enzymatic activities: NADP-ME,
NADP-ICDH, NADP-G6PDH and NADP-GAPDH

We hypothesized that the results presented in this section
were predominantly related to the activity of cytosolic
NADP-dehydrogenases. Such a hypothesis could be
justified by several works on Arabidopsis thaliana, which
show that cytosolic isoform mutants lose most of the
total activity in crude leaf extracts (Wakao et al. 2008,
Mhamdi et al. 2010, Voll et al. 2012). Concerning
NADP-GAPDH, no significant change occurred in
response to O3 treatment in either genotype (Fig. 6A,
B). In contrast, NADP-G6PDH activity clearly increased
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Fig. 4. Effect of O3 treatment on CO; assimilation (A, B) (n =6 =+ s¢) and on total chlorophyll contents (C, D) (n =20 = st) respectively in Os-treated
and control ML leaves of Carpaccio (A, C) and Robusta (B, D) genotypes. Type lIl anova tests performed with R stat 2011, considering Os-treatment
and genotypes as variability factors. Significant differences between Os-treated and control leaves are indicated by * (P <0.05),** (P<0.01) and
**%(P<0.001).

Table 2. Determination of genotype-dependent responses to Oz using t-test. The test used the means of PEPC and Rubisco activity levels, net
CO; assimilation rates (A), Chl contents, NADP-dependent dehydrogenase activity and pyridine nucleotide pools of control and Os-treated Carpaccio
(C-03) and Robusta (R-03). At all sampling dates for all the tested parameters (data not shown in the Table), Carpaccio and Robusta control means
displayed no statistical difference at the 5% probability level. P values are given when Carpaccio (C-O3) values were significantly higher (+) or lower
(=) than Robusta (R-O3) values at the 5% probability level. ‘ne’: no genotype effect.

Day 2 Day 4 Day 11 Day 15 Day 17 Day 18
Genotypes P value P value P value P value P value P value
A C-03
R'03 ne ne ne ne ne
chl C-05 -
R—03 ne ne 0023 ne ne ne
PEPC C-05 - _
R-O3 ne ne ne 0.005 0.002
Rubisco C-03
R'O3 ne ne ne ne ne
NADP-G6PDH C-05 4 n
R-O3 ne ne <0.001 0.016 ne
NADP-ME C-05 + n T
R-O3 ne ne <0.001 0.05 0.006
NADP-ICDH C-05 -
R-O3 ne ne ne 0.028 ne
NADPH C-05 + "
R-O3 ne ne 0.026 0.044 ne
NADH C-05
R'O3 ne ne ne ne ne
NADP+ C-05
R-O3 ne ne ne ne ne
NAD* C-05
R-03 ne ne ne ne ne

in ozone-exposed leaves, but the sequence of events  Carpaccio, the activity reached a maximum on day 11 of
of the stimulation process slightly differed between the  the treatment (Fig. 6C). On days 11 and 15, a significant
two genotypes (Fig. 6C, D). In Robusta, NADP-G6PDH  genotype effect was detected for Os-treated trees with
activity constantly increased and reached a maximum at higher activity values for Carpaccio (Table 2). NADP-
the end of the fumigation period (day 17, Fig. 6D). In  ME activity increased under O3 treatment and reached
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Fig. 5. Effect of O3 treatment on PEPC activity (A, B) and on Rubisco (C, D) activity (nkat mg~" protein) in leaf protein extracts of Carpaccio (A,
C) and Robusta (B, D) genotypes (n=4 = se). Significant differences between the Os-treated and control leaf extracts are indicated by * (P < 0.05),

** (P<0.01) and *** (P<0.001).

a maximum value on day 15 for the two genotypes
(Fig. 6E, F). For this enzyme, a genotype effect was
observed for O;-treated treeson days 11, 15 and 17, with
higher activity values for Carpaccio (Table 2). Similar
to NADP-ME and NADP-G6PDH, NADP-ICDH activity
was stimulated in Os-treated leaves of the two genotypes
(Fig. 6G, H). The activity reached a peak on day 15 for
the two genotypes. However, at that sampling date,
NADP-ICDH activity was lower in Carpaccio (Table 2).

Regarding the relationship between NADP-dependent
enzyme activities versus PEPC activity, an approximate
linear correlation prevailed, except for NADP-GAPDH
(Fig. 7A=D). The correlation for NADP-ICDH versus
PEPC was high (r*>0.9), and no difference between
the two genotypes was found (Fig. 7D). On the other
hand, the genotype-dependent linear relation differed for
NADP-ME and NADP-G6PDH versus PEPC (P values of
0.0003 and 0.0076, respectively). For those two NADP-
dependent enzymes, the slopes of the linear regression
were steeper for Carpaccio (Fig. 7A, C) than for Robusta.
A linear relation was also found between NADP-ICDH
versus NADP-ME activity in the two genotypes (Fig. 7E),
with a higher slope for Carpaccio. However, the positive
slope of this linear relation was below 1, showing
a higher increase of NADP-ME activity in Os-treated
leaves of the two genotypes as compared to ICDH
activity.

Leaf pyridine contents

In control conditions, the contents in oxidized or reduced
pyridine nucleotide forms did not change in the leaves
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of either poplar genotype (Fig. 8). However, changes
were noticed in response to O3 treatment. Concerning
NADPH, its contents decreased in Robusta from the start
of the O; treatment, with a significant difference on
days 11 and 15 (Fig. 8B). The maximum decrease was
reached on day 15 (60% of the control value). In contrast,
no significant effect of Oz treatment was noticed on
NADPH contents for Carpaccio (Fig. 8A). Consequently,
genotype effect in Os-treated leaves (with higher values
for Carpaccio) was significant on days 11 and 15
(Table 2). NADH contents (Fig. 8E, F) followed the same
pattern as Carpaccio NADPH contents, without any
difference between treatments (Fig. 8A, E). For Robusta,
the lower NADH content in Os-treated leaves was not
significant (Fig. 8F). For NADH, no significant difference
was found between the two genotypes all along the
ozone treatment (Table 2). Concerning the oxidative
forms of pyridine nucleotides, we observed a decrease in
NADP* contents for Carpaccio (Fig. 8C). This decrease
was significant on day 15 (P <0.05). For Robusta, few
changes occurred in the NADP* pool in response to
Oj; fumigation. Moreover, NAD™ curves showed similar
patterns in the Os-treated leaves from the two genotypes:
nearly twice as high levels as in the control were found
after 15 and 17 days’ exposure for the two genotypes.
Considering the changes in NAD" or NADP* contents
in the Os-treated leaves, no genotype effect was noticed
(Table 2). Taking these results into account, we can
consider that in response to O3 exposure, the main
changes in the pyridine nucleotide forms occurred at the
end of the fumigation period. On day 15, NADH/NAD™*
ratios in Os-treated leaves dropped by approximately
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Fig. 6. Effect of O3 treatment on NADP-GAPDH activity (A, B), on NADP-G6PDH activity (C, D), on NADP-ME activity (E, F) and on NADP-ICDH (G,
H) activity (nkat mg~" protein) in leaf-protein extracts of Carpaccio (A, C, E, G) and Robusta (B, D, F, H) genotypes (n=4 = st). Significant differences
between the Os-treated and control leaf extracts are indicated by * (P <0.05), ** (P<0.01) and *** (P < 0.001).

50-60% for the two genotypes with a concomitant
increase of the NAD(H) pool (Table 3). For Carpaccio,
the NADPH/NADP™ ratio increased while it decreased
by 50% for Robusta. On day 15, the NADP(H) pool
tended to decrease for the two genotypes and the total
amounts of all the pyridine nucleotide forms (reduced as
well as oxidized) were fairly similar for either control or
O3 treatment for the two genotypes.

Discussion

In this study, high daily O3 exposure (120 ppb) induced
different responses on two poplar genotypes in terms
of symptoms and acceleration of foliar senescence.
We visualized different types of leaf injuries. They first
appeared within a few days on Robusta and consisted in
large mottle necrosis, first on ML and subsequently on
younger leaves. For Carpaccio, O3 necroses were mainly
located on ML and consisted in brownish stippling.
Acceleration of leaf abscission, another characteristic
of O3 sensitivity on aspen (Karnosky et al. 1996, Yun
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and Laurence 1999, Ribas et al. 2005, Haiikio et al.
2009), was also more noticeable on Robusta and started
a few days after the beginning of O3 fumigation. We
interpreted all these visual features as different levels of
sensitivity to O3 and concluded that Robusta was more
sensitive to O3 than Carpaccio.

All along the Os treatment, no major difference
in PODy was observed between the two genotypes.
Considering this fact, the differential O3 sensitivity of
the two genotypes could be attributed to biochemical
responses rather than to differential stomatal O3 uptake.
As already shown on different poplar species, a decrease
in CO, assimilation is one of the effects of O3 exposure
(Reich 1983, Yun and Laurence 1999, Bortier et al.
2000, Bagard et al. 2008). In this study, the decrease in
CO, assimilation occurred to the same extent for the two
genotypes. The evolution of chlorophyll contents and of
rubisco activity could partly account for the decrease in
CO, assimilation capacity. For these two parameters, O3
exposure had the same effect or nearly the same effect
on the two genotypes depending on sampling times.
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activity and NADP-ICDH activity versus NADP-ME activity (E) of Carpaccio and Robusta genotypes.

