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Contribution du métabolisme de I'ABA et de la conductivité hydraulique a la réponse de
la transpiration en situation de contrainte hydrique chez la Vigne

- Variabilité génétique et effets du greffage -

Dans le contexte de changement climatique, la compréhension des meécanismes
régissant les pertes en eau de la vigne peut permettre d'adapter le matériel végétal pour
maintenir la productivité de la vigne et la qualité du vin. L'adaptation a la sécheresse est un
caractere complexe faisant intervenir des mécanismes physiologiques liés aux génotypes du
greffon et du porte-greffe. Mais les effets du porte-greffe sur la régulation stomatique du
greffon sont mal connus. La production par les racines de signaux chimiques tels que 'ABA
et/ou hydraulique pourraient y contribuer. La réponse physiologique et moléculaire a la
contrainte hydrique a été analysée sur de jeunes boutures pour 7 porte-greffes plus ou moins
adaptés a la sécheresse et 2 cépages connus pour leur caractére iso ou anisohydrique. Puis 23
combinaisons greffon/porte-greffe issues de ces génotypes ont été étudiées. Une analyse
métabolique sur I'accumulation de I'ABA et ses dérivés a été menée sur feuilles, racines et
dans la séve xylémienne. Ces informations ont été couplées a des analyses transcriptomiques
sur des genes du métabolisme et de la signalisation de ABA, et codant des aquaporines de
type PIP. L’analyse conjointe des données physiologiques, métabolomiques et
transcriptomiques ont permis d'identifier des composants moléculaires discriminant les porte-
greffes selon leur fond génétique et leur adaptation a la sécheresse. Les réponses globales a la
contrainte hydrique sont mieux coordonnées au sein d’'un méme tissu qu’entre racines et
feuilles. A 1’échelle de la plante greffée, une prépondérance du signal hydraulique est

probable. Certains génes répondent spécifiquement aux interactions greffon/porte-greffe.

Mots clefs : ABA, ABA-metabolites, Conductance hydraulique, Conductance stomatique,
Déficit hydrique, Expression de génes, PIP aquaporines, Porte-greffe, Signalisation,

Variabilité génétique, Vigne.






Contribution of the ABA metabolism and hydraulic properties to the response of

transpiration to water deficit in grapevine (Vitis spp).

- Genetic variability and effects of grafting -

In the context of climate change, understanding the mechanisms governing the water
loss of the vine is necessary to adapt the plant material to maintain the productivity of the vine
and wine quality. The adaptation to drought is a complex trait involving physiological
mechanisms related to scion and rootstock genotypes. But the effects of the rootstock on
stomatal regulation graft are still unknown. Production by roots of chemical signals such as
ABA and / or hydraulic ones be involved. Molecular and physiological responses to water
stress were analyzed on young cuttings for 7 rootstocks more or less adapted to drought and 2
varieties known for their iso or anisohydric behaviour. Then 23 combinations scion /
rootstock from these genotypes were investigated. Metabolic analyses for ABA and its
derivatives was conducted in leaves, roots and in the xylem sap. The information was
integrated with transcriptomic analyzes for genes involved in ABA metabolism and signaling,
and encoding PIP aquaporins. Joint analyses of physiological data, metabolomic and
transcriptomic allow the identification of the molecular components discriminating rootstocks
according to their genetic background and their adaptation to drought. Global responses to
water stress are better coordinated within the same tissue between roots and leaves. At the
scale of the grafted plant, a preponderance of the hydraulic signal is likely. Some genes

specifically respond to the scion / rootstock interactions.

Key words: ABA, ABA-metabolites, Genes expression, Genetic variability, Grapevine,
Hydraulic conductance, PIP aquaporins, Rootstock, Signalisation, Stomatal conductance,
Water deficit.

Ecophysiologie et Génomique Fonctionnelle de la Vigne, n°1287, ISVV, 210 chemin de
Leysotte, 33882 Villenave d'Ornon
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Abréviations

ha : hectare

Mhl : millions d’hectolitres

INSEE : Institut National de la Statistique et des Etudes Economiques
IPCC : Intergovernmental Panel for Climate Change

VPD : vapour pressure deficit ou déficit de pression de vapeur

WUE : water use efficiency ou efficience de ’utilisation de I’eau

ABA : abscisic acid ou acide abscissique

QTL : Quantitative Trait Loci

ACCAF : Adaptation au Changement Climatique des Agrosystémes et de la Forét
INRA : Institut National de la Recherche Agronomique

LEA : Late Embryogenesis Abundant

ABA-GE : ABA-glycosyl ester

ABA-GT : ABA-glycosyltransferase

MEP : Méthylérythritol Phosphate

NCED : 9 cis-epoxycarotenoid dioxygenase

AAOQO3 : abscisic aldehyde oxidase 3

PA : phaseic acid ou acide phaseique

DPA: dihydroxyphaseic acid ou acide dihydroxyphaseique

ABC transporter : ABA Binding Cassette ou Motif de fixation de ’ABA
PP2C : Protein Phosphatase 2C

SnRK : Sucrose nonfermenting Related Kinase

PYR/PYL/RCAR : PYrabactin Resistancel/PYR1-Like/Regulatory Components of ABA Receptors
AREB/ABF : ABA-responsive element binding factors

SLAC : SLow Anion Chanel

KAT : Potassium Anion Transporter

RNA : RiboNucleic Acid

DNA : DeoxiriboNucleic Acid

Y : water potential ou potentiel hydrique

Gs : stomatal conductance ou conductance stomatique

A : carbon assimilation ou activité photosynthétique

E : transpiration






A/gs : intrinsic water use efficiency ou efficience de I’’eau intrinseque
SPA : Continuum Soil Plant Atmosphere

Kh : conductance hydraulique

kh : conductivité hydraulique

Rh : résistance hydraulique

EFM : Evaporative Flux Method

HPM : High Pressure Method

VPM : Vacuum Pump Method

HPFM : High Pressure Flow Meter

MIP : Major Intrinsinsic Protein

PIP : Plasma membrane Intrinsinsic Protein

TIP : Tonoplastic Intrinsinsic Protein

NIP : Nodulin26-like Intrinsic membrane Protein

SIP : Small Intrinsic Protein

OST1: Open STomata 1

RT-PCR : Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction
ADNCc : ADN complémentaire

ANOVA :Analysis of variance ou Analyse de variance

AFD : Analyse factorielle discriminante

ACP : Analyse en composantes principales

PPFD : Photosynthesic Photon Flux density ou densité de flux de photons photosynthétiquement actifs
SWC : Soil Water Content ou teneur en eau du sol

Tukey HSD : Highly Significant Difference

R2: coefficient de détermination

R : coefficient de corrélation






Liste des figures

Figure 1- Major grape producers by type of products (A) and major wine producers (B) in the

Figure 2- Changes in average air temperature in the world (A) and number of days in dry spells
in Europe (B) according to an optimist (left side) and to a pessimistic (right side) scenario for

2081-2100 relative to 1986-2005 (A) and for 2071-2100 relative to 1971-2000 (B). ......ccccevververvrranne 15
Figure 1.1 - Phylogenetic classification of main Vitis SPECIES .......cccevveiviiiiiiiiciice e 20
Figure 1.2- Native habitats of main American Vitis species used for rootstocks breeding.................. 23
Figure 1.3- Examples of rootstoCk CharaCteriStiCs.........covvveviiiiiieii e 24
Figure 1.4- Iso- and anisohydric stomatal regulation. ...........cccccceiiiieii i 25
Figure 1.5- Storage and degradation pathway of ABA in higher plants..........ccccociiiieviiieevc e 27
Figure 1.6- Transport model of ABA by ABC tranSPOIErS.. .....c.coviveiieie e sre e sre st 28
Figure 1.7- ABA Signaling PathWay . .........ccoeiiiiiiiieieeeeee e 30
Figure 1.8- Overview of ABA sensing, signaling and transport.. ..........cccoevereiniinieneneneseseeeee 31
Figure 1.9- Overview of water and sugar transport and mains hydraulic resistance (R) in plant.

Water and sugars move in the plant within the vascular NEtWOrK.. ..........ccccovevininiinieneneseeeeeee 32
Figure 1.10- Representative structure of plant aqUapOrin.. ........cccoovririiineieiesee e 37
Figure 1.11- Schematic representation of aquaporin function and regulation in plant plasma

01T 0o = T TSSOSO PRTPRRRRTRRRPN 40
Figure 2.1. Physiological responses of nine grapevine genotypes to water-deficit.............ccccoeveiienine 50

Figure 2.2. Relationships between water potential and the accumulation of abscisic acid (ABA)
(A, B), phaseic acid (C, D) and dihydroxyphaseic acid (D, E) in root (A, C & E) and shoot (B, D
& F) xylem sap during a four day water-deficit treatment in nine grapevine genotypes. ..........cccceeu.e. 52
Figure 2.3. Relationship between the change from day 1 to day 4 after withholding irrigation in
abscisic acid (ABA) concentration in the shoot sap and transpiration (A) and shoot water

potential (B) for NiNe grapeving gENOTYPES ........coiiiiterierieieiee sttt ene s 53
Figure 2.4. Heatmaps of the transcript abundance for genes associated with abscisic acid in the
leaves and roots of nine grapevine genotypes during a water-deficit treatment............cccocvveveviiiveienne 54

Figure 2.5. Factorial discriminant analysis of the transcript abundance for 12 genes associated
with ABA 1, 3 and 4 days after withholding irrigation in nine grapevine genotypes with the

genotype as qualitative SOrting Variable.. ...........cooiii it 56
Figure 2.6. Principal component (PC) analysis of physiological and transcript abundance data
of nine grapevine genotypes during a water-deficit treatment. .........ccccevve e 56

Figure 2.7. Summarized view of ABA-related gene expression, metabolite concentration and
transpiration sensitivity to ABA after 4 days of withholding irrigation for the genotypes defined
in literature as drought tolerant i.e. V. berlandieri x V. rupestris hybrids (left) and V. vinifera
T L) SRR 60






Figure 3.1- Experimental design for this experiment in the growth chamber...........c..cccocoiiiiiiiiee 76

Figure 3.2- A : HPFM system (HPFM-Gen3, Dynamax Inc., Houston TX, USA, Tyree et al.,
1995) for hydraulic conductance measurements. B : Set-up for the Fenton solution injection to

LU LI L0 T0] 88 V£) =1 2P SRS 77
Figure 3.3- HPFM measurement of total flow (F) under «transient », including the elastic
component (Fe), the air bubble artefact (Fb) and the real flow through the organ (Fh)...........ccccccoeene. 77
Figure 3.4- Relationship between hydraulic conductance measurements made on root parts with
the « Red » and « YEIIOW » FANQES.........ooiiiiiicii e 78
Figure 3.5- Hydraulic conductance and conductivity of stem - Experiments 1 and 2.............cccceevnee. 81
Figure 3.6- Hydraulic parameters of the root system and of the whole plant - Experiments 1 and
ST ST T PRSPPSO T ST P TSP TP PR PEURPPRPPSPPON 82

Figure 3.7- Heat maps for transcript abundance of different aquaporin isoforms, 1 day after the
last irrigation (A, non-stressed), and the level of expression changes 4 days after the last

irrigation (B, water-stressed) for nine grapevine genotypes in the leaves and in root tips (C).. ............ 84
Figure 3.8 —Discriminant function analysis on « Genotype » variable. . ........ccccoovviiiiiiiiniceieeene 86
Figure 3.9- Discriminant function analysis on « Genotype » variable. ...........ccccooiininiicic 87
Figure 3.10 : Tree of similarities between variables established from Pearson correlation

(o0 T=) i o] T o 3 SO SSR 87
FIQUIe 4.1- Grafting PrOCESS. . .....ceiuiiteriiiteieieteeii sttt sttt b bbbttt sb et e ene e 107
Figure 4.2- Glasshouse balance platform. ... e 109
Figure 4.3- EXPerimental deSIGN. .......cccciiii ittt et e 109
Figure 4.4- Relation between automatical and manual calculation of plant daily transpiration.......... 110
Figure 4.5- Evolution of the VPD during the three eXperiments.........ccccovveveveiieveceeve e 113
Figure 4.6- Box plot of the substrate water content (SWC) during the three experiments at

10:00 (just after the daily IrTIgation).. .......ccooeiiiiiiii e 114
Figure 4.7- Leaf area per plant after the normalization process at day 0. .........ccccocvvvervneieieiiciiennn, 115
Figure 4.8- Average plant daily transpiration per day normalized by the plant leaf area for all

the combinations for aCh EXPEIMENT. ..........ciiiiiiiieie e 116
Figure 4.9- Predawn water potential recorded for the different sampling days.. .......c.ccccoovvrvivinnnn. 117
Figure 4.10- Stem water potential recorded for the different sampling days.. .......cccccoceveriieiiinnnn. 118
Figure 4.11- Effect of water treatment on scion/rootstock transpiration for the three

EXPEIIMIENES. ©..viitiiite ittt te ettt e et e st e et e e be s heess e beeaeesbesbeestesbeessesbesbeeeeabeesbesbeeteenbesaeensenteaneeneas 119
Figure 4.12- Scion/rootstock hydraulic conductance for experiment n°2 (A and B) and n°3 (C

and D) in well-watered (A and C) and after three days of water deficit (B and D). ........cccccevververnene 120

Figure 4.13- Stomatal conductance gs (A), carbon assimilation rate A (B), transpiration E (C)
and intrinsic water use efficiency A/gs (D) for each scion/rootstock combination in experiment

D170 (N7 320 ittt Rt b b b e r et 121
Figure 4.14- Relationships between stomatal conductance gs and predawn (A) and stem (C)
LV ] g oTol (<] ] (T OSSPSR 122

Figure 4.15- Heat maps for the content (ng mg™ FW) in abscisic acid (ABA), ABA-glucose
ester (ABA-GE), phaseic acid (PA) and dihydrophaseic ester (DPA) in the leaves and roots tips

of 23 combinations of scion/rootstock in well-watered cONditions.. .........cccoovvriiiiiiniiencieecie 123
Figure 4.16- Discriminant function analysis on « scion genotype » variable...........c..cccocevenevnennnne. 124
Figure 4.17- Discriminant function analysis on « rootstock genotype » variable. .............cccccccvenee. 125






Figure 4.18- Bar chart of abscisic acid (ABA), ABA-glucose ester (ABA-GE), phaseic acid
(PA) and dihydrophaseic ester (DPA) content by fresh biomass in the leaves (A, C, E) and roots
tips (B, D, F) of the 23 scion/rootstock combinations in water deficit conditions for experiment