The reduction in Rubisco content and activity has been
recorded in leaves of many species undergoing an oxida-
tive stress and has been linked to several mechanisms
such as (1) an increase in its proteolysis (Pefiarrubia
and Moreno 1990), (2) protein and/or mRNA synthesis
inhibition (Brendley and Pell 1998, Pelloux et al. 2001,
Bohler et al. 2007) and (3) protein fragmentation or
structure modification due to ROS production (Ishida
et al. 1997, Pell et al. 1999, Junqua et al. 2000, Abat
et al. 2008). An increase in PEPC activity was distinctly
observed for the two genotypes; that kind of Os-induced
effect has been previously mentioned for poplar
trees (Landolt et al. 1997, Dizengremel 2001). PEPC
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activation, among other carbon metabolism changes, is
believed to provide carbon intermediates used for repair
processes (Dizengremel 2001). The increase in PEPC
activity is generally linked to an increase in both the
amounts of PEPC protein and transcripts (Dizengremel
2001, Fontaine et al. 2003, Matyssek et al. 2006). In
our work, we showed that for the two genotypes, the
increase in PEPC activity was quite well correlated to the
increase in NADP-ICDH activity. This relation supports
the hypothesis of an anapleurotic function of PEPC to fuel
the Krebs cycle by providing precursors for amino acid
synthesis, and of its contribution to cell maintenance
in case of severe oxidative stress (Hodges et al. 2003).
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Fig. 8. Effect of O3 treatment on NADPH (A, B), NADP* (C, D), NADH (E, F) and NAD* (G, H) contents (nmolg™" FW) in leaf-protein extracts of
Carpaccio (A, C, E, G) and Robusta (B, D, F, H) genotypes (n=4 + se). Significant differences between the Os-exposed and control extracts are

indicated by * (P < 0.05), ** (P<0.01) and *** (P < 0.001).

Table 3. NAD(P)H/NAD(P) ratios and total NAD(P)(H) (nmolg=" FW)
pools in the leaves of control (C) and 15-day ozone-treated (O3)
Carpaccio and Robusta genotypes.

C-C C-O3 R-C R-O3
NADH/NAD* 0.22 0.11 0.26 0.11
NADPH/NADP* 033 049 036 0.26
> NAD(H)(nmol g~" FW) 8.0 15.8 8.8 13.8
>~ NADP(H) (nmol g 'FW) 52.7 41.6 46.2 41.7
3" Total pyridine pool (nmolg~'FW) 60.7 57.4 550 555

Processed by cytosolic NADP-ICDH, this reaction also
yields NADPH. The higher stimulation of NADP-ICDH
activity in Carpaccio may contribute to maintain higher
levels of NADPH in the cytosol of the tolerant genotype.
Starting from malate, the anapleurotic pathway of the
Krebs cycle can also use NADP-ME, which is also likely
to increase the pool of cytosolic NADPH. NADP-ME
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activation has been shown in several C5 and C4 plants
in response to several abiotic stresses known to modify
cell redox homeostasis (Valderrama et al. 2006, Maier
et al. 2011), especially in response to O3 (Dizengremel
et al. 2009, Guidi et al. 2009). In addition, by supplying
NADPH and pyruvate, NADP-ME participates in fatty
acid biosynthesis (Edwards and Andreo 1992) and also
in defense-related lignin and flavonoid formation in
stress conditions (Casati et al. 1999). In our work, the
stimulation of NADP-ME activity occurred in the two
poplar genotypes, but the effect was more important
in Carpaccio, the tolerant genotype. Furthermore, in
that genotype, the correlation between PEPC activity
and NADP-ME activity appeared stronger. These results
argue in favor of an important role for NADP-ME
in providing cytosolic NADPH in response to ozone
treatment, and perhaps in conferring Carpaccio higher
tolerance to ozone. Considering that the same relation
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was not found in other species (Guidi et al. 2009), that
last conclusion will have to be supported by other results.

In case of a stress, the stimulation of NADP-G6PDH
activity is supposed to supply the cytosol with NADPH.
However, its involvement in the pentose-phosphate
pathway also implies providing higher amounts of sugar-
intermediates for lignin biosynthesis, which is believed
to play a defensive role in case of O3 exposure (Cabané
et al. 2004). Our work showed that its activity was
also stimulated in the two genotypes in response to O;
fumigation, but with higher values in Carpaccio. The
high correlation between the increase in NADP-G6PDH
and PEPC activity levels supports the hypothesis that in
case of Os-induced oxidative stress, several pathways,
all likely to provide the cytosol with NADPH, were
activated simultaneously. Conversely, NADP-GAPDH,
also known to provide cytosolic NADPH, displayed
much lower changes in their activity levels in response
to O3 treatment.

NADPH is considered as one of the most vital factors
in cell growth, maintenance and detoxification. The large
necroses and the early abscissions observed on Robusta
leaves could result from lower NADPH availability. In
Robusta, a drop in NADPH content was evidenced,
especially at the end of O3 exposure, while Carpaccio
was able to maintain the same pool of reduced pyridine
nucleotides as the controls all along the treatment. These
results are in agreement with the fact that Carpaccio is
more able to regenerate NADPH by increasing certain
cytosolic NADP-dependent dehydrogenase activities in
case of Os stress. In good accordance with what is
commonly observed at the cell level, the NADPH/NADP
ratio remained higher than the NADH/NAD ratio for
which the reduced form (NADH) can reach 5-20%
(Noctor et al. 2011). Moreover, the NADH/NAD
ratio undergoes important variations that depend on
leaf cellular compartments and light/dark conditions
(Heineke etal. 1991, Igamberdiev and Gardestrom 2003,
Szal et al. 2008). In the cell, NADP is produced from
NAD by NAD(H) kinases (Turner et al. 2004, Noctor
et al. 2006), which are suggested to play an important
role in providing cellular NADPH in response to a wide
range of oxidative-related stresses (Hayashi et al. 2005,
Chai et al. 2006, Noctor 2006). In our experimental
conditions, the total amounts of phosphorylated pyridine
nucleotides (NADP(H)) decreased in the two genotypes,
probably in favor of the non-phosphorylated pool.
Therefore the NAD(H) phosphorylation process did
not seem to be involved in response to ozone
treatment.

To conclude, our work showed that O3 treatment
caused a significant increase in the activity of all key
cytosolic NADP-dependent enzymes we assayed, except
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NADP-GAPDH. That increase may be justified by an
increased NADPH demand for detoxification and repair
processes. In fact, we determined that only Carpaccio,
qualified in our work as the more tolerant genotype, was
able to maintain its NADPH pool during O; treatment,
while Robusta was not. Differential responses could be
associated to a higher stimulation of both NADP-ME and
NADP-G6PDH in the more tolerant genotype. Using
mutants with a low activity level for these enzymes
would make it possible to assess their role in ozone-
tolerance mechanisms.
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Figure 50: Analyse en composantes principales basée sur les concentrations des métabolites
primaires chez trois génotypes de peuplier (Carpaccio en rouge et rose, Cima en jaune et beige et
Robusta en bleu foncé et bleu clair) soumis a un traitement ozone (couleurs vives) ou ambiant
(couleurs pastelles) a cinq dates de prélevements (1, 2, 3, 4, 5 pour 2, 4, 11, 15 et 17 jours de

traitement respectivement)



Résultats

4. CHANGEMENTS INDUITS PAR L’OZONE DANS LES METABOLITES

PRIMAIRES DE TROIS GENOTYPES DE PEUPLIER

Malgré les barriéres mécaniques et biochimiques que représentent la régulation de la
conductance stomatique et le systtme complexe de détoxication, I’ozone entraine une
privation d’énergie. En réponse a 1’ozone, les flux de carbone du métabolisme primaire vers le
métabolisme secondaire sont stimulés pour répondre aux besoins de réparation et de

détoxication (Iriti et Faoro, 2009).

Afin de mieux caractériser les modifications du métabolisme primaire en réponse a
I’0zone, nous avons procédé a une analyse des métabolites primaires, par GC/MS, chez trois
génotypes de peuplier euraméricain. Le métabolisme carboné étant la base de la réponse de
détoxication et de réparation, cette analyse a aussi pour but de mettre en évidence un

marqueur potentiel de résistance a 1’ozone.

Comme le montre la figure 50, I’ozone a un fort effet sur le métabolisme primaire et
explique 26% de la variance des échantillons (PC1). De plus, chez le génotype le plus
résistant, Carpaccio, I’effet de I’ozone n’est visible qu’a partir de la 3™ date de prélévement
(11°™ jour de traitement), tandis que chez Robusta et Cima, la séparation entre les deux

traitements est déterminée dés le premier prélévement (2

jour de traitement). Un effet
temps au sein des échantillons soumis au traitement ozone est responsable de 16.5% de la
variance des échantillons (PC2). Parmi les modifications observées, on note une augmentation
de la plupart des métabolites impliqués dans le cycle de Krebs (Fig. 51), ce qui est cohérent
avec une forte activité respiratoire. Une des modifications majeures des métabolites primaires

en réponse a 1’ozone est 1’accumulation de sucres (glucose, fructose, galactose, raffinose,

mannose, sucrose) (Fig. 52).

Les sucres solubles sont trés sensibles aux stress environnementaux qui agissent sur
I’apport de glucides des organes-sources vers les organes-puits (Rosa ef al., 2009). La hausse
des concentrations en sucre solubles dans les feuilles en réponse a I’ozone peut étre due a une
inhibition de la mise en réserve du carbone et a une inhibition de I’export en carbone
nouvellement assimilé (Einig et al., 1997; Dizengremel, 2001). Les sucres solubles, en plus de
leur réle en tant que ressource métabolique et constituants cellulaires, agissent comme

signaux de régulation du métabolisme en réponse aux facteurs environnementaux. L’ozone
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Résultats

entraine une hausse des besoins en glucides et une baisse de I’assimilation en carbone. Des
changements physiologiques et biochimiques se mettent alors en place pour permettre de
soutenir les besoins prioritaires de la respiration et des processus métaboliques nécessaires
pour faire face au stress, comme dans le cas de 1’0ozone, les processus de détoxication et de
réparation. Les sucres solubles agissent comme molécules de signal régulant I’expression de
geénes, et principalement ceux impliqués dans la photosynthése, le métabolisme du sucrose et
la synthése d’osmolytes (Gupta et al., 2005). Les sucres solubles sont des signaux distincts et
n’agissent pas tous de la méme manicre. Le sucrose et le glucose en plus de leur rdle
osmoprotecteur servent de substrat a la respiration cellulaire. Le glucose peut alimenter les
hexokinases mitochondriales et chloroplastiques afin de réduire la production de ROS dans
ces compartiments cellulaires (Valluru et Van den Ende, 2011). Le fructose, quand a lui,
pourrait étre 1i€, par I'intermédiaire de la production d’erythrose-4-Phosphate, a la synthese de
métabolites secondaires comme la lignine ou les composés phénoliques dont la synthése est
induite par I’ozone (Hilal et al., 2004). Le raffinose et le galactinol pourraient agir comme
détoxiquants lorsqu’ils sont accumulés lors d’un stress, notamment au sein des chloroplastes

(Nishizawa et al., 2008; Valluru et Van den Ende, 2011).

Or, le génotype le plus résistant (Carpaccio) se caractérise par des concentrations
constitutives en sucre (notamment glucose, fructose, mannose et galactose) plus importantes
que les deux autres génotypes. La disponibilité en sucres solubles plus importante peut
s’aveérer un facteur de résistance au stress ozone, grace aux caractéristiques antioxydantes de
certains sucres, mais aussi pour pouvoir répondre plus facilement aux besoins nécessaires a la

réparation et a la détoxication.
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Conclusion et perspectives

Dans les années a venir, une augmentation des concentrations de fond en ozone
troposphérique est prédite du fait de la production par I’activité humaine d’oxydes d'azote
(NOy) et de composés organiques volatils (VOC;), mais aussi du fait de I'augmentation
des températures de la planéte qui favorise les réactions photochimiques. Conscients des
enjeux liés a cette hausse, les pouvoirs politiques, dont les instances européennes, tentent
de limiter ces productions afin de limiter les conséquences économiques et
environnementales. Pour ce faire, un certain nombre d’indicateurs de seuil de risque
aident a déterminer les concentrations en ozone a ne pas dépasser pour ne pas engendrer
d’effets déléteres pour la santé humaine, mais aussi pour la végétation. Néanmoins, si des
indicateurs de seuil de risque pour la végétation basés uniquement sur les concentrations
en ozone troposphérique, tels que I’AOT40 ou le SUM60, donnent une indication du
danger, les indicateurs mesurant les flux d’ozone par le calcul de la conductance
stomatique, tels que le CUO, I’ AFstY ou le POD, permettent quand a eux de déterminer le
risque d’exposition. En revanche, pour évaluer le risque réel encouru, il faut mesurer le
flux effectif d’ozone qui prend en compte les deux moyens de défense mis en ceuvre par
les plantes, a savoir : la régulation de la conductance stomatique et les processus de

détoxication.

L’objectif principal de cette theése était de donner des pistes d’amélioration de
I’estimation des seuils de risque a 1’ozone pour la végétation en approfondissant nos
connaissances sur les effets de ’ozone sur la régulation stomatique et les processus de
détoxication. De plus, I’¢étude de trois génotypes de peuplier euraméricain, caractéris€s par
une sensibilité plus ou moins forte a I’ozone, avait pour but de définir un ensemble de

marqueurs de tolérance.

Les indicateurs de seuils de risque utilisant les flux d’ozone sont basés sur 1’utilisation
de modeles de prédiction de conductance stomatique, car les mesures de conductance
stomatique en continu sur le terrain ne sont pas réalisables. Deux grands types de mod¢les
de conductance stomatique existent. Parmi ceux-ci, I’'un des principaux est le modéle de
« Ball-Berry » (Ball et al., 1987) qui se base sur I’assimilation nette de CO,, tandis que
d’autres, tels que le modele de «Jarvis » (Jarvis, 1976), représentent la conductance
stomatique comme le produit de la conductance maximale, relevée dans la littérature, par
des fonctions réductrices décrivant la réponse de la conductance stomatique aux facteurs

environnementaux et phénologiques. Il est admis qu’en plus de dommages visuels,
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I’ozone impacte les processus physiologiques entrainant une baisse différente de la
conductance stomatique et de 1’assimilation de CO, (Wittig et al., 2007). Ainsi, il a été
observé un découplage entre les deux (Lombardozzi et al., 2012). Comme nous 1’avons
aussi montré (Dghim et al., 2012), I’ozone impacte directement la photosynthése, en plus
de la conductance stomatique, en induisant une modification de I’activité des enzymes
carboxylantes (Rubisco et PEPC) et en modifiant, chez les espéces les plus sensibles, la
disponibilit¢ en NADPH, ce qui pourrait ralentir la régénération du
RibuloseBisPhosphate. La relation étroite liant 1’assimilation et la conductance stomatique
n’est donc plus valide en présence d’ozone et rend les modeéles de prédiction de la
conductance stomatique utilisant cette relation, tels que le modéle de Ball-Berry,
inadaptés. De la méme maniére, nous avons montré que 1’ozone modifie la réponse des
stomates aux variations de différents facteurs environnementaux (Dumont et al., 2013). La
encore, les fonctions sur lesquelles se fondent les modéles multiplicatifs de prédiction de
conductance stomatique ne sont plus valides lors d’un stress ozone et rendent les modeles
incertains. Cependant, ces modéles peuvent étre améliorés pour prendre en compte les
effets directs de 1’ozone sur la photosynthese et sur la réponse stomatique aux variations
de parametres environnementaux (Pleijel ef al, 2002 ; Danielsson et al. 2003 ;
Lombardozzi et al., 2012). Nous avons montré que [’utilisation d’une conductance
maximale fixe est inappropriée car celle-ci est réduite par 1’ozone et qu’il faudrait
paramétrer chaque fonction réductrice avec une fonction ozone pour traduire les
ralentissements d'ouverture et de fermeture observés. De plus, nous avons mis en évidence
que chez Robusta, le génotype le plus sensible, 1’0zone n’induit pas de ralentissement
supplémentaire, celui-ci ayant des vitesses initiales de réponse tres lentes. Il faut donc
poursuivre les études visant a caractériser plus finement ces effets, pour définir ces
nouvelles fonctions et vérifier que notre étude soit transposable sur des arbres plus agés,

en conditions naturelles et sur d’autres especes.

Afin de définir précisément I’effet de 1’0zone sur les mouvements stomatiques, il
convient de comprendre les étapes altérées en amont qui entrainent le ralentissement de
I’ouverture et de la fermeture des stomates en réponse a différents stimuli. Nous avons
montré que les flux ioniques dans les cellules de garde sont modifiés sous ozone et que
I’expression des genes des canaux calciques vacuolaires était fortement inhibée. Ainsi, il

est important de vérifier si les perturbations des flux ioniques concernent majoritairement
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certains compartiments cellulaires en mesurant le contenu minéral de chaque
compartiment séparément, grace a l'utilisation d’un microscope électronique a balayage a
haute résolution (a effet de champ), couplé a des platines de cryofracture pour éviter les
mouvements d'éléments solubles et mobiles. De plus, une étude de cinétique journaliere
compléte (jour + nuit) permettrait de tester un éventuel effet d’accumulation de certains
ions sous stress ozone. Enfin, les flux d’ions aboutissant a des flux d’eau, 1’0zone pourrait
aussi agir sur les aquaporines qui sont principalement des canaux plasmiques et
tonoplastiques (PIP, TIP) facilitant les mouvements d’eau. L’expression des geénes de
cette large famille de protéines semble régulée sous I’effet de différentes contraintes
abiotiques (Cohen et al., 2013). Elle pourrait donc 1’étre aussi par 1’ozone au sein des

cellules de garde et ainsi modifier les vitesses d’ouverture et de fermeture des stomates.