N°1 (A, B), N°2 (C, D) @GN0 N°3 (B, F)..eoteiitiiiiieie ettt 126
Figure 4.19- Discriminant function analysis on « scion genotype » variable. ..........cccccooeveninnennnne. 127
Figure 4.20 —Discriminant function analysis on « rootstock genotype » variable. ..........c..ccccccoevenee. 128
Figure 4.21- Discriminant function analysis on « scion/rootstock combination » variable. ............... 129
Figure 4.22- Tree of similarities between variables established from Pearson correlation

coefficients between ABA-related metabolites in leaves (-L) and in root tips (-R).......ccooevevviviinnne 129

Figure 5.1- Heat maps of the transcript abundance for the genes associated with abscisic acid
(ABA) metabolism in the leaves and roots of 23 scion/rootstock combinations in well-watered

(01000 [ (o] 1 F SRR U R OO RRRSRRPN 151
Figure 5.2- Discriminant function analysis on « scion genotype » variable.. ...........cccccovveveiieinennnne 152
Figure 5.3- Discriminant function analysis on « rootstock genotype » variable.. ............cc.cccoeevenen. 152
Figure 5.4- Heat maps of transcript abundance changes from well-watered to water deficit

condition fOr 16aVES and FOOL TIPS.. ...c.viiviieiie ettt st sr e s be e sreeteebesre e e e sreaneesras 153
Figure 5.5- Discriminant function analysis on « scion genotype » variable.. ...........ccccccovvevieieinennnne, 154
Figure 5.6- Discriminant function analysis on « rootstock genotype » variable.. ............cccceeeevenin. 155
Figure 5.7- Principal component analysis on ABA-related genes. ........ccooovviviieieceevc e 156
Figure 5.8- Tree of similarities between variables established from Pearson correlation

coefficients of ABA-related genes in leaves (-L) and root tips (-R). ...c.cccvevveveieiie v, 157
Figure 5.9- Heat maps of the transcript abundance for PIP genes studied in the leaves and roots

of 23 combinations of scion/rootstock in well-watered cONditions.. ..........cccovevriiiiinineneiecsce 158
Figure 5.10- Discriminant function analysis on « scion genotype » variable. ..........ccccccooveverivivennne 159
Figure 5.11- Discriminant function analysis on « rootstock genotype » variable. ...........ccccceeevvvennnne. 159
Figure 5.12- Discriminant function analysis on « graft combination » variable. ............cc.cccceevevvennnne. 160
Figure 5.13- Heat maps of the changes in transcript abundance from well-watered to water

deficit conditions for [€aVeS and FOOT TIPS.........cceiiiieriiieieiee et 161
Figure 5.14- Discriminant function analysis on « graft combination » variable. ............c..cccccovevvennnne. 162

Figure 5.15 : Tree of similarities between physiological (Green), ABA-related metabolits (Red)
and aquaporins (Blue) and ABA-related (Black) genes expression variables established from
Pearson correlation COBTFICIENTS. .......ciiiiiiiciei e 164

10






Liste des tables

Tableau I - Genotypes used in this study, including parentage and drought sensitivity
characteristics according to Carbonneau (1985) and Schultz (1996). .........ccccceivviieiiiieie s 19

Table 2.1. Genotypes used in this study, including parentage and drought sensitivity
characteristics according to Carbonneau (1985) and Schultz (1996). .........cccccevvviieviivciese e 47

Table 2.11. Mean of abscisic acid (ABA), phaseic acid (PA) and dihydrophaseic (DPA) in stem
and root xylem sap for non-stressed (water potential > -0.2 MPa) and water-stressed (water

potential < -0.8 MPa) PIANTS. .....cveiviiriii e e 51
Tableau 3.1- Main characteristics of the primers used for RT-PCR (Gambetta et al., 2012)................ 79
Tableau 3.11- Morphological data collected on the plants used for hydraulic conductance

measurements during the experiments 1( ) and 2(® ). .v..ovoeveveerereereseeesseeseeseerseessesssesseessessssnennes 80
Tableau 3.111 : Percentage of inhibition of conductance following Fenton solution application.......... 83
Tableau 4.1 - Genotypes, clone number and supplier for plant material...........c..cccccooiiiiiieiieeienn. 107
Tableau 4.11- Presentation of the studied scion/rootstock combinations, their abbreviation in the

manuscript and the dates of the three experiments undertaken. ...........ccocoeerereinininene e 108

11






Liste des figures supplémentaires

Supplementary Fig. S2.1: Relation between soil water content and root (black circle) and shoot

(white circle) Water POLENTIAL ...........c.cciii e e s re et sre et e re e nas 62
Supplementary Fig. S2.2: Relation between abscisic acid (ABA) (A), phaseic acid (PA) (B)
and dihydrophaseic (DPA) (C) content in root and stem XYIem Sap. .....cccccvvevveiiiieeieieeie e 63

Supplementary Fig. S2.3: Relation between phaseic acid (PA) (A & C) or dihydrophaseic
(DPA) (B & D) with abscisic acid (ABA) content in stem (A & B) and in root (C & D) xylem

S PP U TP PP PRRP 64
Supplementary Table S2.1. Biomass and descriptive data for nine grapevine genotypes. .................. 65
Supplementary Table S2.11. Primer pair sequences used in this StUdY...........cccoovirinininencicicene 66
Supplementary Table S2.111. The transcript abundance of 12 ABA-related genes in the roots

and leaves of nine grapevine genotypes ON day L. ......cccciiieieiieiiie st 67
Supplementary Table S2.1V. The transcript abundance of 12 ABA-related genes in the leaves

of nine grapevine genotypes before (day 1) and after (day 4) a drought treatment................cccccevvennene. 68
Supplementary Table S2.V. The transcript abundance of 12 ABA-related genes in the roots of

nine grapevine genotypes before (day 1) and after (day 4) a drought treatment. ...........cccccvvevevvrvenenne. 69
Supplementary Table S2V1. Pearson correlation matrix of all mean data. ...........cc.ccecevivvirervnvennnnn. 70

Supplementary Table S2.VII. Coordinates of variables from the discriminant analysis of gene
expression data (F1, F2, Fig. 2.5) and from principle component analysis of mean transcript

abundance and metabolite data (PCL, PC2, Fig. 2.6).....cccccceeiiiiiiieiiieiie et 71-72
Figure S3.1- Linear regression of leaf area by scare of leaf length for each genotypes...........ccccvee. 98
Tableau S3.1- The transcript abundance of 6 VViPIPs genes in the roots tips and leaves of
Lo L= Ty LT (0o T=To B U YA SRS S 99
Tableau S3.11- The transcript abundance of 6 VViPIPs genes in the leaves of genotypes studied
E Ll F YA a0 o - | SO PSSR 100

Tableau S3.111- The transcript abundance of 6 VViPIPs genes in the root tips of genotypes
studied at day 1 and day 4. p-values from a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first

block of the table TOr BACH GENES. ......oviiiieici e 101
Tableau S3.1V- Pearson correlation matrice from soil water content (SWC), aquaporins and

ABA related genes expression in leaves (-L) and root tips (-R). ...cocooeeeiniiiinieneneseeieeeeine 102-103
Figure S4.1- Summarized temperature during the three eXperiments. ..........cccocoovvvrieneneneneicieenn, 137
Figure S4.2- Summarized PAR during the three eXperiments.. .........ccocoveiereinininenese e 138
Figure S4.3 — Discriminant function analysis on « scion/rootstock combination » variable. ............. 139
Tableau S4.1- Mean of plant hydraulic conductance for each combination used in well-watered

condition and after 3 days of prolonged water deficit for experiment 2 and 3..........c.ccoceveveiiiinnnnns 140

Tableau S4.11- Mean of transpiration (E), stomatal conductance (gs), carbon assimilation rate
(A) and intrinsic water use efficiency (WUE) for the different combinations in experiment n°1. ......141
Tableau S4.111- Percentage of changes in transpiration (E), stomatal conductance (gs), carbon
assimilation rate (A) and intrinsic water use efficiency (A/gs) for the different combinations in
experiment n°1 between well-watered conditions and after 3 days of stopping irrigation or 1 day

LT =] 470 =1 = L[] S 142
Tableau S4.1V- Mean and ANOVA result on scion, rootstock and interaction on ABA, ABA-
GE, PA and DPA in leaves (-L) and root tipS (-R).......eieeeereiieiisesie e 143

12






Tableau S4.V- Mean of ABA, ABA-GE, PA and DPA in leaves (-L) and root tips (-R) of
combination studied in experiment n°1 in well-watered and water deficit condition. p-values
from a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block of the table for each metabolites.. ....... 144

Tableau S4.VI- Mean of ABA, ABA-GE, PA and DPA in leaves (-L) and root tips (-R) of

combination studied in experiment n°2 in well-watered and water deficit condition................c......... 145
Tableau S4.VII- Mean of ABA, ABA-GE, PA and DPA in leaves (-L) and root tips (-R) of
combination studied in experiment n°3 in well-watered and water deficit condition. ......................... 146
Tableau S4.VI11- Pearson correlation matrice on soil water content (SWC), predawn and stem
Water Potential (WP) and ABA, ABA-GE, PA and DPA in leaves (-L) and root tips (-R). ............... 147

Tableau S5.1- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in the roots tips and leaves of

genotypes studied in experiment n°1 in well-watered condition..............cccccovvveiie v, 170
Tableau S5.11- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in the roots tips and leaves

of genotypes studied in experiment n°2 in well-watered condition. ...........ccccceevveveiie e, 171
Tableau S5.111- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in the roots tips and leaves

of genotypes studied in experiment n°3 in well-watered condition. ...........cccocvveveveviveienie e, 172
Tableau S5.1V- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in leaves of genotypes
combination studied in experiment n°1 in well-watered and water deficit condition. ...............c......... 173
Tableau S5.V- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in leaves of genotypes

combination studied in experiment n°2 in well-watered and water deficit condition.................. 174
Tableau S5.VI- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in leaves of genotypes
combination studied in experiment n°3 in well-watered and water deficit condition.................. 175
Tableau S5.VII- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in root tips of genotypes
combination studied in experiment n°1 in well-watered and water deficit condition. ...............c......... 176
Tableau S5.VII1I- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in root tips of genotypes
combination studied in experiment n°2 in well-watered and water deficit condition. ...............c......... 177
Tableau S5.1X- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in root tips of genotypes
combination studied in experiment n°3 in well-watered and water deficit condition.......................... 178
Tableau S5.X- Pearson correlation matrix of all ABA-related genes transcript abundance in
well-watered and water deficit treatment, for root tips and leaves for all genotypes.. ........cccccevvveneenee. 179
Tableau S5.XI- The transcript abundance of 7 WiPIP genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied in experiment n°1 in well-watered coONdition..............ccooovviiiie s, 180
Tableau S5.XI1- The transcript abundance of 7 VWiPIP genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied in experiment n°2 in well-watered CONAITION..........ccooeiiiiiiinineee 181
Tableau S5.X111- The transcript abundance of 7 VViPIP genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied in experiment n°3 in well-watered condition.............cccccevvvveiiiie i, 182
Tableau S5.X1V- The transcript abundance of 7 ViPIP genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied in experiment n°1 in well-watered and in water deficit condition.......................... 183
Tableau S5.XV- The transcript abundance of 7 ViPIP genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied in experiment n°2 in well-watered and in water deficit condition................c......... 184
Tableau S5.XVI- The transcript abundance of 7 VViPIP genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied in experiment n°3 in well-watered and in water deficit condition......................... 185

13



Area under vines in 1000 ha
Type of grape = 4070
110966 | | @) Wine grape 1 70- 120
O Dried grape = :::'-?:ao
©0 . Fresh grape oLV.2015

B

2014 World Wine production: 270 Millions of hectolitres
80% of the world's wine is produced by ten countries

Europe
France 17%.«--

P ‘: eyl
= “)C. )
U a !
) 5
-JAmerica vg{,‘:‘, &?’;g‘%
USA 8% e B .
Argentina 6% N, e

Chile 4%

Wine production in 1000 hi
[[] trom 100010 6 000

[[] trom & 000 tp 12 000

[ from 12 000 to 22 500

B from 22 500 to 46 698

Africa Oceania
South Africa 4% Australia 4%

ooV o.Lv.2015
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world (From O.1.V., 2015).



Introduction générale

La vigne (Vitis spp.) est parmi les cultures fruitieres les plus importantes du monde avec plus
de 7,5 Millions ha, principalement répartis sur trois continents : I'Europe (54%), I'Asie (24%) et
I'Amérique (14%) (Figure 1A). Au total 73,7 Mt de raisins ont été produits en 2014 dont la majorité
est utilisée pour élaborer du vin (55%), soit pres de 270 Mhl, dont 48% par la France (46,7 Mhl),
I'ltalie (44,7Mhl) et I'Espagne (38,2 MhI) (Figure 1B). La France est le 3°™ exportateur mondial de
vin, et la valeur de production viticole représente 10,63 milliards d'euros, soit 15% de la production
agricole totale (INSEE, 2013). En France, seulement 2,6 % de la surface agricole est dédiée a la
production de vin, ce qui fait de la culture de la vigne I'une des plus rentables. Mais outre les revenus
liés aux exportations de vin, la viticulture est le premier employeur de main d'ceuvre agricole (Bastian,
2008) et génere de nombreuses activités touristiques et culturelles. La qualité organoleptique du vin
est fortement dépendante de son environnement. A [’avenir, la viticulture devra faire face aux
évolutions climatiques et s'adapter afin de maintenir la qualité du vin francais a la hauteur de sa

renommeée (Ollat et Touzard, 2014).

La composition biochimique de la baie de raisin est le facteur déterminant de la qualité du vin produit.
Celle-ci dépend de nombreux facteurs, dont le matériel végétal, le greffon et le porte-greffe, les
pratiques culturales et I'environnement. La disponibilité en eau est le facteur environnemental affectant
le plus fortement la croissance, le développement et la productivité des plantes (Farooq et al., 2009).
La vigne ne fait pas exception (Medrano et al., 2003; Chaves et al., 2003). En fonction de sa durée, de
son intensité et de la période d’apparition, un manque d’eau peut avoir des effets positifs ou négatifs
sur la qualité de la baie. Ainsi, un déficit hydrique modéré appliqué aprés la véraison est favorable a la
qualité de la baie de raisin (Becker et Zimmerman, 1984) alors qu'un déficit hydrique plus sévere
affecte négativement la vitesse de croissance et le développement des différents organes de la vigne
(Chaves et al., 2010). L'exces d'eau, di aux précipitations naturelles ou a l'irrigation, favorise la
croissance végétative lors du développement de la grappe, ce qui affecte négativement la qualité de la
baie en diminuant sa composition en anthocyanes et en sucres (Medrano et al., 2003). Le statut

hydrique de la vigne est donc un élément majeur de la qualité du vin produit.

14



777 Significant change
16 24 32 "\ Robust change

Changes in the 95th percentile of | [ [ i
the length of dry spells in days -4 -2 -1 1 2 4 8

Figure 2- Changes in average air temperature in the world (A) and number of days in dry spells
in Europe (B) according to an optimist (left side) and to a pessimistic (right side) scenario for
2081-2100 relative to 1986-2005 (A) and for 2071-2100 relative to 1971-2000 (B) (From IPCC,

2014).



L'émission de gaz a effet de serre due aux activités anthropiques est responsable du changement
climatique actuel. En fonction des différents modéles et des émissions futures de gaz a effet de serre,
les experts de I'IlPCC (groupe d'expert intergouvernemental sur le changement climatique) prédisent
une augmentation moyenne de la température de I’air de 1,8 a 4°C d'ici la fin du siécle (IPCC,
2014)(Figure 2A). Le changement climatique serait également associé a des modifications du régime
des pluies de maniére annuelle mais aussi saisonniere (IPCC, 2013). Ainsi la fréquence des
précipitations pourrait augmenter en hiver alors qu'elle diminuerait d'environ 20% au printemps et en
été. En Europe notamment, l'association entre la diminution des ressources hydriques du sol
disponibles pour les plantes et l'augmentation de la demande évaporative pourrait conduire a des
périodes de sécheresse plus longues et plus intenses (IPCC, 2013) (Figure 2B). Actuellement une large
proportion des vignobles subissent déja des déficits hydriques saisonniers dues aux contraintes
hydriques atmosphériques (fort déficit de pression de vapeur, VPD) ou édaphiques (faible disponibilité
en eau dans le sol). Dans le contexte du changement climatique, les simulations climatiques réalisées
mettent en évidence une augmentation potentielle des contraintes hydriques allant au-dela d'un déficit
hydrique modéré au cours de la maturation des raisins, notamment dans le Sud de la France (Schultz,
2000; Garcia de Cortazar, 2006, Brisson et Levrault, 2010). Une dégradation de la quantité et de la
qualité des raisins et des vins pourrait alors étre envisagée (Jones et al., 2005, Deluc et al., 2009), et ce

avec des effets pluriannuels (Guilpart et al., 2014).

Actuellement, 70% de 1’eau consommée dans le monde est utilisée pour l'agriculture et d'ici 2025, une
augmentation des besoins de 17% est attendue (Pennisi, 2008). Cette augmentation des besoins liés a
I’irrigation des cultures et a la croissance démographique va conduire a une compétition accrue pour
I'eau, notamment en situation de sécheresse. Des stratégies et techniques d'irrigation peuvent étre
mises en place (Dodd et al., 2008; Ortega-Farias et al., 2012), mais pour les espéces végétales telles
que la vigne, qui est relativement bien adaptée a la sécheresse et qui survit en situation semi-aride
(Chaves et al., 2010), l'irrigation ne peut étre considérée comme une solution durable. De plus en
France des contraintes particuliéres s'ajoutent : le contréle Iégislatif des conditions de production au
sein des Appellations d'Origine Protégée, I'impact du terroir sur la qualité et la renommée du vin, et

I’acces a I’eau pour de nombreux vignobles limitent le potentiel d'action des viticulteurs.
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Depuis la deuxiéme moitié du XIX®™ siécle et la crise phylloxérique, l'utilisation généralisée de porte-
greffes offre une solution d'adaptation durable & différentes contraintes abiotiques, dont la sécheresse
(Ollat et al., 2012, Serra et al., 2014). Cette option technique permet de maintenir la typicité régionale

des cépages tout en s’adaptant a I’évolution des contraintes environnementales.

Au sein des cépages, il existe aussi une variabilité pour le caractére d’adaptation a la sécheresse, dont
les fondements physiologiques ne sont pas encore déterminés. Une variabilité génétique de réponse du
contrdle transpiratoire en fonction des conditions atmosphériques (VPD) et de la disponibilité en eau
du sol a été mise en évidence (Chaves et al., 2010). Le lien entre mode de régulation stomatique et
adaptation générale a la sécheresse n’est pas clairement établi. Certains cultivars, comme le Grenache,
sont décrits comme fermant rapidement leurs stomates lorsque la demande évaporative augmente, ce
qui a pour conséquence le maintien du potentiel hydrique foliaire. A l'inverse, des cépages comme la
Syrah régulent moins efficacement leur transpiration et présentent un potentiel hydrique foliaire plus
fluctuant. L'efficience d'utilisation de I'eau (WUE pour Water Use Efficiency) au niveau foliaire et de
la plante entiére est définie comme le gain carboné par rapport a la consommation d'eau. Il est
considéré comme un bon indicateur de la croissance et de la productivité en situation de contrainte
hydrique (Blum, 2009; Bacelar et al., 2013; Tomas et al., 2012) et peut servir de critére de sélection en
amélioration variétale (Condon et al., 2004). Des différences d'efficience d'utilisation de I'eau ont été

observeées a différentes échelles chez la Vigne (Gibberd et al., 2001; Gomez-Del-Campo et al., 2015).

Le porte-greffe est responsable de I'absorption des éléments minéraux et de 1’eau, il est donc capable
d'influencer la croissance, la physiologie, le rendement, la phénologie et la qualité des fruits du greffon
en situation de contrainte hydrique (Harbertson and Keller, 2012; Keller et al., 2012) ou
d’alimentation en eau non limitante (Rouphael et al., 2010). Le comportement général des porte-
greffes face a la contrainte hydrique est plutdt bien défini. On distingue des variétés dites sensibles et
d’autres dites tolérantes (Carbonneau, 1985; Peccoux, 2011, Serra et al., 2014). La densité et la
dynamique de croissance racinaire sont souvent évoquées pour expliquer ces différences en terme de
capacité d'extraction de I'eau du sol (Bauerle et al., 2008; Peccoux, 2011). Mais le porte-greffe affecte
aussi les processus de transport de I'eau (De Herralde et al., 2006) et de la régulation de la transpiration
au niveau du greffon (lacono et al., 1998, Marguerit et al., 2012). Des différences de conductivité
hydraulique ont été mises en évidence (de Herralde et al., 2006 ; Lovisolo et al., 2008b). Ces
parametres pourraient aussi étre responsables d'une meilleure adaptation (Alsina et al., 2011; Peccoux,
2011) et d’un contrdle de la WUE (Marguerit, 2010). Finalement, le couple porte-greffe/greffon
possede une variabilité accrue du contrble transpiratoire en déficit hydrique du fait de la diversité de

chacun des partenaires.
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Il n'est pas rare d'observer des variations de réponse stomatique en fonction des porte-greffes et des
conditions expérimentales (Lovisolo et al., 2010) et pour certains auteurs, le caractere d'iso- ou
anisohydrique pourrait partiellement étre dépendant du porte-greffe (Chaves et al., 2010, Alsina et al.,
2011; Tramontini et al., 2013).

La régulation stomatique dépend de signaux hydrauliques et chimiques interagissant étroitement
(Pantin et al., 2013 ; Dodd, 2013). Ces signaux permettent de transmettre 1’information sur 1’état
hydrique de I’environnement (sol et atmospheére) et/ou de différentes parties de la plante, vers les

autres parties de la plante qui mettent alors en ceuvre des processus de réponses a cette contrainte.

Le réle de l'acide abscissique sur la régulation stomatique a été mis en évidence chez de nombreuses
espéces dont la vigne (Loveys et Kriedemann, 1974). Il a été montré que la conductance stomatique
est en général fortement corrélée aux teneurs hormonales xylémiennes (Tardieu et Simonneau, 1998;
Thompson et al., 2007; Tardieu et al., 2015). En situation de déficit hydrique édaphique, la synthése
racinaire d'’ABA et son transfert vers la partie aérienne via la seve xylémienne ont largement été établis
(Simonneau et al., 1998 ; Schachtman et Goodger, 2008; Allario et al., 2013; Pérez-Pérez et Dodd,
2015). Chez des plantes greffées, y compris la vigne, le génotype de porte-greffe affecte la
concentration en ABA dans la séve et la sensibilité des stomates a 1’état hydrique (Soar et al., 2006a ;
Allario et al., 2013 ; Speirs et al., 2013, Tramontini et al., 2013). Mais plusieurs études mettent en
avant le réle majeur du métabolisme de I’ABA au niveau foliaire comme principal régulateur de
I’ouverture stomatique (Munns et Cramer, 1996; Soar et al., 2004; Wilkinson et Davies, 2002;

Christmann et al., 2007).

La régulation des flux hydriques par le systeme racinaire est aussi capable d'influencer de maniére
directe ou indirecte, I’ouverture stomatique (Christmann et al., 2013 ; McAdam et Brodribb, 2015). De
fortes corrélations ont été mises en évidence entre la conductivité hydraulique racinaire ou de la plante
entiére et la transpiration foliaire (Franks et al., 2007 ; Vandeleur et al., 2009). Au niveau foliaire, les
cellules de garde sont sensibles a la pression exercée par les cellules épidermiques adjacentes (Franks
et Farquhar, 2007). Le niveau de turgescence de ces cellules peut étre le signal hydraulique contrélant
I’ouverture stomatique et dépendre de la conductivité hydraulique racinaire (Vandeleur et al., 2009).
En raison de leur réle sur le transport inter- et intracellulaire de 1’eau, les aquaporines pourraient jouer
un réle majeur sur le contrdle de la conductivité hydraulique a 1’échelle tissulaire ou de la plante

entiére (Maurel et al., 2008, Vandeleur et al., 2009 ; Gambetta et al., 2012).
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Finalement il a été montré que I'ABA maodifie la conductivité hydraulique racinaire et foliaire, et agit
sur la régulation transcriptionnelle et post-traductionnelle des aquaporines, laissant envisager que
régulations chimique et hydraulique de 1’ouverture stomatique sont étroitement liées (Thompson et
al., 2007; Parent et al., 2009 ; Pantin et al., 2013 ; Finkelstein, 2013 ; Dodd, 2013).

L’UMR Ecophysiologie et Génomique Fonctionnelle de la Vigne, dans laquelle j’ai effectué mon
travail de thése, s’intéresse, entre autres, aux mécanismes qui controlent I’adaptation a la sécheresse
des porte-greffes de vigne. Des travaux antérieurs ont permis de démontrer que le role du porte-greffe
sur la transpiration et ’efficience de I’eau de la plante greffée est sous controle génétique (Marguerit,
2010). Un caractere comme la capacité d’extraction de 1’eau du systéme racinaire pourrait &tre
déterminant pour expliquer I’effet porte-greffe. Des génes impliqués dans le métabolisme de I’ABA,
mais aussi codant des aquaporines sont situés dans l’intervalle de confiance des QTLs détectés
(Marguerit et al., 2012). Une seconde étude a mis en évidence des différences importantes de
conductivité hydraulique entre 2 porte-greffes respectivement sensibles et tolérants a la sécheresse
(Peccoux, 2011). Elle a par ailleurs révélé que la part relative des signaux chimiques et des signaux

hydrauliques pourrait varier en fonction du génotype de porte-greffe.

Suite & ces travaux et compte-tenu de 1’état des connaissances sur la régulation de la transpiration se
posent deux questions majeures : 1- quelle variabilité existe-t-il entre génotypes de porte-greffe au
niveau de la signalisation chimique (ABA) et hydraulique pour le contréle de la transpiration de la
vigne greffée ? 2- quelle est la part relative du greffon et du porte-greffe dans la régulation de la

transpiration ?

Dans ce contexte, les objectifs de mon travail de thése sont :

- D'identifier la variabilité¢ des mécanismes contrélant la transpiration sur une gamme de
génotypes de vigne

- Associer le controle transpiratoire au caractere de tolérance ou de sensibilité a la sécheresse
défini au champ et sur le long terme.

- D'identifier la part relative des signaux hydrauliques et chimiques transmis par le porte-greffe
au greffon dans le contréle transpiratoire en déficit hydrique

- De caractériser I'effet de la greffe sur la signalisation hydraulique et chimique au niveau de la

plante entiére.
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Tableau | - Genotypes used in this study, including parentage and drought sensitivity
characteristics according to Carbonneau (1985) and Schultz (1996).

Drought
Genotypes Usual name  Parentage sensitivity
Riparia Gloire de S . .
Montpellier RGM V. riparia Michaux Highly sensitive
Millardet et de Grasset 101-14MGt V. riparia x V. rupestris Sensitive
101-14
Telekl-thr oSeIectlon S04 V. riparia x V. berlandieri Sensitive
Oppenheim n°4
Couderc 161-49 161-49C V. riparia x V. berlandieri Medium
2/1I|II3Iardet et de Grasset 41B V. vinifera L. x V. berlandieri Medium
Richter 110 110R V. berlandieri x V. rupestris Martin Tolerant
Ruggeri 140 140Ru V. berlandieri x V. rupestris du Lot Tolerant
Syrah Syrah V. vinifera Tolerant
Grenache Grenache V. vinifera Drought Avoiding




Nous avons travaillé sur 9 génotypes dont le Grenache, la Syrah et 7 variétés de porte-greffes ayant
des fonds génétiques différents et des caractéristiques d’adaptation a la sécheresse au champ variées
(Tableau I). Ces génotypes ont été étudiés en tant que boutures ou de combinaisons porte-greffe /
greffons, soumis a des contraintes hydriques de courte durée. Notre étude s’est focalisée sur le
métabolisme de I’acide abscissique et des génes associés a la transduction du signal ABA, ainsi que
sur les caractéristiques hydrauliques des plantes et I’expression de plusieurs génes codant des
aquaporines. Nos systémes expérimentaux ont toujours été caractérisés au niveau de I’état hydrique,
de la transpiration, de la surface foliaire et de 1’allocation de la biomasse. Les résultats de ces travaux
sont présentés et discutés dans le présent document. Apres le chapitre 1 faisant un état de 1’art sur les
principales questions scientifiques abordées dans cette étude, les chapitres 2 et 3 sont relatifs aux
expérimentations conduites sur boutures et portent respectivement sur le métabolisme de I’ABA et la
conductivité hydraulique. Le chapitre 4 s’intéresse aux réponses physiologiques de plantes greffées en
situation de contrainte hydrique et le chapitre 5 présente les réponses transcriptomiques au niveau
foliaire et racinaire dans ces mémes conditions. Le manuscrit s’achéve par une discussion générale

suivie de conclusions et des perspectives envisagées.