Pour améliorer les indicateurs de seuils de risque, il faut aussi prendre en compte les
processus de détoxication qui limitent les effets biologiques dus a I’ozone. Pour tenir
compte de la part d’ozone détoxiquée, les indicateurs incluent un seuil de concentration en
ozone dans leur calcul. Néanmoins, les capacités de détoxication variant d’une espéce a
une autre, d’un génotype a un autre, le seuil ne peut étre fixe. Il faut donc intégrer
différemment les processus de détoxication dans le calcul des indicateurs de seuils de
risque. L ascorbate apoplastique est le premier acteur de la détoxication a agir sur les ROS
produits par I’ozone. Certains mod¢les se basent donc sur les concentrations en ascorbate
pour essayer de représenter la détoxication (Tuzet ef al., 2011). Néanmoins, ces modeles
restent limités, puisque I’ascorbate apoplastique n’est pas le seul métabolite impliqué dans
les processus de détoxication. Les acteurs de la détoxication sont nombreux, et nous avons
mis en évidence que la capacité de détoxication résulte de la combinaison de facteurs
multiples, tels que les concentrations de différents antioxydants, leur régénération,
I’activité d’enzymes détoxifiantes. Il faut cependant rappeler que la sensibilité a I’ozone,
si elle peut étre due a une mauvaise régulation de la conductance stomatique, a des
conductances maximales plus importantes, ou a des capacités de détoxication trop faibles,
elle peut aussi étre limitée par une forte disponibilité en ressources énergétiques et une
bonne remobilisation des ressources. Dans 1’absolu, 1’ensemble de ces parametres
devraient étre pris en compte afin d’obtenir un modele le plus proche possible de la réalité

physiologique des végétaux, mais I’intégration de multiples mécanismes ne semble pas
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étre applicable a de grandes échelles de temps et d'espace car nécessitant trop de

paramétrages.

Les différences de tolérance sont difficiles a appréhender du fait de la complexité des
mécanismes mis en jeu. Robusta, le génotype de peuplier le plus sensible parmi les trois
que nous ayons ¢tudiés, se caractérise par une chute de feuilles précoce et importante.
D’apres nos résultats, sa sensibilité peut s’expliquer par différents facteurs. Au niveau
stomatique, il se distingue par une conductance stomatique plus élevée et surtout par des
vitesses de réactions tres faibles. La lenteur de ses réponses ne lui permet pas de tirer
partie des conditions favorables au cours d’une journée et entraine probablement des
pertes en eau plus importantes et une entrée d’ozone plus forte. De plus, il n’arrive pas a
maintenir un pool de NADPH nécessaire au processus de régénération des antioxydants,
dont I’ascorbate, laissant s’accumuler la forme oxydée. Carpaccio, a I'inverse, est le
génotype le plus résistant que nous ayons étudié. Sa tolérance se traduit par la
combinaison de nombreux facteurs de résistance, tant au niveau stomatique qu’au niveau
métabolique. Il se caractérise par des vitesses de réponse des stomates rapides, lui
permettant de saisir toutes les opportunités pour perdre le moins d’eau possible, laisser
entrer peu d’ozone et assimiler suffisamment de carbone. A ceci s’ajoute de bonnes
capacités de détoxication avec notamment des concentrations constitutives en ascorbate et
en glutathion importantes. Il arrive a maintenir un pool de NADPH suffisant pour
régénérer ses antioxydants. Il dispose aussi constitutivement de concentrations en sucres
plus importantes et remobilise fortement ses acides aminés vers les processus de
réparation et de détoxication, tout en trouvant des ressources énergétiques alternatives.
Cima quant a lui, se définit par un niveau de sensibilité intermédiaire entre Carpaccio et
Robusta, avec une réduction de biomasse toutefois importante. Les facteurs justifiant sa
sensibilit¢ sont moins clairs que pour Robusta. En effet, contrairement a Robusta, il
cumule certains facteurs de tolérance comme des concentrations constitutives en ascorbate
importantes, un maintien des formes réduites de 1’ascorbate et du glutathion, des vitesses
de réactions des stomates importantes. Néanmoins, il semblerait que Cima se distingue de
Carpaccio par une ressource primaire plus faible, notamment au niveau des sucres, et par
un profil en composés phénoliques particulier, qui pourrait constituer un pool antioxydant
moins performant, bien que cette hypothése nécessite d’étre vérifiée. Ainsi, la notion de

résistance a I’ozone résulte bien de la combinaison de marqueurs de tolérance multiples.
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En ne prenant pas ses facteurs dans leur globalité, on ne peut donc pas prédire la tolérance

d’un génotype.

Cette these aura permis de mettre en évidence des pistes a suivre pour I’amélioration
des seuils de risque a 1’ozone pour la végétation, en approfondissant les connaissances
concernant les effets de 1’ozone sur la régulation stomatique et concernant les processus
de détoxication. L’importance du métabolisme primaire en soutien aux mécanismes de
détoxication et de réparation a été soulignée et nous avons montré que les phénomenes de
tolérance ou de sensibilit¢ a 1’ozone, ne peuvent étre appréhendés que par une étude
approfondie avec un point de vue global sur tous ces facteurs. Les conclusions de ces
travaux nécessitent d’étre confirmées en conditions naturelles, toutes les expériences ayant
¢été conduites en conditions controlées. Il faudrait aussi vérifier leur pertinence au sein
d’autres espeéces et sur des arbres plus agés. Dans notre étude, 1’ozone seul, a des
concentrations correspondant a un stress chronique, a été étudi¢ pour nous permettre de
comprendre finement les mécanismes de réponse a ce stress, mais il est important de noter
que les prédictions face au changement climatique indiquent entre autre, une tendance a
une augmentation des températures, des concentrations en CO; et de la fréquence des
sécheresses, ainsi que de leur intensité. Différentes études se sont intéressées aux
interactions entre 1’ozone et d’autres stress, comme le fort CO, ou la sécheresse (Matyssek
et al., 2006; Imai et Kobori, 2008; Kontunen-Soppela et al., 2010; Lindroth, 2010; Iyer et
al., 2013). Les interactions entre différents stress dépendent de 1’intensité de ces derniers,
de leur durée, mais aussi de I’ajustement temporel des uns par rapport aux autres. La
chronologie peut avoir un effet non négligeable du fait des variations du métabolisme au
fil des saisons pour répondre a des besoins saisonniers. Deux stress en interaction peuvent,
en fonction des scénarios, avoir des effets antagonistes, additifs ou synergétiques. Si ’on
prend I’exemple de I’interaction ozone/sécheresse, au printemps nous observons souvent
une hausse des concentrations en ozone, du fait de ’augmentation de ’éclairement, des
températures et des émissions biologiques des Composés Organiques Volatils (COV), qui
peut impacter le comportement stomatique et induire une faiblesse pour lutter contre les
sécheresses de 1’été. Les effets d’une sécheresse aprés un stress ozone seraient donc
amplifiés par celui-ci. A I’inverse, une sécheresse précoce provoquerait une fermeture des
stomates qui pourrait limiter les flux entrant d’ozone et avoir ainsi un effet protecteur.

Neéanmoins, ces deux stress induisent une perte de biomasse et auront donc, au final, quel
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que soit le scénario, un effet délétére (Matyssek et al., 2006). Comprendre les mécanismes
de chaque stress indépendamment est primordial pour pouvoir ensuite interpréter
correctement les études de stress combinés; ceci pour étre capable de prédire la réponse de
la végétation au changement climatique, pour pouvoir prendre des mesures politiques dans
le but de protéger les écosystémes et pour adapter les pratiques forestiére et agricole afin

de limiter les pertes économiques.
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I. PROTOCOLE DU DOSAGE DE L'ASCORBATE ET DU
GLUTATHION (FORMES OXYDEES ET REDUITES) EN

MICROPLAQUE

La vitamine C et le glutathion ne sont pas stables surtout a température ambiante, par
conséquent essayer de travailler rapidement et laisser les extraits sur la glace. FAIRE LES
PLAQUES LE MEME JOUR QUE L'EXTRACTION et commencer par l'ascorbate. On peut

cependant doser les extraits pour le glutathion pendant 1 semaine s'ils sont stockés a -80°C.

1 roborack = 21 blancs, 3 extraits de référence (extrait dont on connait la teneur en ascorbate
et glutathion), 72 échantillons. Pour chaque roborack d'extraction, faire 2 plaques de dosage

(réplica technique).

Attention, pour chaque produit pipeté par le robot, compter 15mL supplémentaire de volume

mort!
5. EXTRACTION

- Peser dans des tubes micronics 1 mL 20 mg d'échantillon. Attention a ne pas laisser
I'échantillon décongeler. Plonger le tube dans 1'azote liquide, vider 1'azote et faire la tare.
Mettre 20 mg de poudre et attendre la stabilisation, replonger aussitot dans 1'azote. Une fois

les roboracks préts, les stocker a -80°C

- Mettre un petit film d'azote dans une cuvette et y disposer le roborack. Décapsuler les tubes.
Attention a ne pas décongeler les échantillons. Ne pas hésiter a remettre le roborack sur

l'azote. Une fois décapsulés, mettre a -20°C

- Mettre la centrifugeuse a 4°C et préparer le robot, remplir une cuve avec de l'acide

métaphosphorique 5%. Lancer le programme, et apporter les roboracks quand nécessaire.

Le robot va ajouter a chaque tube 400 puL d'acide métaphosphorique 5% gardé au préalable

dans la glace. Il va ensuite agiter.