Ce travail de thése a été conduit dans le cadre du projet Laccave rattaché au Métaprogramme ACCAF,
dont I’objectif est d’étudier les impacts et les stratégies d’adaptation au changement climatique de la
filiere Vigne et Vin en France. Il a été financé par le Département INRA « Environnement-

Agronomie » et par la Région Aquitaine.
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Famille

Genre

Sous-Genre

Groupe

Espéces

Sous-espéces

Vitaceae
I
[ | |
Cissus Ampelopsis Vitis Autres genres
[ [
Euvitis Muscadinia
Américains Européens Asiatiques
Vitis vinifera L. Muscadinia rotundifolia
| |
Vitis vinifera ssp sativa Vitis vinifera sylvestris

Figure 1.1 - Phylogenetic classification of main Vitis species (From Zah-Bi, 2014)



Chapitre 1 : Etude bibliographique

I- Diversité genétique de la vigne
I-1. Généralités

La vigne est une liane ligneuse de la famille des Vitaceae caractérisée par des vrilles et des
inflorescences opposées aux feuilles. La croissance de la tige se fait principalement de maniére
acrotonique (Pratt, 1974). La famille des Vitaceae contient approximativement 1000 espéces réparties
en 17 genres, mais I'ensemble des especes cultivées sont regroupées dans le genre Muscadinia (2n =
40 chromosomes) comprenant uniquement 3 espéces et dans le genre Vitis (2n = 38 chromosomes).
Aucune hybridation naturelle entre les deux genres n'a été recensée mais, des croisements inter-genres
avec l'espece M. rotundifolia réalisés pour différents programmes d’amélioration variétale ont permis
de créer des hybrides plus résistants aux nématodes (Esmenjaud et al., 2010), a I'oidium (Barker et al.,
2005) et au mildiou (Bouquet, 1980; Merdinoglu et al., 2003 ; Wiedemann-Merdinoglu et al., 2006).

Le genre Vitis comprend environ une soixantaine d'especes principalement divisées en deux groupes
qui reflétent la distribution géographique du genre : le groupe Eurasien (parfois divisé entre le groupe
Européen et le groupe Asiatique) et le groupe Ameéricain (Galet, 1988) (Figure 1.1).

Le groupe Eurasien est dominé par une espéce d'intérét majeur du point de vue agronomique : Vitis
vinifera [Linné] (V. vinifera L.). Cette espéce est la forme principalement utilisée en viticulture et se
caractérise par une forme domestiquée V. vinifera subsp. vinifera (ou sativa) et une forme sauvage V.
vinifera subsp. silvestris (ou sylvestris) (This et al., 2006). La forme domestiquée contient plus de 10
000 cultivars, parmi lesquels la Syrah, le Grenache, le Chardonnay, le Pinot noir, le Merlot, le
Cabernet Sauvignon sont les plus cultivés (Galet, 1988, Alleweldt et al., 1990). La diversité des
cultivars au sein de la forme domestiquée provient principalement de I'nybridation intraspécifique des
cultivars élites (Myles et al., 2011) et de mutations génétiques notamment pour les cultivars blancs
(Walker et al., 2007). Une dizaine d'autres especes compose le groupe Eurasien, dont certaines ont un
intérét économique comme V. coignetiae qui est cultivée pour son jus ou V. amurensis qui fait partie
de programmes de sélection pour sa résistance a de nombreux pathogenes (Cadle-Davidson, 2008;
Wan et al., 2007; Li et al., 2008) et au froid (Ma et al., 2010).
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Le groupe Américain comprend de nombreuses especes du genre Vitis dont les usages sont variés :
elles peuvent étre utilisées pour leurs raisins comme l'espéce V. labrusca L., en tant que porte-greffe
(Galet, 1988; Keller, 2010) ou servir de parents dans des programmes d'amélioration variétale. Les
espéces d'origine américaine sont natives de différents habitats écologiques. La plupart proviennent de
zones proches d'une source d'eau permanente, mais d'autres sont issues de zones rocailleuses et arides.
Leur habitat d'origine reflete en général leurs caractéres d’adaptation aux conditions

environnementales (Pongracz, 1983; Galet, 1988; Morano et Walker, 1995; Arrigo et Arnold, 2007).

I-2. Utilisations des porte-greffes dans la viticulture

Jusqu'au milieu du XIX®™ siécle, les plants de vigne étaient cultivés sur leurs propres racines
en Europe. A cette méme époque, les échanges de matériel végétal nombreux entre le continent Nord-
Américain et ’Europe ont conduit a 1’introduction et a la prolifération de nombreux pathogenes et
ravageurs de la vigne dont le Phylloxéra (Daktulosphaira vitifoliae). Ce puceron provoqua en une
dizaine d'années la quasi-destruction du vignoble européen. Félix Sahut, Emile Planchon et Gaston
Bazille, missionnés par la Société Centrale d’Agriculture de I’Hérault en 1869 ont mis en évidence la
sensibilité du systéme racinaire de 1’espéce V. vinifera L. et la tolérance des espéces américaines au
phylloxera. Par la suite Alexis Millardet en 1882, flt le premier a hybrider les variétés frangaises et
américaines afin d'obtenir un porte-greffe résistant au phylloxera. Depuis, 1’utilisation d'hybrides en
tant que porte-greffes a permis de résoudre durablement le probléme, tout en gardant les spécificités de
la viticulture européenne par I'utilisation des greffons d'origine V. vinifera L (Pongracz, 1983).

De nos jours prés de 80% des vignobles dans le monde sont cultivés greffés (Smith, 2004) sur des
porte-greffes qui sont des variétés d’espéces pures d'origine Nord-Américaine ou sur des hybrides
interspécifiques issus de ces mémes espéces (Mullins et al., 1992). D'abord utilisés pour leur résistance
au phylloxera, les porte-greffes ont ensuite été sélectionnés pour d'autres caractéres agronomiques tels
I'adaptation aux contraintes abiotiques comme les fortes teneurs en calcaire ou le déficit hydrique,
ainsi que l'acidité ou la salinité des sols (Galet, 1998; Cordeau, 1998; Whiting, 2005, Ollat et al., 2016)
et la résistance a des contraintes biotiques comme les nématodes endo- ou exo-parasites (Nicol et al.,
1999). Le porte-greffe se situe a l'interface entre le sol et le greffon, il est capable d'influencer

I'acquisition et le transport de I'eau et des minéraux de la plante entiere.
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Sur ces aspects de nombreuses études ont montré le réle du porte-greffe sur I'absorption d'eau
(Carbonneau, 1985 ; Marguerit et al., 2012 ; Peccoux, 2011; Serra et al., 2014), et la nutrition minérale
dont le nitrate (Keller et al., 2001a,b; Holzapfel et Treeby, 2007, Lecourt et al., 2014), le potassium
(Kodur et al., 2010), le phosphore (Grant et Matthews, 1996a,b), le magnésium (Garcia et al., 2001), le
fer (Bavaresco et al., 1994; Jiménez et al., 2007), et le sodium et le chlore (Walker et al., 2010; Gong
etal., 2010 et 2011).

En contrélant I'absorption minérale et hydrique, le porte greffe influence la croissance végétative, ainsi
que le développement et la qualité des baies au niveau du greffon (Ollat et al., 2003; Tandonnet et al.,
2010). Différents exemples sont disponibles dans la littérature sur le réle du porte-greffe sur la
phénologie (Pongracz, 1983; Whiting, 2005 ; Ollat et al., 2016), le rendement (Main et al., 2002, Jones
et al., 2009), le poids des bois de taille (Tandonnet et al., 2010), et le développement foliaire
(Paranychianakis et al., 2004; Koundouras et al., 2008) et racinaire (Smart et al., 2006 ; Alsina et al.,
2011). De la méme maniére, le porte-greffe influence la qualité de la baie en modulant les paramétres
qualitatifs tel que les sucres (Ezzahouani et William, 1995), les acides organiques (Ruhl et al., 1988),
les acides aminés (Treeby et al., 1998) et le métabolisme secondaire (Koundouras et al., 2009,
Berdeja, 2013, Helwi et al., 2015).

La mise en ceuvre de greffages réciproques permet de mieux caractériser I'effet du greffon, du porte
greffe et de leur interaction. De cette maniére, il a été montré que I'allocation de biomasse racinaire,
foliaire et le rapport biomasse racinaire/biomasse foliaire dépendent de l'interaction des deux
génotypes (Tandonnet et al., 2010). 1l apparait que le couple formé par l'interaction du porte greffe et
du greffon posséde une plasticité de développement accrue, et que ces effets sont parfois imprévisibles
(Smith, 2004).

L'environnement peut aussi modifier les interactions porte greffe/greffon notamment en situation de
déficit hydrique. Par exemple il a été montré que la surface foliaire par metre carré de sol est modifiée
en cas de déficit hydrique pour la combinaison CS/1103P et pas pour CS/SO4 (Koundouras et al.,
2008).

Depuis plus d’un siécle, le porte-greffe est donc devenu un élément nécessaire en viticulture pour
s'affranchir de contraintes biotiques majeures. Cependant, son impact sur le greffon doit étre

caractérisé de maniere a identifier les leviers d'adaptation aux nouvelles contraintes abiotiques.
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Vitis riparia Vitis rupestris Vitis berlandieri

Figure 1.2- Native habitats of main American Vitis species used for rootstocks breeding (from
http://plants.Usda.Gov).



I-3. Diversité génétique des porte-greffes

Il existe 70 a 80 porte-greffes de vigne au Monde, mais la diversité génétique au sein des
porte-greffes est relativement faible puisque la plupart d'entre eux proviennent du croisement entre un
petit nombre de génotypes (Keller, 2010 ) répartis majoritairement entre trois espéces V. riparia, V.
rupestris, et V. berlandieri. Les parentés réelles des porte-greffes ne sont pas bien établies (de Andres
et al., 2007 ; Laucou et al., 2008). Par ailleurs, malgré la grande diversité de climat, de sols et de
variétés greffon dans le Monde, seulement 4 ou 5 porte-greffes sont majoritairement cultivés dans la
plupart des vignobles. Ce sont des représentants de la famille Berlandieri-Riparia (SO4, 5BB) et de la
famille Berlandieri-Rupestris (110R, 1103P, 140Ru), (Ollat et al., a paraitre).

L'espéce Vitis riparia posséde l'aire de répartition géographique la plus étendue puisque celle-ci
englobe la moitié Nord des Etats Unis et le Sud Est du Canada (Figure 1.2). Cette espéce est fortement
grimpante et vit principalement au bord des riviéres et dans les clairiéres humides. Outre son
utilisation pour I'nybridation variétale un de ses cultivars est couramment utilisé en tant que porte-
greffe sous le nom de Riparia Gloire de Montpellier. L'espéce Vitis rupestris est au contraire
buissonnante, et se développe naturellement dans les lits caillouteux des ruisseaux du Sud Est des
Etats Unis (Figure 1.2). Du fait de sa faible tolérance au calcaire elle est surtout utilisée en hybridation
méme si l'espéce peut étre utilisée directement en tant que porte-greffe sous le nom de Rupestris du
Lot (ou St Georges). L'espece Vitis berlandieri a un port plutét grimpant et est localisée uniquement
au Texas sur des collines riches en calcaire (Figure 1.2). Ce Vitis est difficile a greffer et a bouturer
d'ou sont utilisation uniquement en hybridation (Galet, 1988).

Les hybrides interspécifiques formés combinent généralement les propriétés de leur parenté. Les
hybrides V. riparia X V. rupestris (ex : 101-14 MGt, 3309C...), sont trés résistants au phylloxera et on
une forte capacité d'enracinement. Cependant leur tolérance a la sécheresse et au calcaire est faible, et
ils induisent une croissance du greffon faible a moyenne. Ces porte-greffes sont donc bien adaptés aux
sols fertiles et participent a la production d'un vin de qualité (Galet, 1988). Les hydrides V. riparia x
V. berlandieri (ex : 161-49 C, SOA4...) sont aussi trés résistants au phylloxéra et ont une tolérance
moyenne au calcaire et a la sécheresse. Leur capacité d'enracinement et de greffage est variable et ils
induisent une croissance moyenne a forte du greffon (Galet, 1988).Les hybrides V. rupestris x V.
berlandieri (ex : 110R, 140Ru...) sont connus pour leur forte résistance a la sécheresse mais ils
possedent des difficultés a I'enracinement et a la greffe. Ils induisent une forte croissance et fertilité du
greffon (Galet, 1988).Les hybrides V. vinifera L. x V. berlandieri (ex : 41B Mgt, ...) sont connus pour
leur adaptation au sol calcaire, mais posséde des difficultés a I'enracinement. La croissance conférée

au greffon est moyenne a forte, mais dépend du type de sol.
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Figure 1.3- Examples of rootstock characteristics (from Keller, 2010)



De plus, leur résistance au phylloxéra n'est pas maximale du fait de la présence d'un parent sensible
méme si toute fois en pratique ils ne sont pas considéré comme sensibles (Galet, 1988). De maniére
plus précise, les caractéristiques de nombreux porte-greffes pour différents criteres ont été revues par
plusieurs auteurs (Figure 1.3) (Peccoux, 2011; Serra et al., 2014, Keller, 2015, Ollat et al., 2016).

I1- Les réponses des plantes a la contrainte hydrique
I1-1. Généralités

L'eau est le constituant majeur des végéetaux, et assure des fonctions vitales dans le
développement et la physiologie de ces organismes. A I'échelle de la plante, I'eau est nécessaire au
processus de photosynthése, d'absorption minérale et de régulation thermique. Au niveau cellulaire,
I'eau participe en tant que substrat dans les réactions d'hydrolyse ou d'oxydation (notamment lors du
processus de photosynthése), mais rend aussi possible I'ensemble des réactions biochimiques. De plus,
en interaction avec la paroi, I'eau participe au contréle de la croissance et de la turgescence cellulaire
régissant les mouvements cellulaires tels que l'ouverture stomatique (Farooq et al., 2009; Le et al.,
2011).

Les plantes sont des organismes non-mobiles qui doivent s'adapter aux contraintes environnementales
pour survivre. En situation de contrainte hydrique, les plantes mettent en ceuvre différentes stratégies
qui consistent soit a éviter la contrainte, soit a mettre en ceuvre des mécanismes lui permettant de
maintenir ses fonctions physiologiques pour la croissance et la production (Tardieu, 2003). La seconde
stratégie permet d’obtenir un rendement maximal en conditions de stress modéré, mais elle accroit
également les risques en cas de déficit hydrique sévere (Amigues et al. 2006). L’adaptation a la
sécheresse d’une espéce cultivée peut donc étre considérée comme la capacité d'un génotype a
produire un rendement acceptable en situation hydrique limitante (Tardieu et Tuberosa, 2010). Cette
définition de 1’adaptation a la sécheresse est valable pour la vigne, en y incluant également les aspects

de maintien de la composition des raisins récoltés et de la pérennité des souches.