- Vérifier que l'agitation était suffisante. Sinon, capsuler les tubes de nouveaux pour les agiter

manuellement.
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- Centrifuger 10 min a 4°C a 4000 g (puissance max). Une fois centrifugés, remettre dans la

glace.

Solution a préparer

Acide métaphosphorique 5% (5 g dans 100 mL d'eau), se conserve 1 mois a 4°C

6. DOSAGE ASCORBATE

- Placer 4 fois plus de plaques numérotées que de nombre de roboracks d'extraits sur le robot.

- Préparer une cuvette de NEM 0.5%, une cuvette de DTT 5 mM et une cuvette de tampon

phosphate 0.4 M pH7.4

- Remplacer 6 blancs par une gamme ¢étalon:

Ascorbate (nmol) dans le puit 0 5 10 15 20 30

Ascorbate 5 mM (uL) 0 25 50 75 100 | 150

Acide métaphosphorique 5% (uL) | 500 | 475 | 450 |425 |400 | 350

Le robot va déposer 20 pL. d'extrait dans chaque plaque. Il va ajouter 20 uL de tampon

phosphate dans la moitié des plaques et 20 uL. de DTT dans l'autre moitié. (Commence par

une plaque Tampon puis une DTT et ainsi de suite)

- Mettre les plaques a incuber 20 min a 37°C. Pendant ce temps, préparer le mix A+B.

Remplacer la cuve de tampon par une cuve d'eau.

- Remettre les plaques sur le robot dans le bon ordre. Il va ajouter 10 uL. de NEM sur les

plaques DTT et 10 uL d'eau sur les autres.
- Laisser incuber 1 min a température ambiante.

- Ajouter sous hotte 80 pL par puits de réactif A+B. Attention ne pas trop exposer a la

lumiére.
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- Laisser incuber 40 min a 37°C.
- Lire sur lecteur de plaque a 550 nm

Les plaques avec le DTT permettent de doser 1'ascorbate + le déhydroascorbate. Les plaques

sans DTT ne dosent que la forme réduite de 1'ascorbate.

Solution a préparer

- 0.4 M Tampon phosphate pH 7.4:

(a)Na,HPO4 12H,0 (35.8 g+250 mL d'eau) (di-sodium hydrogen orthophosphate 12-
hydrate. BDH cat No. 102 485B)

(b)NaH,PO4, 1H,0 (5.52 g + 100 mL d'eau) (sodium dihydrogen orthophosphate 1-
hydrate. BDH cat no. 102454R)

Ajouter (b) a (a) pour étre a pH7.4, se conserve 1 mois a 4°C, utiliser a température ambiante
- Acide métaphosphorique 5% (5 g dans 100 mL d'eau) : se conserve 1 mois a 4°C

- 5 mM DTT (agent réducteur) : dissoudre 8 mg DTT (dithiothreitol) dans 10 mL de 0.4 M
tampon phosphate pH7.4. Peut étre stocké a -20°C par aliquots de 1.2 mL ou par 15 mL

- 0.5% NEM (N-ethylmaleimide) (retire le DTT en exces) : 50 mg NEM dans 10 mL d'eau (A

utiliser sous hotte!). Peut étre stocké a -20°C par aliquots de 0.6 mL ou par 15 mL
- Réactif coloré :
(A) H3PO4 + FeC13

18.5 mL d'acide orthophosphorique 85% + 31.5 mL d'eau. (Attention, on en donne jamais a
boire a un acide!). Ajouter 0.3 g de Ferric Chloride (=0.6%)

(B) 4% 2,2 bipyridyl

1 g dans 25 mL
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Chaque réactif est stable a température ambiante dans le noir pendant 2 a 3 semaines MAIS
PAS LE MELANGE DES DEUX. Préparer le réactif colorant chaque jour au dernier moment
en ajoutant 2.2 mL de (A) 2 0.8 mL de (B)

- 5 mM d'acide ascorbique : 1 mg/mL d'acide métaphosphorique, stocker a -20°C

Références

Gatzek, S., Wheeler, G.L., and Smirnoff, N. (2002). Antisense suppression of L-galactose
dehydrogenase in Arabidopsis thaliana provides evidence for its role in ascorbate synthesis

and reveals light modulated 1-galactose synthesis. Plant J 30, 541-553
Kampfenkel, K., Van Montagu, M., and Inze, D. (1995). Extraction and determination of
ascorbate and dehydroascorbate from plant tissue. Anal Biochem 225, 165-167.

7. DOSAGE GLUTATHION

- Placer 4 fois plus de plaques numérotées que de nombre de roboracks d'extraits sur le robot.
- Remplacer 6 blancs par une gamme ¢étalon GSH:

- Prendre 10 uL GSH 10 mM dans 990 pL d'eau (0.1 mM final). Mettre 500 pL d'acide
métaphosphorique dans 6 tubes. Ajouter 500 uL de GSH 0.1 mM dans le premier (50 uM
final), prélever de ce tube 500 pL et les mélanger avec le suivant. Procéder a cette dilution en

cascade pour tous les tubes sauf le 0 pour avoir :

Concentration (uM) | 50 | 25 12.5 6.25 |3.12 |0

nmol par puit 0.5 1025 |0.125 [0.06 [0.03 |0

- Faire de méme avec une gamme étalon GSSG mais a partir de: 25 pL GSSG 4 mM dans
975 ul d'eau (0.1 mM final)

Le robot va prélever 10 pL d'extrait pour chaque plaque.

- Ajouter 1 ul. de VPD 0.4 M a la moitié des plaques

- Mettre toutes les plaques a incuber 1 h a RT
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- Pendant ce temps, préparer le tampon 1X: pour 24 mL: 5.2 mL de KH2/K2H 0.5 M pH7 +
0.24 mL EDTA 0.5 M + 18.56 mL d'eau

- Préparer 1a GR : 8 uL de GR dans 492 pL de Tp 1X
- Préparer le NADPH (2 mM) : 200 uL de 50 mM dans 4.8 mL de Tp 1X
- Préparer le DTNB

- Préparer le MIX : M¢élanger 16mL de tampon 1X + 460 uLL. de GR + 460 uL. de DTNB. Ne

pas mettre le MIX dans la glace et faire au dernier moment
- Mettre une cuve avec le MIX et une plaque PCR avec du NADPH sur le robot

Le robot va ajouter 150 uL de MIX en agitant. Il ajoute ensuite 5 ul. de NADPH plaque par

plaque avec entre chaque plaque un message demandant s'il passe a la suivante.
- Prendre chaque plaque, l'agiter et lire toutes les 30 sec pendant 10 min a 405 nm.

Solution a préparer

- 0.5 M tampon phosphate pH7:
(a) K;HPO4 12H, 04 0.5 M
(b) KH,PO4 1H, 04 0.5 M
Ajouter (b) a (a) pour €tre a pH7. Se conserve 1 mois a 4°C, utiliser a température ambiante
- EDTA 0.5 M pH7 : Se conserve 1 mois a 4°C
- Acide métaphosphorique 5% (5 g dans 100 mL d'eau) : Se conserve 1 mois a 4°C

- Glutathion Réductase : 100 U/220uL (Baker yeast (Sigma) dans 3.6 M (NH4)>SO4, pH7

0.1 mM DTT) et a bien mélanger avant de prélever. Se conserve 1 mois a 4°C

- Stock glutathion réduit (GSH) 10m M : 3 mg (PM 307.3 g/mol) dans 1 mL d'eau. Se

conserve a -20°C

- Stock glutathion oxydé¢ (GSSG) 4 mM : 2.45 mg (PM 612.6 g/mol) dans 1 mL d'eau. Se

conserve a -20°C
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- DTNB (5,5'Dithio-2-nitro benzoic acid) 1.5 mg/mL: Préparer frais au dernier moment dans

DMSO. Conserver pendant le dosage a RT

- NADPH 50 mM : 41.7mg (PM 833.4 C,; HysN7NasO,7P; anhydre) dans 1 mL NAOH
50 mM. Se conserve a -20°C

II. PROTOCOLE D’EXTRACTION ET D’ANALYSE PAR HPLC

DES CAROTENOIDES

Toutes les étapes doivent étre réalisées dans I’obscurité (lumiere rouge sombre). Stocker les

échantillons sous atmospheére azotée.

- Peser environ 10 mg de materiel vegetal broyé dans un tube Eppendorf (Le poids précis doit

étre connu).

- Ajouter 1000 pL. de méthanol contenant 0.01% de BHT (butylated hydroxytoluene)
- Ajouter 20 pL de 1 mg/mL B—apo-caroten-8-al dans de I’hexane contenant 0.01% de BHT.
- Vortexer a 4 °C a 1400 rpm pendant 10 min.

- Centrifuger a 12000 rpm pendant 5 min a 4°C.

- Prendre le surnageant et commencer a le sécher sous atmosphere azotée.

- Ajouter 1000 uL d’hexane contenant 0.01% de BHT.

- Vortexer doucement a 4°C a 1400 rpm pendant 10 min.

- Centrifuger a 12000 rpm pendant 5 min a 4 °C.

- Mettre en commun les surnageants.

- Sécher les surnageants sous atmosphere azotée.

- Dissoudre les surnageants désséchés dans 600 pL de dichlorométhane.

- Ajouter 1.4mL de mélange acétonitrile:méthanol (6:1), les proportions finales de

ACN:MeOH:DCM seront 60:10:30.
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- Prélever deux aliquots de 400 uL dans des bouteilles opaques. Lancer I’analyse d’un des

deux sous HPLC.

- Sécher I’autre sous atmosphére azotée et le stocker a — 20 °C.

HPLC-MS

Volume d’injection 10 pL, colonne Kinetex 2.6 u CI18 (150 x 4.6 mm), flux 1.6 mL/min,
température de colonne 25°C, température de plateau 4°C, détection UV a 240-700 nm. A:
ACN-MeOH (75:25, v/v), B= ACN-MeOH-dichlorométhane (75:10:15, v/v/v), avec un
gradient de 0% B a 50% B en 4 min, isocratique 50% B pendant 6 min et 9 min
d’équilibration avec 0% B avant 1’échantillon suivant. APCI en mode positif, balayage total

des ions de 300-1000 m/z.

III. PROTOCOLE D’ ANALYSE DES SUCRES, COMPOSES

PHENOLIQUES ET ACIDES AMINES

I. EXTRACTION
- Transférer 30mg de matériel végétal dans un tube Eppendorf de 2mL et le plonger dans de
I’azote liquide.

- Broyer les échantillons avec une spatule refroidie au préalable dans de ’azote liquide.

Ajouter une bille métallique refroidie au préalable.

- Broyer les échantillons dans les tubes Eppendorf insérés dans des blocs froids dans un
TissueLyser 3 fois pendant 15 s avec une vitesse de 20 fois/s la premiere fois puis 24 fois/s.
Entre les broyages, refroidir les échantillons dans de 1’azote liquide et mélanger les

échantillons.

- Faire un blanc avec seulement du solvant et le mélange de standards internes chaque jour.
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- Ajouter 650 pL de 0.005% de BHT dans 80% de MeOH. (Dégazer le solvant chaque jour

apres usage sous atmospheére azotée pendant 5 min et stocker a -20°C).

- Ajouter 200 pL de mélange de standards internes (Pour faire le mélange : 2 mL de 1 mg/mL
d’acide benzoique-d5 dans 1:1 MeOH:H,O, 2 mL de 1 mg/mL D-glucose-C13 dans 1:1
MeOH:H,0,, 1 mL de biochanin A dans 100% de MeOH, 600 puL de 2.8 mg/mL glycerol-d8
dans 1:1 MeOH:H,O et 1 mL de 0.1 mg/mL d’alanine-d3 dans 1:1 MeOH:H,O).

- Secouer 15 sec avec le TissueLyser.

- Ajouter de nouveau 650 pL de 0.005% de BHT dans 80% de MeOH et mélanger pendant
15 sec avec le TissueLyser. (Dégazer le solvant chaque jour aprés usage sous atmosphere

azotée pendant 5 min et stocker a -20°C).

- Extraire 15 min a 4°C a1400 rpm.

- Centrifuger pendant 2 min a 10°C a 12000 rpm (environ 13500 g).
- Prélever le surnageant et le garder sur la glace.

- Ajouter 2 fois 650 pL de 0.005% de BHT dans 100% de MeOH.

- Vérifier que I’échantillon est bien mélanger dans le solvant et mélanger 15 sec avec le

TissueLyser.

- Faire une seconde extraction de 5 min a 4°C a 1400 rpm.

- Centrifuger a 12000 rpm (environ 13500 g) pendant 2 min a 10°C.
- Combiner les surnageants.

Les aliquots de surnageants qui seront utilizes pour les analyses de composes phénoliques et
les analyses en GC doivent étre compleétement évaporés a sec le jour méme de 1’extraction.
Prendre deux aliquots de 150 pL pour les analyses en GC, deux aliquots de 150 uL pour les
analyses d’acides aminés et deux aliquots de 500 pL pour les analyses de composés
phénoliques. Vérifier la température d’évaporation (30°C). Il est important qu’aucun résidu

d’eau ne reste pour les analyses en GC.
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Les échantillons sont stockés dans des flacons en verre. Dégazer les échantillons avec un jet
d’azote avec la fermeture du flacon. Les échantillons peuvent étre stockés a -70°C jusqu’aux

analyses mais pas plus d’un mois pour les analyses en GC.

2. ANALYSE DES SUCRES

Apres avoir sorti les échantillons du congélateur:
- Laisser a température ambiante pendant une heure avec d’ouvrir les flacons.

- Ajouter 20 uL de standard de temps de rétention (C7-C40 alcanes saturés dans de 1’hexane,

Sigma). Assécher (évaporation rapide)

- Ajouter 80 uL. de MAHC (20 mg/mL de methoxyamine hydrochloride dans de la pyridine,

faire le mélange chaque jour), laisser dériver 90 min a 37°C.

- Ajouter80 uL de MSTFA (N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoro-acetamide), laisser

dériver60 min a 37°C. Transférer les échantillons dans des inserts et lancer I’analyse.

Notes: Les échantillons sont extraits et analysés dans un ordre aléatoire. L utilisation d’azote
liquide nécessite le port de gants de protection au dessus des gants normaux. Apres avoir pesé

le MAHC, bien nettoyer la balance car il est corrosif.
GC/MS

Volume d’injection: 1 pl, injection a debit divisé avec un ratio supérieur a 1:50, colonne:
Restek, USA Rxi®-5Sil MS 30 m, 0.25 mmID, 0.25 pm df avec 10 m Integra-Guard, Cat #
13623-127, serial # 870087, température d’injection 260°C, température d’interface 280°C,
température de la source ionique 230°C, MS Quad 150°C, programme de température du
four : 2 min isothermique 60°C, puis 10°C/min jusqu’a 325°C, 6 min a 325°C et 7 min pour
équilibrer a 60°C entre chaque analyse. Flux d’hélium 1 mL/min, plage de détection m/z 50-
550, délai du solvent: Acétate d'éthyle (bouteille 1) et hexane (bouteille 2) sont utilisés pour
nettoyer 1’aiguille plus fois avant et apres injection. Les échantillons de peuplier sont « sale »,
La gaine doit étre changée tous les deux jours. L’aiguille et le canon doivent étre lavés a

I’acétone tous les jours. Laisser sécher a 1’air libre.
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3. ANALYSE DES COMPOSES PHENOLIQUES

- Diluer les aliquots dans 250 uL de MeOH et 250 pL d’eau, lancer ’analyse

- Ajouter le PDA et le Corona dans la configuration — vérifier la taille de la boucle de

I’échantillon.

C :0.1% d’acide formique dans de I’eau

D : 0.1% d’acide formique dans de ’acétonitrile

Flux : 1.1 mL/min

Entre chaque analyse:

- Vérifier que toutes les analyses aient réussies

- Vérifier qu’il reste suffisamment de place sur le disque dur

- Vider la bouteille poubelle

- Nettoyer la surface dans le bouclier ionique avec 50:50 MeOH:H,0
- Purger les canaux

- Nettoyer avec 98% d’acétonitrile et 0.1% de formique acide pendant 15 min a 0.4 mL/min
puis avec du meOH pendant au moins 30 min jusqu’a ce que la colonne semble propre

(vérifier sur le PDA : Direct control- Start data-zero data. Les lignes doivent étre stables)
- Nettoyer le spectrometre de masse avec 50:50 MeOH:H,0 a 0.2 mL/min pendant 10-20 min
- Laisser le spectrometre de masse allumer 5 min de plus avec un flux nul.

- Laisser la phase soluble se stabiliser avant de lancer une nouvelle analyse (environ 10 min)

et vérifier de nouveau sur le PDA la stabilisation.
- Vérifier que le Corona donne une ligne de base inférieure a 0.5 pA
- La pression de départ doit toujours rester la méme (dépend de la colonne)

- Laisser les appareils en veille apres les analyses chaque jour.
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S’il n’y a pas d’analyses prévues pendant une journée, ne pas oublier de vider la bouteille
poubelle aprés le nettoyage, éteindre le spectrométre de masse, éteindre les lampes du PDA.
Dans le cas ou aucune analyse n’est prévue pendant plus d’une journée, éteindre le Corona.
Quand toutes les analyses sont finies, purger les canaux utilisés (C et D) avec de 1’eau
Millipore. Nettoyer les filtres des bouteilles de solvant dans un bain a ultrasons avec de 1’eau
Millipore puis 5 min dans du MeOH. Si un filtre avec de 1’acétonitrile est mis directement

dans une solution contenant des sels, il s’encrasse.

Ne pas oublier de lester les pompes binaires une fois par semaine. L’azote doit étre coupé
pour le Corona avant de vider les bouteilles poubelles du Corona. Le MS doit étre calibré une

fois par mois, pour cela :

- Préparer un mélange frais de calibration, les solutions de stockage peuvent étre utilisées

pendant 4 mois si elles sont gardées a 4°C.

- Utiliser la seringue réservée a cette usage.

- Régler la position de la sonde

- Régler a 195.1 et sauvegarde le fichier de réglage.