Les réponses de la plante au déficit hydrique édaphique peuvent étre catégorisées en fonction de la
durée et de I’intensité du déficit appliqué. A court terme la perte d'eau entraine une diminution de la
turgescence cellulaire foliaire nécessaire a I'élongation cellulaire. Le changement de turgescence des
cellules de garde entraine la fermeture stomatique, ce qui limite les échanges gazeux et la
photosynthése (Yu et al., 2009), et conduit a I’accumulation d'especes réactives de I'oxygene (Miller et

al., 2010).
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Figure 1.4- Iso- and anisohydric stomatal regulation. When soil content is decreasing, some
varieties their stomata open, to a certain level, which leads to a decrease in leaf water potential. These
varieties are characterized as anisohydric varieties. They maintain gaz exchanges and consequently
photosynthetic activity, at the expense of water loss. Other varieties close their stomata very rapidly
and consequently their leaf water potential is maintained to high levels, but photosynthetic activity is
stopped. They are characterized as isohydric varieties. (Simonneau et Coupel-Ledru, personal
communication)



A plus long terme, le déficit hydrique provoque une diminution de la croissance des parties aériennes
au profit de la croissance racinaire notamment pour la vigne (Comas et al., 2010; Cramer et al., 2013).
Ces changements morphologiques s'accompagnent de changements biochimiques nécessaires a la
protection de l'intégrité cellulaire, comme par exemple l'accumulation d'osmolites, de protéines

chaperonnes (LEA) et l'activation d'enzymes antioxydantes (Farooq et al., 2009).

11-2. Le controle de I’ouverture stomatique

Au sein des variétés de vigne, il existe une large variabilité de la régulation stomatique en
situation de contrainte hydrique atmosphérique ou édaphique. Ceci permet de classer les cépages en 2
catégories ayant des comportements opposés (Chaves et al., 2010). Le comportement isohydrique est
caractérisé par une fermeture précoce des stomates permettant le maintien du potentiel hydrique
foliaire. Ce comportement parfois appelé "pessimiste™ assure un contrdle strict des pertes en eau de la
plante et de 1’état hydrique de la plante. A I'inverse, le comportement anisohydrique (ou “optimiste™)
est défini par le maintien de l'ouverture stomatique et de l'activité photosynthétique pour un méme
niveau de déficit hydrique (Figure 1.4). Les pertes en eau sont alors plus importantes et affectent le
statut hydrique de la plante. Ces différences de comportement stomatique en situation de déficit
hydrique pourraient apporter des solutions adaptatives aux différentes formes de déficit hydrique
(revue par Lovisolo et al., 2010). Lorsque le déficit hydrique est modéré et s'étend sur des courtes
périodes, le comportement anisohydrique pourrait étre favorable au maintien de la production alors
que lorsqu'il est sévere et long, le comportement isohydrique pourrait étre favorable a la pérennité des
souches (Prieto et al., 2010).

Cependant, la distinction entre le comportement isohydrique et anisohydrique n’est pas toujours
clairement établie, et des études mettent en évidence des comportements variables pour un méme
cépage (revu par Chaves et al., 2010 et Lovisolo et al., 2010). Par exemple, la transpiration de la vigne
greffée est affectée par le porte-greffe (Marguerit et al., 2012), et il semble que le caractere iso-
/anisohydrique puisse étre contrdlé ou modifié par le porte-greffe (Vandeleur et al., 2009; Alsina et al.,
2011). Les études de Rogiers et al. (2012) et de Zhang et al. (2012) sur des variétés anisohydriques
cultivées non greffées suggérent que le caractére iso- ou anisohydrique est dépendant du compartiment
soumis & la contrainte hydrique (édaphique ou atmosphérique). En présence d’un déficit
atmosphérique caractérisé par une forte demande transpiratoire (VPD élevé) et en condition irriguée
(absence de déficit édaphique), la conductance stomatique varie peu alors que le potentiel hydrique
foliaire diminue tel que défini par le caractére anisohydrique. Cependant lorsque le déficit
atmosphérique (fort VPD) est combiné a un déficit hydrique édaphique, le cultivar adopte un

comportement isohydrique.
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Ce changement de comportement a déja été décrit par Franks et al. (2007) chez I’Eucalyptus, et serait
di & ’augmentation de la sensibilité stomatique au VPD en situation de déficit hydrique édaphique. Ce
comportement, appelé isohydrodynamique, permettrait de prévenir ’embolie des vaisseaux du xyleme

par I’intermédiaire d’un signal racinaire hydraulique ou/et chimique (Domec et Johnson, 2012).

Le contréle de I’ouverture stomatique met en jeu des signaux chimiques et hydrauliques (Comstock,
2002). L'acide abscissique foliaire, mais aussi la conductivité hydraulique au sein de la feuille sont
capables de réguler le flux transpiratoire (Schachtman and Goodger, 2008; Shatil-Cohen et al., 2011,
Pantin et al., 2013, Pou et al., 2013). Le contrdle stomatique apparait d'autant plus complexe que ces
deux types de signaux interagissent étroitement (Pantin et al. 2013, McAdam et Brodribb, 2015). De
plus, 'ABA d'origine racinaire ainsi que la conductance du tissu agissent sur les composantes foliaires
du contrdle stomatique. Au niveau racinaire, ils sont d'ailleurs étroitement connectés (Soar et al.,
20064a; Beaudette et al., 2007; Christmann et al., 2007; Thompson et al., 2007; Speirs et al., 2013). On
peut se questionner sur la nature du signal racinaire controlant la transpiration en situation de déficit

hydrique édaphique .

11-3. L’efficience de I’eau

Chez la Vigne, la fermeture stomatique en réponse au déficit hydrique intervient rapidement
alors que son activité photosynthétique est moins sensible au statut hydrique de la plante (Flexas et al.,
2002; Chaves et al., 2007), ce qui résulte en une amélioration de ’efficience d'utilisation de l'eau
(WUE) en situation de contrainte (Chaves et al., 2010). Ce caractére agronomique peut étre défini a
plusieurs échelles, de la plante a la feuille, et refléte la capacité de la plante a produire de la biomasse
séche ou des éléments carbonés (via son assimilation photosynthétique) par rapport a la consommation
d'eau ou a la conductance stomatique. Une efficience de I’eau élevée en situation de déficit hydrique
est une cible majeure de I'adaptation a la sécheresse des grandes cultures (Blum, 2009; Bacelar et al.,
2013; Tomas et al., 2012) et ce critére de sélection peut étre utilisé en amélioration variétale (Condon
et al., 2004). Chez la vigne, en situation seche ou irriguée, il existe une large variabilité génétique
entre les cépages pour ce caractere (Gibberd et al., 2001; Bota et al., 2001; Gaudillére et al., 2002;
Chaves et al., 2010) et sa plasticité en réponse au déficit hydrique (Bota et al., 2001). Ces études
révélent parfois des comportements variables pour un méme génotype témoignant de la variabilité liée
a l'environnement (en pot ou en champs), a I'échelle d'évaluation (de la plante ou la feuille), et &

I'impact de la greffe (de franc pied ou greffé) sur ce caractéere (revu par Chaves et al., 2010).
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Figure 1.5- Storage and degradation pathway of ABA in higher plants. In hydroxylation
pathways, ABA 8'-hydroxylation is thought to be a major ABA catabolic route. ABA is also
inactivated to ABA glucosyl ester (ABA-GE) by ABA-glucosyltransferase (ABA-GT), but ABA-GE
is converted to free ABA by B-glucosidase (From Endo et al., 2014).



I11- Les signaux chimiques intervenant dans le contrdle de la fermeture

stomatique

Parmi les signaux chimiques régulant I'ouverture stomatique, I'ABA apparait comme ayant
une importance majeure (Davies et Zhang, 1991). Le facteur principal induisant sa formation et sa
signalisation découle de la diminution de la teneur en eau cellulaire. L'ABA joue un role déterminant
dans les processus de croissance, de développement et dans l'adaptation a différents stress
environnementaux (Finkelstein, 2013). Cette hormone est impliquée dans le contrble de différents
mécanismes tels que la dormance des graines, 1’inhibition de la germination, la formation de racines
latérales, ainsi que dans le contrdle de la transpiration en agissant directement sur les stomates (Hauser
et al., 2011). De plus en situation de déficit hydrique édaphique, I'ABA est considéré comme I'élément
principal de la signalisation du statut hydrique des racines aux feuilles (Wilkinson et Davies, 2002;
Jiang et Hartung, 2008).

I11-1. Biosynthese et catabolisme de I'ABA

En situation de déficit hydrique, I'ABA peut étre synthétisé dans les racines (Simonneau et al.,
1998), les tiges (Christmann et al., 2007) et dans les feuilles au niveau du parenchyme vasculaire et
des cellules de garde (Endo et al., 2008, Boursiac et al., 2013).

L’ABA est un sesquiterpéne (15 carbones) dérivé de la famille des caroténoides. Comme de nombreux
tétraterpénoides (C40) végétaux, I’ABA est synthétisé par la voie plastidique du MEP (2-C-methyl-d-
erythritol-4-Phosphate). La dioxygénase NCED (9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase) est l'enzyme
responsable du clivage des composés C40 en Xanthoxine (C14), et est considérée comme une étape
limitante de la voie de biosynthése de I’ABA (revu par Nambara et Marion-Poll, 2005). La
Xanthoxine ainsi produite est convertie en aldéhyde intermédiaire dans le cytosol par une
déshydrogénase (ABA2), puis en ABA par une oxydase (abscisic aldehyde oxidase ; AAO3 ou
ABA3).

Une fois produite, I’hormone peut étre stockée sous forme glycosylée inactive (ABA-GE) dans les
vacuoles, puis étre remobilisée trés rapidement par hydrolyse enzymatique par la B-D-glucosidase lors
d'un déficit hydrique (Figure 7) (Lee et al., 2006). Cependant, il semblerait que le niveau d'ABA-GE
soit trop faible au niveau cellulaire pour avoir un impact significatif sur le niveau d'/ABA en situation
de déficit hydrique (Neill et al., 1983; Priest et al., 2006).
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Figure 1.6- Transport model of ABA by ABC transporters. In response to dehydration stress, ABA
is mainly synthesized in leaf vascular tissue and then transported to guard cells through the activity of
ABA transporters. The membrane-localized ATP-binding cassette (ABC) transporter ABCG25
localized in vascular tissues plays a role in ABA export. The ABCG40 transporter found in guard cells
plays a role in the import of ABA.AIT1/NRT1.2/NPF4.6 also has ABA importer activity, implying
that ABA uptake from the site of ABA synthesis is important in regulating stomatal closure (From
Osakabe et al., 2013).



Le catabolisme de I’ABA se fait principalement par I'oxydation du composé en acide phaséique (PA)
et dihydrophaséique (DPA) grace a I’activité du cytochrome P450 du groupe CYP707A (Figure
1.5)(Leetal., 2011).

La teneur en ABA cellulaire dépend principalement de sa synthése et de sa dégradation (Nambara et
Marion-Poll, 2005; Nilson et Assmann, 2007). Chez Arabidopsis, l'augmentation de la teneur en ABA
en situation de déficit hydrique dépend de I'expression du géne AtNCED3. Un mutant sur-exprimant
cette enzyme est caractérisé par une augmentation de sa teneur en ABA lui conférant un niveau
transpiratoire plus faible en situation de déficit hydrique par rapport au sauvage (revue par luchi et al.,
2001; Schwartz et al., 2003). Chez la vigne, l'induction des génes VViNCED1 (homologue de
AtNCED3) et VVINCED2 au niveau racinaire et de VViINCED1 au niveau foliaire est fortement corrélée
a la teneur hormonale dans les différents tissus ainsi qu'a la diminution de la transpiration en situation
de déficit hydrique édaphique (Soar et al., 2004 et 2006a ; Speirs et al., 2013).

L'expression des génes du catabolisme CYP707As est induite par des traitements exogenes d'/ABA, et
par le déficit hydrique, mais aussi lors de la réhydratation des tissus chez Arabidopsis (Kushiro et al.,
2004; Saito et al., 2004). Chez la vigne et Arabidopsis, les génes du catabolisme de I'ABA sont aussi
sensibles aux variations de déficit de pression de vapeur (VPD), conduisant a la réduction de la teneur
en ABA au niveau foliaire et augmentant la transpiration lorsque les conditions atmosphériques
deviennent plus favorables (diminution du VPD) (Okamoto et al., 2009; Speirs et al., 2013).

I11-2. Remobilisation de I'ABA a I'échelle de la plante

A T’échelle de la plante, I’ABA peut rapidement étre mobilisé de son lieu de synthése a son
lieu d'action par diffusion passive sous 1’action du pH. L’alcalinisation de 1’apoplasme racinaire
permet le passage de ’ABA dans la séve xylémienne puis son transport vers les feuilles par la
transpiration. Au niveau des chloroplastes, I’acidification du stroma entraine la sortie de I’ABA dans
le cytosol puis dans 1’apoplasme de maniere a agir directement sur les stomates (Schachtman et

Goodger, 2008).

Différents transporteurs d'/ABA de type ABC (ATP Binding Cassette) ont été identifiés dans les tissus
vasculaires et au niveau des cellules stomatiques (Kang et al., 2010; Kuromori et al., 2010). Méme si il
semble que la diffusion passive joue un réle prédominant dans le transport de I'ABA (Seo et Koshiba,
2011), le transport actif de I'ABA et la localisation des transporteurs ABC au sein des tissus
vasculaires et des cellules stomatiques offrent un modele de redistribution (par analogie avec le
systeme endocrinien humain) de I'ABA de son lieu de synthese a son lieu d'action (Figure 8) (Kang et
al. 2010; Kuromori et al. 2010).
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I11-3. Sources de I'ABA contribuant au contr6le stomatique

L'ABA produit dans les racines en situation de contrainte hydrique, puis transporté vers les
feuilles par le flux transpiratoire a été longtemps considéré comme le principal signal de 1’état
hydrique édaphique contrélant lI'ouverture stomatique (Wilkinson et Davies, 2002; Jiang et Hartung,
2008). Cependant, un certain nombre d’études (Munns et Cramer, 1996) et les travaux de Christmann
et al., (2007) sur des plants d'Arabidopsis greffés montrent que le métabolisme de I'ABA au niveau
foliaire est suffisant pour induire la réponse stomatique en situation de déficit hydrique édaphique. De
plus, la remobilisation de I'ABA racinaire par le flux transpiratoire ne peut expliquer un controle
stomatique rapide a I’échelle journaliére dans le cas des grands arbres ou la vitesse du flux est estimée

a 2 m/h seulement (Zimmermann et Brown, 1971).

Le statut hydrique du sol pourrait étre transmis vers les parties aériennes par un signal hydraulique
correspondant a une diminution progressive du potentiel hydrique xylémien. Ce signal, complété par
la synthése d'ABA dans les cellules périvasculaires foliaires (Endo et al., 2008) et par la présence de
transporteurs d'ABA (Kang et al. 2010 , Kuromori et al. 2010), offrent un modéle complexe de
régulation stomatique. Le signal hydraulique (variation du potentiel hydrique) induit la synthése et la
remobilisation de I'ABA au sein de la feuille pour agir sur les stomates (Christmann et al., 2013). Au
niveau foliaire chez la vigne, des différences de sensibilité stomatique a I'ABA ont été observées chez
différents cultivars (Scienza, 1983; Hopper et al., 2014) et pour un méme cultivar en fonction des
conditions environnementales, notamment du type de sol (Tramontini et al., 2014). 1l apparait que la
vitesse du desséchement du substrat modifie la réponse stomatique a I'ABA (Tramontini et al., 2014).
Le signal hydraulique racinaire pourrait donc agir aussi sur la sensibilité stomatique a I'ABA en plus

de son action sur le métabolisme local de I'ABA.