- Autocalibrer et nettoyer toutes les surfaces et tuyauteries apres calibration.
4. ANALYSE DES ACIDES AMINES
- Appliquer exactement le protocol établit par le producteur du kit EZ :faast (sauf pour le

volume de réactif 1 50 pL au lieu de 100 pL). Brieévement :

- Sortir les réactifs du frigo

- Sortir les échantillons du congélateur -20°C

- Préparer le mélange 3A-3B dans la bouteille & bouchon rouge

ex: 8 échantillons préparer pour 9 (avec le blanc) 1200 uL (3A) et 800 uL (3B)
- Mettre un flacon allongé / échantillon +1 et les identifier

- Mettre 100 pL d'échantillons sauf pour le blanc
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- Ajouter 50 uL dans tous de Reéactif 1

- Mettre un piston dans une seringue de 1.5 mL auquel on ajoute un embout adsorbant dans

chaque flacon

- Aspirer doucement par étape jusqu'a ce que tout passe dans la seringue

- Mettre 200 uL de R2 (washing solution) dans le flacon

- Aspirer doucement

- Détacher I’embout et le laisser dans le flacon. Vider les seringues et les mettre a laver
- Ajouter 200 puL du milieu d'élution préparé le jour méme

- Insérer les embouts sur des seringues de 0.6 mL avec le piston a moitié enfoncé

- Aspirer jusqu'au filtre et expulser

- Refaire jusqu’a ce que la totalité des billes soient expulsées

- Mettre les seringues a laver, jeter les embouts vident.

- Mettre 50 pL de R4 avec le microdoseur sans toucher les flacons

- Vortexer 8 s et attendre 1 min

- Vortexer 5 s et attendre 1 min

- Ajouter 100 pL de RS avec le microdoseur sans toucher les flacons

- Vortexer 5 sec et attendre 1 min

- Prélever la phase organique (celle du dessus) dans un flacon avec une pipette pasteur.
- Mettre les flacons a sécher moins de 10 min sous un jet d’azote

- Redissoudre dans 90 pL de phase mobile HPLC

- Transférer dans un insert, mettre l'insert dans le flacon et boucher.

- Mettre du MeOH dans un flacon sans insert et boucher.

HPLC/MS
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Pas d’utilisation de Corona ou PDA. Flux 0.28 mL/min.

C: 10 mM de formiate d'ammonium dans de I’eau

D: 10 mM de formiate d'ammonium dans du MeOH

Chaque jour a la fin des analyses :

- Vérifier que toutes les analyses aient réussies

- Vérifier qu’il reste suffisamment de place sur le disque dur

- Vider la bouteille poubelle

- Nettoyer la surface dans le bouclier ionique avec 50:50 MeOH:H,0O
- Purger les canaux

- Rincer les tétes de pompe avec de 1'eau Millipore pur lentement a l'aide d'une seringue au

moins deux fois
- Purger avec de I’eau Millipore pendant au moins 2 min

- Laver avec 98% de MeOH a 0.4 mL/min pendant au moins 30 min jusqu’a ce que la colonne

semble propre en allumant de spectrometre de masse.

- Laver le spectrometre de masse avec 50:50 MeOH:H,0 a 0.2 mL/min pendant 10-20 min.

Le tube de transfert d’ions doit étre lavé tous les jours.

- Laisser le spectrometre de masse allumé pendant 5 min supplémentaire avec un flux nul.

- Purger les canaux utilisés (C et D)

- Laisser la phase soluble se stabiliser avant de lancer une nouvelle analyse (environ 10 min)
La pression de départ doit toujours étre la méme (dépend de la colonne)

- Les appareils peuvent étre éteints apres chaque analyse.

Ne pas oublier de lester les pompes binaires une fois par semaine. Vider la bouteille poubelle

de nouveau apres avoir nettoyé€ le systéme quand il n’y a pas d’analyse a lancer le méme jour.
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Apres avoir fini toutes les analyses, nettoyer les analyses dans un bain a ultrasons avec de
I’eau Millipore puis 5 min dans du MeOH. Purger les canaux utilisés (C et D) en utilisant la
bouteille d’eau pure Millipore pendant 10-30 min. II est important de supprimer les sels avant

de changer de phase mobile.

IV. PROTOCOLE D’EXTRACTION DES ARNS AVEC LE KIT

RNEASY® PLANT MINI

- Sortir le nombre d’échantillons a extraire en une demis journée

- Préparer par échantillons : Une colonne lilas, une colonne rose, 2 tubes eppendorf 2 mL, 2

tubes collecteurs 1.5 mL
- Vérifier que le tampon RPE est prét (ajout d’éthanol)

- Prélever 550 uL de tampon RLT par échantillon et sous la hotte, ajouter 10 pL de f-

mercapto-éthanol par mL de tampon RLT.

- Mettre au maximum 100 mg de poudre dans un tube eppendorf 2 mL gardé dans 1’azote

liquide.

- Disposer tous les échantillons dans un bloc froid, tubes ouverts, pour les garder congelés en

manipulant.

- Ajouter dans chaque tube 550 pLL du mélange RLT. Vortexer a température ambiante 30sec

a 1min apres avoir mixer manuellement.

- Centrifuger 2 min a vitesse max (14500 rpm)

- Transférer la totalit¢ du surnageant sur une colonne lilas pour chaque échantillon
- Centrifuger 2 min a vitesse max (14500 rpm)

- Mettre 250 pL d’éthanol dans un nouveau tube eppendorf par échantillon, vider y

directement le lysat et jeter la colonne lilas.

- Homogeénéiser en pipetant doucement avec une P1000, et transférer au maximum 700 pL sur
une colonne rose par échantillon.
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- Centrifuger 15 s a 8000 g

- Vider le réservoir

- Ajouter 700 pL de tampon RW1

- Centrifuger 15 s a 8000 g

- Vider le réservoir

- Ajouter 500 puL de tampon RPE

- Centrifuger 15 s 2 8000 g

- Vider le réservoir

- Ajouter 500 pL de tampon RPE

- Centrifuger 2 min a 8000 g

- Jeter le tube collecteur et le remplacer par un nouveau
- Centrifuger 1 min a vitesse max (14500 rpm)

- Jeter le tube collecteur et le remplacer par un tube eppendorf 1.5 mL

- Ajouter sur la membrane directement sans la toucher 50 pL d’eau (on peut chauffer I’eau a

65°C au préalable pour améliorer le rendement)
- Centrifuger 1 min a 100 g puis 1 min a 8000 g

- Mettre les tubes dans la glace avant un dosage au Nanodrop. Si besoin, procéder a une

seconde ¢lution de 30 pL dans un nouveau tube.

V. PROTOCOLE DE TRAITEMENT DNASE I AMBION

- Calculer le volume d’extrait nécessaire pour avoir 5 ug d’ARN environ en se basant sur une

mesure au nanodrop.

- Compléter avec de I’eau pour avoir un volume final de 44 pL.
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- Ajouter 5 uLL de DNA buffer

- Ajouter 1 pLL de rDNAse |

- Mélanger doucement en retournant le tube

- Incuber pendant 20-30 min a 37°C

Ajouter 5 puL de réactif d’inactivation Dnase

- Incuber 2 min a température ambiante en mélangeant occasionnellement
- Centrifuger 1 min 30 a 10000 g

- Transférer le surnageant dans un nouveau tube.

- Aliquoter sur barette 4 puL pour le dosage au Ribogreen et la vérification a 1’expérion.

VI. PROTOCOLE DE VERIFICATION DE LA QUALITE DES

ARNS A L’EXPERION

- Préparer le gel marqué en mélangeant 65 uL de gel filtré a 1 pL de marqueur. Attention,

vortexer puis ranger tout de suite a I’obscurite.
- Mettre 1.5 pL d’échantillons en barrettes.
- Dénaturer les échantillons en mettant 2 min a 70 °C, puis conserver a 4°C

- Laver I’¢électrode en mettant 800 pL. de solution de lavage dans la puce de lavage et en

I’insérant dans la machine pendant 2 min (ensuite vider et ranger la puce de lavage)

- Laver I’¢lectrode 2 fois en mettant 800 pL d’eau dans la puce de ringage et en I’insérant

dans la machine pendant 2 min (ensuite vider et ranger la puce de ringage)

- Mettre 9 uLL de gel marqué dans le trou gs orange d’une nouvelle puce. Attention a ne pas

faire de bulle et a ne pas toucher le fond !

- Initialiser la puce dans la machine en choisissant la pression et le temps indiqués en fonction

du type de puce.
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- Mettre 9 uLL de gel marqué dans le trou gs jaune de la puce initialisée. Attention a ne pas

faire de bulle et a ne pas toucher le fond !

- Mettre 9 pL de gel NON marqué dans le trou G. Attention a ne pas faire de bulle et a ne pas

toucher le fond !

- Mettre 5 puL de loading buffer dans les puits 1 a 12 et le puit L.
- Mettre 1 pL d’échantillon dans les puits 1 a 12.

- Mettre 1 uL de ladder dans le puit L

- Mettre la plaque a vortexer

- Lire la plaque

- A la fin, ne pas oublier de refaire la procédure de nettoyage de I’¢électrode.

VII. PROTOCOLE DE DOSAGE DES ARNS EN RIBOGREEN

- Préparer le tampon TE : 1 mL de TE20X + 19 mL d’eau
- Préparer la solution Ribogreen en la diluant 200 fois dans du tampon TE

- Préparer la solution meére d’ARN pour la gamme étalon : 1 aliquot de 2 uL a 1 pg/ul +
998 uL de TE (dilution au 500X)

- Si nécessaire, diluer les échantillons pour avoir des concentrations comprises entre 10 et

100 ng/uL

- Sur une plaque, faire 3 réplicas de gamme (0, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 ng/100uL final dans
le puit)

- Déposer 50 pL d’échantillon avec 50 pL de solution Ribogreen.
- Mélanger et centrifuger quelques secondes a 2500 g

- Lire la plaque (le Ribogreen est équivalent au réglage Sybrgreen sur la machine)
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VIII. PROTOCOLE DE RETROTRANSCRIPTION AVEC LE KIT

ISCRIPT ET L’ALIEN

- Effectuer les dilutions des échantillons pour avoir 10 uL a 70 ng/uLL
- Dénaturer 5 min a 70°C et conserver dans la glace

- Procéder a la dilution de la solution mére en suivant les étapes suivantes. Mélanger 1 pL.
d’alien stock avec 59 puL d’eau (Concentration finale 5*10° copies/uL). En prendre 10 puL et y
ajouter 90 uL. d’eau. Recommencer avec la nouvelle dilution 3 fois pour avoir une

concentration finale de 5*10* copies/uL.

- Faire un mix avec 1 pL de RTase, 4 uL de buffer 5X, 3 uL. d’eau et 2 uLL d’alien dilué.
- Mettre 10 uL de MIX dans chaque échantillon

- Vortexer et centrifuger quelques secondes a 2500 g

- Procéder a une PCR avec les conditions suivantes : 5 min a 25°C, 45 min a 42°C, 5 min a

85°C et maintenir a 8°C.

IX. PROTOCOLE D’INCLUSION EN RESINE POUR

OBSERVATIONS AU MET

Matériel nécessaire :

- éprouvettes

- béchers

- barreaux aimantés
- sorbonne

- gants
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- pH metre

- pipettes automatiques

- pipettes pasteur

- capsules d’inclusion et moules
- étuve thermostatée

Produits :

- Na,HPO, anhydrous : Acros Organics réf. : température ambiante
- NaH,PO4 2 H,O Prolabo réf. : 28015.294 température ambiante

- *Glutaraldéhyde 25% EM grade, distillation purified : EMS réf. : 16210 (réfrigérateur et

congélateur)
http://www.emsdiasum.com/microscopy/technical/msds/16200.pdf

- *Acétone : Sigma (armoire a solvant)

- *Osmium tetroxide 4% aqueous solution : EMS réf. : 19150 (Réfrigérateur)
http://www.emsdiasum.com/microscopy/technical/msds/19150.pdf

- *Résine Epon Kit Embed-812/DER73 EMS réf. : 14130 température ambiante

Précautions a prendre pour la manipulation et 1’utilisation de ses différents produits :

* Ces produits sont dangereux, ils sont nocifs pour les voies respiratoires et sont irritants pour

la peau et peuvent causer de graves maladies, (voir les fiches de sécurité des produits).

Toutes les manipulations effectuées ci-dessous, ainsi que 1’utilisation des différents produits
sont a faire sous sorbonne, le port de la blouse et des gants est obligatoire, ainsi que les

lunettes de protection.

Les déchets seront ¢liminés dans les différents containers correspondants aux produits.
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Produits a préparer :

Préparation du tampon phosphate 0.2 M pH 7.2: pour 100 mL

A - NaH,P0O4 (2H,0), 0.2 M

B - NazHPO4, 0.2M

3.12 g/100 mL

2.84 ¢/100 mL

M¢élanger 28 ml de A et 72 ml de B

Préparation du fixateur :

Concentration finale | Volume (10 ml) | Volume (50 ml)
Glutaraldéhyde 25% 2,5% 1 5
Tampon phosphate 0.2 M pH 7.2 0.1 M 5 25
Eau distillée 4 20

Faire le mélange des différents produits et mettre dans la glace.

Préparation de la résine EPON

DER 736 & mL

EMbed 812 2 mL

NMA 8.9 mL

DMP 30 0.28 mL

- Mélanger les différents produits dans 1’ordre avec un barreau aimanté, en les ajoutant les uns

apres les autres. Conserver le mélange a 4°C. Sortir la résine a température ambiante avant de

I’utiliser, voir la mettre quelques minutes a 1’é¢tuve a 50 °C. Ne pas agiter trop fortement, il

faut éviter les bulles.
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- Une faible quantité de fixateur est déposée sur la zone a prélever, a 1’aide d’une lame de

scalpel le matériel est découpé et plongé dans un tube contenant du fixateur a 4°C.

- Temps de la fixation 4 heures a 8 °C, un léger passage sous vide permet une meilleure

pénétration du fixateur.

- Lavage dans le tampon phosphate 0.1 M pH 7.2, plusieurs bains de 15 min. ou la nuit a 4°C,

puis le lendemain 3 lavages de 5 min.

- Postfixation avec le tetroxide d’osmium a 2% tamponné avec le tampon phosphate 0.1 M

pH 7.2 pendant une heure a 4°C.
- Lavage dans le tampon phosphate, 3 fois 5 min, puis dans 1’eau distillée.
- Déshydratation dans des bains croissants d’acétone :

-10% 15 min.

-20% 15 min.

-40% 15 min.

-60% 15 min.ou la nuit

- 80% 15 min. ou la nuit

-95% 20 min. X 2

- 100% 20 min. X3

- Imprégnation dans la résine. Si les échantillons restent a la surface, un léger passage sous
vide sera nécessaire, les temps sont indicatifs peuvent étre diminués ou augmentés suivant les

échantillons. Pour les temps longs bien fermer les tubes et mettre a 4°C.

- 1/3 résine + 2/3 acétone 24 heures
- Yarésine + 2 acétone une journée
- Yarésine + Y4 acétone une journée

Résine pure une nuit
- Le lendemain la résine est remplacée par de la résine fraiche, laisser au moins 'z journée

puis inclure dans les capsules, ou des moules (éviter les bulles d’air, les retirer si il y en a).
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Mettre a polymériser a 60°C dans une étuve pendant 48 heures. Attendre que la résine

polymérisée revienne a température ambiante avant de démouler les échantillons.
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Role de la régulation stomatique et de la capacité de détoxication foliaire
dans I’estimation d’un seuil de risque a I’0zone pour la végétation

Résumé :

L’ozone troposphérique est un polluant atmosphérique majeur qui agit comme une phytotoxine. Il
pénétre dans les feuilles par les stomates avant d’étre dissout dans 1’apoplaste en générant des
radicaux libres oxygénés (ROS) provoquant ainsi un stress oxydatif. Deux barriéres existent pour
restreindre les effets de 1'ozone : (i) les stomates qui peuvent limiter les flux entrants par controle
de la conductance stomatique et (ii) le systéeme de détoxication des ROS issus de la dégradation de
I'ozone. Nous avons étudié les effets de 1’ozone (120 ppb) sur ces deux moyens de défense chez
trois génotypes de peuplier euraméricain (Populus deltoides x Populus nigra) placés en conditions
controlées dans des chambres phytotroniques. Un effet direct de 1’ozone sur la photosynthése et
sur les mouvements stomatiques en réponse a des variations de facteurs environnementaux
(ralentissement des phénomeénes d'ouverture et de fermeture) a été mis en évidence. Les modeles
de calcul de la conductance stomatique, sur lesquels se basent les indicateurs de seuil de risque a
I’0zone pour la végétation, doivent donc les prendre en compte. De plus, ces travaux ont mis en
évidence le role prépondérant des concentrations constitutives en antioxidants dans la tolérance a
I'ozone ainsi que la complexité de ces mécanismes de détoxication. La notion de flux effectif
d'ozone doit prendre en considération ces deux aspects afin de caractériser au mieux les
différences de sensibilité a I’ozone intra et inter spécifique.

Mots clés : Ozone, peuplier, détoxication, conductance stomatique

Role of stomatal regulation and capacity of foliar detoxification in the
estimation of ozone critical level for vegetation

Abstract :

Tropospheric ozone is a major air pollutant that acts as a phytotoxin. It enters the leaf through the
stomata before being dissolved in the apoplast by generating reactive oxygen species (ROS)
causing oxidative stress. Two defenses exist to restrict the effects of ozone: (i) the stomata which
can limit ozone uptake by regulating stomatal conductance and (ii) the detoxification processes of
ROS generated by ozone.We studied the effects of ozone (120 ppb) on these two mechanisms of
defense in three euramerican poplar genotypes (Populus deltoides x Populus nigra) under
controlled conditions in phytotronic chambers. A direct effect of ozone on photosynthesis and
stomatal movements in response to changes in environmental factors (by slowing the stomatal
opening and closure) has been highlighted. Models of stomatal conductance, on which indicators
of critical level of ozone for vegetation are based, must take them into account. In addition, these
studies have highlighted the role of constitutive concentrations of antioxidants in tolerance to
ozone as well as the complexity of these detoxification mechanisms. The notion of effective
ozone flux must consider these two aspects to better characterize the intra-and inter-specific
differences in sensitivity to ozone.

Keywords: Ozone, poplar, detoxification, stomatal conductance
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