Par ailleurs, il apparait que I'ABA xylémien est capable de moduler la réponse stomatique par la
production d’un signal hydraulique foliaire (Shatil-Cohen et al., 2011). L'ABA du xyléme diminuerait
la conductivité hydraulique des cellules périvasculaires foliaires (via les aguaporines) affectant alors le
potentiel hydrique des cellules mésophylliennes et entrainant a la perte de turgescence des cellules de
garde et donc la fermeture des stomates (Pantin et al., 2013). Chez la vigne, les travaux de Soar et al.
(2004) tendent a montrer que la synthése locale (via VViINCED1) au niveau foliaire est responsable de
la concentration en ABA dans le xyléme et du contréle stomatique. Cependant en situation greffée, le
porte-greffe modifie la concentration en ABA dans le xyléeme (Soar et al., 2006a), ainsi que la

transpiration du greffon en situation de déficit hydrique (Marguerit et al., 2012; Alsina et al., 2011).
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Figure 1.7- ABA signaling pathway. Under normal conditions, PP2C negatively regulates SnRK2 by
direct interactions and dephosphorylation of multiple residues of SnRK2. Once abiotic stresses or
developmental cues up-regulate endogenous ABA, PYR/PYL/RCAR binds ABA and interacts with
PP2C to inhibit protein phosphatase activity. In turn, SnRK2 is released from PP2C-dependent
regulation and activated to phosphorylate downstream factors, such as the AREB/ABF bZIP-type
transcription factor or membrane proteins involving ion channels. (Modify from Umezawa et al.,
2010)



Le métabolisme racinaire de I'ABA apparait alors comme un élément clef dans la réponse stomatique a

travers trois mécanismes :
1- par une action directe suite a son transport des racines vers les feuilles

2- par une modification des flux hydriques au niveau des feuilles (modification de la conductivité

hydraulique des cellules périvasculaires) générant ainsi un signal hydraulique localisé

3-par une modification des flux hydriques au niveau racinaire (modification la conductivité
hydraulique racinaire) pouvant induire un signal hydraulique a longue distance qui agirait de maniere
directe ou indirecte sur les stomates (via le métabolisme de I'ABA foliaire et/ou sur la sensibilité
stomatique a I'ABA).

I11-4. Transduction du signal ABA

La transduction du signal hormonal est réalisé par un complexe de protéines mettant en jeu des
récepteurs, des phosphatases, des kinases et des facteurs de transcription (Figure 1.7) (Ma et al., 2009;
Park et al., 2009; Chan, 2012; Finkelstein, 2013; Lumba et al., 2014; Dalal and Chinnusamy, 2015).
Chaque composant de la régulation appartient a différentes familles protéiques. Les récepteurs font
partie  de la famille  PYR/PYL/RCARs (PYRABACTIN  RESISTANCE1/PYR1-
LIKE/REGULATORY COMPONENTS OF ABA RECEPTORS), les phosphatases sont de la famille
des PP2Cs (PROTEIN PHOSPHATASE 2C), les kinases sont de la famille des ShnRK2s (SUCROSE
NON-FERMENTING-RELATED KINASE 2) et les facteurs de transcription font partie de la famille
des AREB/ABFs (ABA RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN/ABA RESPONSIVE
ELEMENT BINDING FACTOR). En l'absence d'ABA, les phosphatases PP2Cs inactivent par
phosphorylation et par une interaction physique les kinases SnRK2s. Lorsque I'ABA est présent dans
le milieu cellulaire, il se fixe aux récepteurs solubles PYR/PYL/RCARs qui changent de
conformation. Ce complexe est alors capable d'interagir avec les phosphatases PP2Cs afin d'inhiber
leur action sur les kinases SnRK2s. Ces derniéres sont alors capables d'activer par phosphorylation les
facteurs de transcription AREB/ABFs permettant la réponse adaptative, mais elles agissent aussi sur
des protéines membranaires au niveau stomatique notamment SLAC1 (SLOW ANION CHANNEL
ASSOCIATED 1) et KAT1 (POTASSIUM CHANNEL IN ARABIDOPSIS THALIANA 1)(Figure
10). Ces deux derniéres protéines ont un réle majeur dans le controle de la turgescence stomatique via
le contréle des flux de potassium (Pilot et al., 2001; Negi et al., 2008; Vahisalu et al., 2008).
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Figure 1.8- Overview of ABA sensing, signaling and transport. PYR/PYL/RCAR, PP2C and
SnRK2 form a core signaling complex (yellow circle), which functions in at least two sites. One is the
nucleus, in which the core complex directly regulates ABA-responsive gene expression by
phosphorylation of AREB/ABF-type transcription factors. The other is the cytoplasm, and the core
complex can access the plasma membrane and phosphorylate anion channels (SLAC1) or potassium
channels (KAT1) to induce stomatal closure in response to ABA. ABA movements are indicated by
green lines and arrows, and major signaling pathways are indicated by red lines and arrows. Dotted
lines indicate indirect or unconfirmed connections (From Umezawa et al., 2010).



La régulation transcriptionnelle des différentes familles géniques impliquées dans la signalisation de
I'ABA est complexe car elle est trés largement multigénique. Néanmoins quelques généralités peuvent
étre présentées.

Les génes codant la famille des récepteurs PYR/PYL/RCARs sont genéralement réprimés au niveau
foliaire et racinaire lors de différents stress biotiques et abiotiques (notamment le déficit hydrique), ou
en présence d'/ABA (Sun et al., 2011; Chan, 2012; Seiler et al., 2014; Dalal and Inupakutika, 2014).
Mais I’expression de certains d'entre eux n’est pas modifiée, ou induite de maniere transitoire. Chez
I'orge par exemple, il a été montré que certains PYR/PYL/RCARSs ne sont pas réprimes apres 4 jours de
déficit hydrique, alors qu’ils le sont aprés 12 jours, ce qui indique que la durée du stress affecte la

réponse transcriptomique (Seiler et al., 2014).

Les génes codant les phosphatases PP2Cs et les facteurs de transcription AREB/ABFs sont
généralement induits par l'ajout d'ABA mais aussi en situation de déficit hydrique. Ceci a été observé
chez de nombreuses especes dont la vigne (Xue et al., 2008; Sun et al., 2011; Boneh et al., 2012a,b;
Chan, 2012; Seiler et al., 2014; Dalal and Inupakutika, 2014; Yoshida et al., 2015).

Chez Arabidopsis, I'expression des génes codant les protéines kinases SnRK2s est trés variable en

fonction des différents membres et du type de stress appliqué (Chan, 2012).

I11-5. Les autres signaux chimiques

D'autres signaux chimiques semblent impliqués dans la régulation stomatique notamment les
cytokinines (Sakakibara, 2006). Chez la vigne en situation de déficit hydrique, la teneur en différentes
formes de cytokinines est réduite et l'augmentation du rapport ABA/Cytokinines racinaire pourrait
expliquer l'augmentation de la croissance racinaire en situation de déficit hydrique (Stoll et al., 2000).
De méme I'éthylene dont la concentration foliaire diminue en situation de contrainte hydrique pourrait

étre impliqué dans la diminution de croissance foliaire (Sobeih et al., 2004).
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Figure 1.9- Overview of water and sugar transport and mains hydraulic resistance (R) in plant.
Water and sugars move in the plant within the vascular network. The water rises through the xylem in
the transpiration stream and sugars are distributed from the sources to sinks (flowers, fruits, roots...)
through the phloem. The water flows through a plant segment is quantitatively expressed by the
equation: Flow = Ay / R, where R is the hydraulic resistance and Ay the water potential gradient
between the ends of the segment. (From Delrot et al., 2014).



IV- La composante hydraulique

IV-1 Architecture hydraulique de la plante

Le transport de I'eau au sein du continuum sol-plante-atmosphére (SPA) est régi de maniére
passive par la différence de potentiel hydrique qui existe entre le sol et I'atmosphére et par la
conductance hydraulique (Kh) de la plante. Le potentiel hydrique de I'air ou déficit de pression (VPD),
ainsi que le potentiel hydrique du sol peuvent étre influencés par différents éléments tels que la
température, la pression atmosphérique, la texture du sol ou sa teneur en sels, mais la disponibilité en
eau est I'élément majeur contrélant ces parameétres. En situation irriguée (ou en général), le potentiel
hydrique de l'air est plus négatif que le potentiel du sol, ce qui explique le sens de déplacement de
I'eau au sein de la plante, des racines aux feuilles (Cruizat et Tyree, 1990).

En 1978, Martin H. Zimmermann est le premier a énoncer le concept darchitecture hydraulique
mettant en avant le fait qu'il existe au sein de la plante, différents compartiments dont les conductances
hydrauliques sont variables. Plus tard par analogie avec la loi d'Ohm, Zimmermann (1983) énonce le
principe de segmentation hydraulique (Figure 1.9). Le flux transpiratoire étant égal au flux absorbé, la
résistance de la plante (Ry, 1/K;) est égale a la somme des résistances de chaque compartiment. Cette
segmentation hydraulique peut étre appliquée a différentes échelles, de la cellule au continuum (SPA),
et a permis d'identifier les résistances hydrauliques les plus importantes au sein de la plante.

L'absorption racinaire, notamment chez la vigne, est assurée principalement par les jeunes racines
exemptes de subérine (Comas et al., 2010). Elle est contr6lée par la pression hydrostatique générée par
le flux transpiratoire et par la pression osmotique générée par le transport de solutés ou la synthese
d'osmolites (Aroca et al., 2012). L'eau doit nécessairement traverser différentes couches cellulaires
vivantes (cellules épidermiques et corticales) avant de parvenir au tissu xylémien racinaire. Son
transport peut emprunter deux voies, la voie apoplastique extracellulaire et la voie intracellulaire.
Cette derniére comprend deux passages indifférenciables expérimentalement, la voie symplastique et
la voie transcellulaire (Steudle and Peterson, 1998). La part relative du transport extra- et
intracellulaire reste toujours en débat en fonction des espéces (Maurel et al., 2002; Knipfer and Fricke,
2010; 2011), méme si il semblerait que la voie apoplastique soit préférentielle en situation transpirante
et que la voie intracellulaire soit préférentielle en situation de contrainte hydrique pour la vigne
(Vandeleur et al., 2009; Aroca et al., 2012).
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L'eau, une fois transportée dans le xyléme racinaire, se déplace de maniere axiale jusqu'aux feuilles
grace a la force hydrostatique résultant du différentiel de potentiel entre ces deux extrémités. Chez la
vigne, le tissu xylémien est sous forme de vaisseaux conducteurs dont la longueur et le diamétre
varient en fonction des tissus et de leur développement. Ils peuvent atteindre un métre de long pour
300 pm de large au niveau des tiges (Choat et al., 2010). La conductance du xyléme dépend
principalement de processus physiques tels que la dimension des vaisseaux (cellules mortes) et la
structure des parois (Sperry et al., 2005).

Cependant, I'eau circulant dans le xyleme est soumise a de fortes tensions. Cet état fortement instable
peut entrainer la formation de bulles de vapeur d'eau et d'air chassant I'eau du conduit. Ce phénomeéne
est appelé cavitation ou embolie (Tyree and Sperry, 1989, Cruiziat et al., 2001) et a pour conséquence
une diminution de la conductivité hydraulique xylémienne. Les différentes propriétés physiques du
xyléme [par exemple la longueur et le diametre des vaisseaux conducteurs, la forme et la structure des
pores inter-vaisseaux] peuvent influencer la tension nécessaire a la formation de I'embolie (Choat et
al., 2008). Celle ci se produit principalement suite a l'augmentation du gradient de potentiel hydrique

entre les feuilles et les racines, notamment lors d'un déficit hydrique édaphique (Cochard et al., 2009).

Ce mécanisme semblerait étre réversible (Holbrook et al., 2001; Brodersen et al., 2010, Chitarra et al.,
2014; Knipfer et al., 2015) et varie au sein de la journée chez la vigne (Lovisolo et al., 2008a) ou chez
d'autres espéces ligneuses (Domec et al., 2006 ; Johnson et al., 2009). Les mécanismes de réparation
de I’embolie des vaisseaux conducteurs ne sont pas encore clairement élucidés et semblent dépendre
des espéces (Brodersen et McElrone, 2013). Chez la vigne, la réparation de I'embolie est trés rapide
apres réhydration du sol (10 a 48h) (Lovisolo et al., 2008a; Brodersen et al., 2010; Knipfer et al.,
2015) et différents mécanismes semblent y participer. Tout d'abord il semblerait y avoir la génération
d'une force osmotique via la dégradation des composés carbonés et le transport des sucres produits des
cellules du parenchyme vasculaire aux vaisseaux conducteurs (Perone et al., 2012b; Chitarra et al.,
2014). La pression osmotique exercée par la poussée radiculaire participe a la réparation de
I'embolisme chez la vigne notamment pour les parties basales (racines et tronc) (Brodersen et
McElrone, 2013). Par leur réle dans le contrdle des flux axiaux, les aquaporines facilitent la
réhydratation des vaisseaux conducteurs (Galmes et al., 2007; Chitarra et al., 2014). Enfin 'ABA, en
maintenant les stomates fermés aprés réhydratation des tissus participe au processus de réhydratation

des vaisseaux conducteurs (Lovisolo et al., 2008a)
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Les tissus xylémiens au sein de différents organes présentent des différences de sensibilité a I’embolie.
Chez la vigne, la tige est peu sensible a 1’embolie (Alsina et al., 2007 ; Choat et al., 2010) en
comparaison des pétioles (Schultz, 2003) ou des racines (Lovisolo et Schubert 2006 ; Lovisolo et al.,
2008). Cette segmentation de la sensibilité a I’embolie a donné naissance au concept de « fusible
hydraulique » qui permettrait de réduire la transpiration et de limiter la propagation de 1’embolie aux
tiges, tronc, grappes et racines principales (Lovisolo et al., 2010 ; Zufferey et al., 2011). Chez les
gymnospermes et les angiospermes, la vulnérabilité a I'embolie du tissu xylémien est associée a
l'aridité du climat d'ou est originaire I'espéce (Pockman et Sperry, 2000; Maherali et al., 2004; Willson
et Jackson, 2006; Choat et al., 2007). Les espéces originaires des climats plutdt arides possédent une
plus forte tolérance a I'embolie alors que l'inverse est observé pour les espéces natives d'un milieu
mésotrophe. Récemment, cette observation a été vérifiée chez la vigne en comparant 3 especes, V.
riparia, V. arizonica et V. champinii (Knipfer et al., 2015). Deux comportements distincts ont
clairement été mis en avant : I'espece V. champinii, originaire d'un climat aride, est moins sensible a
I'embolie, réduit moins sa transpiration en situation de déficit hydrique et est moins dépendante de la
poussée radiculaire pour réhydrater ses tissus conducteurs que l'espece V. riparia, originaire d'un
habitat mésotrophe. L'auteur souligne que la formation et la réparation de I'embolie chez V. riparia au
cours de plusieurs cycles de déficit hydrique pourrait nuire a ses réserves carbonées (Knipfer et al.,
2015).

Au niveau foliaire, I'eau doit passer des tissus xylémiens au niveau des nervures principales et
secondaires vers la chambre sous stomatique pour étre transformée en vapeur lors du processus de
transpiration. La voie empruntée par I'eau du xyléme & la chambre sous stomatique via les tissus
périvasculaires et mésophylliens n'est pas encore clairement établie (Sack et Holbrook, 2006). La voie
apoplastique présentant une plus forte conductance semble privilégiée pour répondre a la demande
évaporative (Boyer, 1974), mais la voie symplastique semble aussi impliquée. En effet, par analogie
avec la bande de Caspary au niveau racinaire, les cellules périvasculaires peuvent étre subérisées

contraignant le transport de I'eau par la voie symplastique (Canny, 1993, Shatil-Cohen et al., 2011).
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1VV-2 Méthodes de mesure

Différentes méthodes permettent d’estimer la conductance hydraulique de la plante ou de
différents organes. L'objectif commun est d'estimer le flux hydrique traversant une section en fonction
de la différence de pression qui existe entre les deux extrémités du systeme a mesurer (Tyree et al.,
2005, Lovisolo et Tramontini, 2010). Le rapport entre le flux et le différentiel de pression permet de
calculer la conductivité hydraulique du systeme.

La méthode la plus naturelle et la moins invasive est la méthode dite par flux évaporatif (EFM,
Evaporative Flux Method). Cette méthode permet de calculer la conductance de la plante par le
rapport entre la transpiration par unité de surface foliaire et la différence de potentiel hydrique entre le
sol et la tige (Lovisolo et al., 2002). La transpiration est facilement évaluée avec un appareil de mesure
des échanges gazeux ou par pesée lorsque les plantes sont cultivées en pots. Le potentiel hydrique du
sol et de la tige peut étre déterminé par des sondes a pression ou par la technique de chambre a
pression. Cependant, cette méthode n'est applicable que pour une plante entiére ou pour les parties
aériennes feuillées. De plus, dans le cas ol le potentiel hydrique est déterminé par la technique de

chambre a pression, il est important de choisir une feuille non embolisée (Tsuda et Tyree, 2000).

Afin d'évaluer la conductivité de différents organes notamment les racines, deux autres méthodes sont
couramment utilisées, la méthode par haute pression (HPM, High Pressure Method) et la méthode par
succion (VPM, Vacuum Pump Method). La pression ou la tension est alors appliquée de maniére
artificielle et le flux hydrique est mesuré. Ces deux méthodes permettent de calculer la conductance de
segments ou d'organes entiers, mais aussi de la plante entiére en utilisant le principe de la

segmentation hydraulique (Zimmermann, 1983).

En utilisant des pressions croissantes sur un temps court, il est possible de s'affranchir de contraintes
liées a la mesure qui peuvent sur ou sous évaluer le flux et le différentiel de pression lié a la croissance
de la plante (Tsuda et Tyree, 2000), I'ajustement osmotique ou I'élasticité des tissus (Tyree et al,
1995).

Les mesures réalisées avec la méthode EFM et HPM ont permis d’évaluer la résistance hydraulique de
la plante entiére chez un arbre Acer saccharinum (Tsuda et Tyree, 1997), et chez le soja, le tournesol,
le haricot, la tomate, le poivrier et chez l'aubergine (Tsuda et Tyree, 2000). Les trois méthodes de
mesure décrites ont donné des résultats identiques pour six espéces ligneuses y compris une espéce du
genre Vitis (Sack et al., 2002).
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En pratique, la mesure de la conductivité hydraulique se réalise principalement sur des segments
(principalement pour les tiges) ou sur un organe entier (pointes racinaires, ensemble du systéme

racinaire ou sur feuilles pétiolés), et est donc dépendante des flux axiaux et radiaux de I'eau.

En plus des mesures de conductance hydraulique, plusieurs études analysent la perte de conductivité
lié a la formation de I'embolie. L'objectif est d'estimer la part relative de perte de conductivité liée a
I'embolie en fonction du potentiel hydrique du tissu afin de générer des courbes de vulnérabilité. Trois
méthodes sont couramment utilisées, la méthode par déshydratation (Sperry et Tyree, 1988), la
méthode par injection d'air (Cochard et al., 1992; Salleo et al., 1993) et la méthode par centrifugation
(Holbrook et al., 1995; Pockman et al., 1995). Ces trois méthodes donnent en général des résultats
similaires chez différentes espéces (Choat et al., 2010). La longueur des vaisseaux conducteurs étant
trés élevée chez la vigne, certaines technigues sont inappropriées telle que la méthode par
centrifugation, et d'autres doivent étre optimisées comme la méthode par injection dair en utilisant des
segments de grande taille. Les méthodes visuelles par résonance magnétique (Choat et al., 2010) ou
par tomographie a rayons X (Brodersen et al., 2010) et ainsi que celles par émissions acoustiques
(Rosner et al., 2006) permettent d'estimer in vivo et de maniére fiable la perte de conductivité liée a

I'embolie.

V- Les aquaporines

Les aquaporines sont des protéines membranaires responsables du passage d'eau et de petites
molécules neutres entre les cellules, jouent un réle prédominant dans le trajet intracellulaire de 1’eau
(Maurel et al., 2008). Elles pourraient étre impliquées dans le controle de la conductivité hydraulique
en situation de contrainte hydrique, mais leur mode d'action via la force hydrostatique (générée par le
transport de I'eau) ou osmotique (suite au déséquilibre de pression osmotique généré par le transport
de I'eau) n'est pas encore élucidé (Aroca et al., 2012). Leur part relative dans l'absorption et le
transport de I'eau en situation irriguée est estimée a 50% chez Populus tremuloides (Wan et Zwiazek,
1999), 30% chez Pisum sativum (Beaudette et al., 2007) et 40 a 75 % chez Hordeum vulgare L.
(Knipfer et al., 2011). Leur rdle en situation de déficit hydrique n'est pas clair du fait de leur grande

diversité, et de leur haut niveau de régulation transcriptionnelle et fonctionnelle (Maurel et al., 2008).
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Figure 1.10- Representative structure of plant aquaporin. The two highly conserved Asn-Pro-Ala
(NPA) motifs (represented by Asn101 and Asn222, green) are in close proximity to form one of the
main pore constrictions. Another constriction called Ar/R (red ) is formed on the extracytoplasmic side
of the membrane by a spatial arrangement of aromatic (Ar) residues, such as Phe81 and His210, facing
an Arg (R) residue, here Arg225. Proton transport is blocked by electrostatic repulsion in the Ar/R
constriction and the dipole orientation of the water molecule by the two Asn residues of the NPA
motifs. This results in a transient isolation of the water molecule within the single file of water
molecules that fills the pore (orange spheres) (From Maurel et al., 2008).



V-1 Structure des aquaporines

Les aquaporines sont des canaux protéiques membranaires facilitant le passage de l'eau a
travers les membranes cellulaires. Découvertes par Peter Agre en 1992, elles font partie d'une large
famille protéique, les MIPs (Major Intrinsic Proteins), dont différents membres ont été identifiés tant
chez les animaux et les bactéries que chez les végétaux (Agre, 2004). Les aquaporines végétales
comportent de nombreuses isoformes, 35 ont été identifiées chez Arabidopsis (Johanson et al., 2001),
36 chez le mais (Chaumont et al., 2001) et 28 chez la vigne (Fouquet et al., 2008).

Par homologie de séquences les aquaporines sont divisées en 4 familles présentant en général des
localisations cellulaires spécifiques (Maurel et al., 2008). Les PIPs (Plasma membrane Intrinsic
Protein, subdivisées en PIP1 et PIP2), et les TIPs (Tonoplastic Intrinsic Protein) sont les plus grandes
familles (13 et 10 isoformes respectives chez Arabidopsis) et sont localisées respectivement au niveau
des membranes plasmiques et tonoplastiques (Johanson et al., 2001; Quigley et al., 2001). La
troisieme famille, appelée NIP (Nodulin-26-like Intrinsic Protein), correspond aux aquaporines
homologues de GmNo0d26 qui est exprimée au niveau des nodules racinaires chez le soja permettant la
fixation symbiotique de N, (Wallace et al., 2006). La derniére famille, les SIPs (Small basic Intrinsic
Portein), se localise plutdt au niveau du réticulum endoplasmique (Ishikawa et al., 2005). Cependant la
localisation cellulaire des différentes familles d'aquaporines n'est pas stricte, notamment pour certaines
isoformes de la famille des NIPs qui sont peuvent étre présentes au niveau des membranes plasmiques
(Maetal., 2006).

Les aquaporines ont une structure protéique hautement conservée (Figure 1.10) (Térnroth-Horsefield
et al., 2006). De poids moléculaire compris entre 21 et 34 kDa, elles sont composées de 6 domaines
transmembranaires inclinées dans le plan (formant un "sablier") reliés par 5 boucles intra- (boucles B
et D) et extra-cytoplasmiques (boucles A, C et E). Les parties N- et C-terminales sont exposées dans le
cytosol (Maurel et al., 2008). La conformation spatiale de la protéine rend compte de sa sélectivité de
substrat a travers différents mécanismes : taille d'exclusion, ponts hydrogéne, interaction hydrophobe,
répulsion électrostatique, orientation du dipdle (Figure 1.10). En tout, neuf types de pores ont été
identifiés chez Arabidopsis (Wallace et Roberts, 2004) et un supplémentaire chez le riz et le mais

(Bansal et Sankararamakrishnan, 2007).
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Par des analyses fonctionnelles dans des ovocytes de xénope ou dans des cellules de levure, il a été
démontré que les aquaporines végétales permettaient le passage de I'eau indépendamment de la famille
de MIP auxquelles elles appartenaient (Maurel, 2008), cependant leur performance varie jusqu'a 30
fois en fonction l'isoforme (Yang et Verkman, 1997).Outre leur role dans le transport de l'eau, les
aquaporines sont impliquées dans le transport de petites molécules neutres comme par exemple le
glycérol (Biela et al., 1999), I'urée (Gerbeau et al., 1999), I'ammonium (Holm et al., 2005), le CO,
(Uehlein et al., 2007) et I'acide borique (Takano et al., 2006), salicylique (Ma et al., 2006) et lactique
(Choi et Roberts, 2007).

V-2 Régulation de Pactivité des aquaporines
V-2.1. Régulation transcriptionnelle

La régulation transcriptionelle des différentes isoformes d'aquaporine, en particulier les TIPs
et les PIPs, a été étudiée dans différents organes et en réponse a différentes conditions expérimentales.
Leur role dans le transport radial de l'eau mais aussi dans la régulation osmotique cellulaire a
largement été décrit et revu (Maurel et al., 2008 et 2015; Bienert et Chaumont, 2014; Chaumont et
Tyerman, 2014). Dans cette partie, nous nous intéresserons aux généralités puis a leur réle dans la
régulation de la transpiration. Il est important de noter que 1’abondance des transcrits est rarement

corrélée a la quantité de protéines (Suga et al., 2002; Lopez et al., 2003; Hachez et al., 2012).

D'une maniére générale, I’abondance des transcrits des PIPs et TIPs est plus important dans les racines
que dans les feuilles (Alexandersson et al., 2005; Heinen et al., 2009; Besse et al., 2011), mais il existe
des aquaporines qui sont fortement ou exclusivement exprimées au niveau des feuilles (Sakurai et al.,
2005; Azad et al., 2008). La localisation de I'expression des aquaporines est aussi fortement associée a
la présence de barrieres apoplastiques. Un haut niveau d'expression est retrouvé au niveau racinaire
dans les cellules de I'exoderme et de I'endoderme, et au niveau foliaire dans les cellules périvasculaires
(Vandeleur et al., 2009; Shatil-Cohen et al., 2011; Hachez et al., 2012; Prado et al., 2013), ce qui
suggere un réle important dans la régulation des flux hydriques au sein de la plante (Chaumont et
Tyerman, 2014). Cependant chez la vigne, la récente étude de Gambetta et al. (2013) montre un niveau
variable d'expression des aquaporines en fonction de I'dge des racines. La diminution du niveau
d'expression de la plupart des aquaporines PIPs au niveau de la zone racinaire mature remet en cause

le r6le des aquaporines dans le transfert d'eau au niveau des tissus subérisés.
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A I’échelle journaliere, la conductance de la plante et de ses différents compartiments est corrélée a sa
transpiration dans de nombreuses especes végétales (Tsuda et Tyree, 2000; Passioura et Munns, 1984;
Henzler et al., 1999; Beaudette et al., 2007; McElrone et al., 2007; Vandeleur et al., 2009). La
transpiration des plantes est aussi fortement corrélée a l'expression et/ou a l’activité de certaines
aquaporines de la famille des PIPs et TIPs (Henzler et al., 1999; Cochard et al., 2007; VVandeleur et al.,
2009; Hachez et al., 2012). A cette échelle de temps, la réorganisation des tissus conducteurs ne peut
étre impliquée dans la régulation de la conductance hydraulique, et I'importance des aquaporines est

alors soulevée.

En situation de déficit hydrique, la régulation transcriptionnelle des aquaporines est variable selon les
isoformes dont 1’expression peut étre a la fois sur- et sous-exprimées au niveau foliaire et racinaire
(Suga et al., 2002; Jang et al., 2004; Alexandersson et al., 2005).

L'ABA est aussi capable d'altérer I'expression des aquaporines. Chez Arabidopsis, 6 et 5 isoformes
sont sur-exprimées au niveau racinaire et aérien en présence d'/ABA dans le milieu (Jang et al., 2004).
Chez le mais et la tomate, la génération de lignées sur-exprimant le géne NCED, conduit a une
augmentation de la teneur hormonale, augmentant la conductivité hydraulique racinaire (Tompson et
al., 2007, Parent et al., 2009) et le niveau de transcrits et de protéines de différentes isoformes
d'aquaporines de la famille des PIPs (Parent et al., 2009). Au niveau foliaire 'ABA semble avoir un
effet contraire sur la conductance de la feuille et I'expression des aquaporines notamment dans les

cellules périvasculaires (Shatil-Cohen et al., 2011).

V-2.2. Régulation post-traductionnelle

Deux grands types de mécanismes sont impliqués dans la régulation du transport d'eau par les
aquaporines : la fermeture du pore et la conformation spatiale cellulaire. L'analyse fonctionnelle en
ovocyte de xénope couplée a des altérations pharmacologiques sur des protéines phosphatases et
kinases a montré I'importance du processus de phosphorylation sur la régulation de lI'ouverture du pore
de nombreuses aquaporines des différentes familles (Maurel et al., 1995; Johansson et al., 1998;
Guenther et al., 2003). Ces études montrent une réduction de la perméabilité membranaire en I'absence
de phosphorylation sur certains résidus des aquaporines. Le role de OST1, une kinase de type SnRK2
étroitement associée a la transduction du signal ABA, a été récemment mis en évidence pour la
phosphorylation d’une aquaporine de type PIP2.1 au niveau du plasmalemme des cellules de garde des
stomates de Arabidopsis. Dans ce cas, la phosphorylation augmente la perméabilité membranaire a
I’eau, ce qui suggere qu’en fonction du type de cellules, I’ABA peut conduire a des effets opposés

selon les sites de phosphorylation concernés (Grondin et al., 2015).
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Figure 1.11- Schematic representation of aquaporin function and regulation in plant plasma
membrane. Hetero-tetramerization of PIP1s (white) with PIP2s (gray) is thought to be crucial for
proper sorting of the former to the plasma membrane. The figure shows that multiple stimuli
(hormones, light and stresses) can act on several facets of PIP functionality: their post-translational
modification profile, their lateral diffusion at the plasma membrane and their rate of
cycling/endocytosis. The latter phenomenon is thought to be crucial for regulating PIP density at the
plasma membrane and thereby cell water permeability. Note that, depending on modified site,
phosphorylation of PIPs can affect their intrinsic activity or subcellular localization (From Verdoucq
etal., 2014).



Chez différentes espéces, l'inhibition du transport d'eau par les aquaporines est également associé au
pH alcalin, a la présence d'ions divalent (Ca2+) et de radicaux d'hydroxyle (Gerbeau et al., 2002;
Henzler et al., 2004; Alleva et al., 2006; Boursiac et al., 2008). Dans le cas des radicaux d’hydroxyles,
la diminution du transport d'eau provient de l'internalisation des aquaporines dans des vésicules
membranaires réduisant la densité des aquaporines a la surface des membranes plasmiques (Boursiac
et al., 2008).

De plus, les aquaporines de la famille des PIPs sont subdivisées en deux groupes les PIP1s et les
PIP2s. Il a été montré que l'interaction physique entre PIP1s et PIP2s est nécessaire au processus de
transport d'eau par certaines aquaporines de type PIP1 dans des ovocytes de xénope (Fetter et al.,
2004) et dans des protoplastes de mais (Zelazny et al., 2007). Le mécanisme sous-jacent implique la
formation d'hétérotétramére PIP1/PIP2 au niveau du réticulum endoplasmique permettant I'adressage
du complexe au niveau la membrane plasmique. Ce processus d'adressage protéique peut lui méme

étre controlé par phosphorylation (Temmei et al., 2005) (Figure 1.11).

Du fait de leur rdle dans le transport de I'eau, de CO2 et d'éléments nutritifs (bore, ammonium...), les
aquaporines sont impliquées dans de nombreux processus biologiques (croissance, allocation de
nutriments, reproduction, germination...) et dans les interactions biotiques (Symbioses mycorhizienne
et rhizobiummale) qui ne seront pas détaillés dans ce manuscrit (revu en détail par Maurel et al.,
2015).

V-3. Réle des aquaporines dans la régulation de la transpiration en déficit
hydrique

Chez la vigne, comme chez les autres especes, la conductivité hydraulique des tissus est
étroitement liée a l'expression de certaines aquaporines en situation non limitante en eau (Perrone et
al., 2012), en situation de déficit hydrique (Vandeleur et al., 2009) et aprés réhydratation du sol
(Galmés et al., 2007). Ces informations permettent a certains auteurs de proposer un mécanisme
expliquant les différences de comportement transpiratoire par la régulation des flux hydriques a

I’¢échelle de la plante avec une contribution déterminante du compartiment racinaire.
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A I'échelle journaliere, la relation entre la conductance racinaire et la transpiration est maintenue entre
des variétés iso- et anisohydriques (Vandeleur et al., 2009). La réduction plus importante de la
transpiration & midi pour la variété isohydrique serait liée & une diminution plus importante de sa
conductance racinaire, associée a une subérisation plus marquée des cellules de 1’endoderme racinaire.
Pour la variété anisohydrique, le transport de I'eau par les cellules corticales est plus important et est
lié a une plus forte expression de l'aquaporine PIP1.1. Pour l'auteur, l'augmentation du flux
symplastique pour la variété anisohydrique permettrait le maintien des flux hydriques au sein de la
plante permettant le maintien de Il'ouverture stomatique. Pour la variété isohydrique, la fermeture
stomatique pourrait permettre de limiter le phénoméne d'embolie auquel elle apparait plus sensible
(Tyree and Sperry, 1989, Alsina et al., 2007). La sur-expression de I'aquaporine TIP2.2, chez une
variété isohydrique de tomate a permis d'augmenter la perméabilité cellulaire, et a conduit a un
comportement anisohydrique en situation de contrainte hydrique (Sade et al., 2009), renforcant ainsi
les hypothéses de Vandeleur et al. (2009). Finalement d’autre études montrent que 1’état hydrique du
sol peut modifier la réponse de type iso ou anisohydrique d’une variété en particulier en affectant la
sensibilité stomatique au vpd (Rogiers et al., 2012, Domec et Johnson, 2012) et qu’un signal

hydraulique a I’échelle de la plante entiére pourrait étre impliqué.

Dans ces études, les plantes sont cultivées sur leur propres racines et rien ne prouve que la relation
étroite entre activité des aquaporines racinaires et contrdle stomatique a 1’échelle de la plante enticre
soit maintenue en situation greffée (Lovisolo et al., 2010). Au niveau foliaire, une interaction forte
entre signaux hydrauliques et chimiques a été mise en évidence pour expliquer la réponse stomatique a
la contrainte hydrique (Shatil-Cohen et al., 2011; Pantin et al., 2013). Dans une plante greffée, les
propriétés hydrauliques et les capacités de production des signaux hormonaux varient certainement au
niveau racinaire et sont capables de modifier la réponse au niveau des feuilles (Alsina et al., 2011 ;
Tramontini et al., 2013). La contribution de ces signaux d’origine racinaire dans le controle de la

transpiration en situation greffée reste toujours a élucider.
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Abstract

Grapevine is considered as drought tolerant, but a large variability exists between Vitis genotypes. In
this study the response of nine genotypes, differing for their drought adaptation in the field, was
analysed in response to short-term water-deficit. Plant water status, transpiration, the concentration of
ABA and its catabolites in sap, and transcript abundance of 12 genes involved in ABA metabolism
and signalling were monitored in roots and shoots of young cuttings during 4 days of withheld
irrigation. Although transpiration and ABA responses were well-conserved among the genotypes,
multifactorial analyses separated Vitis vinifera varieties and V. berlandieri x V. rupestris hybrids (all
considered drought tolerant) from the other genotypes studied. Generally, V. vinifera varieties,
followed by V. berlandieri x V. rupestris hybrids, displayed more pronounced responses to water-
deficit in comparison to the other genotypes. However, changes in transcript abundance in roots were
more pronounced for Vitis hybrids than V. vinifera genotypes. Changes in VViNCED1 and VWiABF1
abundance were associated with the response of V. vinifera genotypes, while changes in VViNCED2
abundance were associated with the response of other Vitis genotypes. Interestingly, V. vinifera
genotypes presented a constitutive lower expression of VviSnRK2.6 (an AtOST1 ortholog) than the
other genotypes, and RCAR receptors were not identified as key components of the genotypic
variability of water-deficit responses. This study highlights the complexity of the mechanisms
underlying genotypic variability for drought tolerance in grapevine and suggests that ABA metabolism
and signalling contribute to these differences between genotypes.

Keywords: Abscisic acid, ABA signalling, genotypic variability, grapevine, roots, shoot, |,

transpiration, water potential, water-deficit
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I- Introduction

Vitis vinifera is the major grapevine species grown and is commonly grafted onto rootstocks of
other Vitis species. The diversity within Vitis genus provides a good basis for the selection of
rootstocks utilized in order to protect against phylloxera and adapted to various environmental
conditions. Among these conditions, water availability is particularly important because of its large
influence on fruit yield and quality (Chaves et al., 2010). Grape growing is common across dry and
semi-dry climates and is traditionally non-irrigated (Lovisolo et al., 2010). Despite the fact that
grapevines are well adapted to dry climates (Chaves et al., 2010), the impact of drought on grape
growing may increase in the context of climate change and will lead to changes in viticultural
practices and/or the locations suitable for grape growing (Malheiro et al., 2010). Drought negatively
impacts grape yields by reducing bud fertility, fruit set and growth (Keller, 2015). There are large
differences in drought tolerance among grapevine genotypes in the field (Chaves et al., 2010 and
references cited therein).

Abscisic acid (ABA) is a stress response and signalling molecule, which plays a central role in the
growth, development and adaptation of plants to environmental stresses (Finkelstein 2013; Dalal and
Chinnusamy, 2015, Cramer et al., 2011). One of the main functions of ABA is to regulate plant water
balance and osmotic stress tolerance. ABA mediates numerous responses to drought, including
stomatal closure and control of water loss from the plant (Assmann, 2003; Christmann et al., 2007,
Tardieu et al., 2010). Grapevines were among the first species in which a direct role of ABA in
stomatal closure was demonstrated (Loveys and Kriedemann, 1974). Subsequently, ABA was shown
to be associated with water-deficit responses at the root, leaf, shoot and fruit levels (Ferrandino and
Lovisolo, 2014). Genotypic differences in leaf ABA concentration have been known for many decades
(Fregoni et al., 1977; Scienza et al., 1980). Among Vitis genotypes, differences in stomatal sensitivity
to drought have been associated with [ABA] in xylem sap or leaves (Soar et al., 2006b), and there is
variability in stomatal sensitivity to ABA (Scienza, 1983; Hopper et al., 2014; Tramontini et al.,
2014).
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Under drought, ABA is synthesized in roots (Simonneau et al., 1998), shoots (Christmann et al., 2007)
and leaves (Endo et al., 2008). ABA synthesis in roots and its transport to the leaves has been
considered the main signalling pathway transducing soil water status (Schachtman and Goodger, 2008;
Allario et al., 2013; Pérez-Pérez and Dodd, 2015) because of the correlation between stomatal
conductance and [ABA] in xylem sap (Tardieu and Simonneau, 1998; Thompson et al., 2007; Tardieu
et al., 2015). In addition hydraulic signals could modulate stomatal closure either directly, and/or via
ABA production in the leaf (Christmann et al., 2007; Mcadam and Brodribb, 2015). Furthermore,
recent studies suggest that the extent to which stomatal conductance is controlled by either hydraulic
signals, ABA or their interaction could be associated with genetic differences in responses to drought
(Pantin et al., 2013; Mcadam and Brodribb, 2015). In grafted plants including grapevine, it was shown
that rootstocks affect both [ABA] sap and stomatal sensitivity to drought (Soar et al., 2006a; Allario et
al., 2013; Speirs et al., 2013).

ABA biosynthesis begins in plastids with the cleavage of a C40 carotenoid precursor that is further
epoxidized to 9-cis-violaxanthin. Then 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase (NCED) catalyses the
oxidative cleavage of 9-cis-violaxanthin to form xanthonin (Qin and Zeevaart, 2002). These products
enter the cytosol where a dehydrogenase/reductase and an aldehyde oxidase convert xanthonin into
ABA. The vast majority of ABA is catabolized to its inactive form by an ABA 8’-hydroxylase. The
spontaneous cyclization of hydroxylated ABA results in the production of phaseic acid (PA) which is
further reduced to dihydrophaseic acid (DPA) (Finkelstein, 2013). In grapevine it was shown that the
expression of NCED genes in both leaves and roots is well correlated with [ABA] in xylem sap and
stomatal opening (Soar et al., 2006a; Speirs et al., 2013). In addition, changes in ABA catabolism near
its site of action could optimize gas exchange to the local leaf environment as the expression of ABA
catabolic genes in leaves appear to change in response to vapour pressure deficit (VPD) (Speirs et al.,
2013).
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The ABA signalling pathway involves a cascade of receptors, phosphatases, kinases and transcription
factors (TFs), which have been well characterized (Ma et al., 2009; Park et al., 2009; Chan, 2012;
Finkelstein, 2013; Lumba et al., 2014; Dalal and Chinnusamy, 2015). The key components of this
system are the protein receptor complex PYR/PYL/RCAR (PYRABACTIN RESISTANCE1)/(PYRL1-
LIKE)/((REGULATORY COMPONENTS OF ABA RECEPTORS), PP2Cs (PROTEIN
PHOSPHATASE 2C) and SnRK2s (SUCROSE NON-FERMENTING-RELATED KINASE 2). In the
absence of ABA, PP2Cs inactivate SnRK2s kinases by physical interaction and direct de-
phosphorylation. The binding of ABA to PYR/PYL/RCAR leads to a conformational change in the
receptor enabling its interaction with PP2Cs and thereby activating the SnRK2s. The SnRK2s released
from PP2C inhibition are then able to activate (via phosphorylation) downstream TFs and ABA-
responsive element binding factors (ABFs or AREBS), leading to the induction of ABA-responsive
genes (Chan, 2012; Finkelstein, 2013; Dalal and Chinnusamy, 2015; Yoshida et al., 2015). Most of the
components of the ABA signal transduction pathway have been identified in the V. vinifera genome
(Gambetta et al., 2010; Boneh et al., 2012a,b). The grapevine genome encodes at least seven
PYR/PYL/RCAR ABA receptors, six PP2Cs, six SnRK2 kinases and several ABA-related TFs.

Under abiotic stress conditions, including water-deficit, most of the ABA biosynthetic and catabolic
genes are transcriptionally induced (Nambara and Marion-Poll, 2005; Chan, 2012; Seiler et al., 2014;
Osakabe et al., 2014). In contrast, the transcriptional regulation of ABA signalling pathway genes is
more varied. For example, some genes encoding PYR/PYL/RCAR receptors are repressed in both
leaves and roots by abiotic or biotic stresses, or ABA treatments, but others are unaffected or
transiently induced (Sun et al., 2011; Chan, 2012; Seiler et al., 2014; Dalal and Inupakutika, 2014). In
barley, the expression of some PYR/PYL/RCAR genes was unchanged after 4 days of water-deficit,
but reduced after 12 days of water-deficit, indicating that the duration of the treatment affects the
response (Seiler et al., 2014). PP2C genes are generally induced under stress conditions (Xue et al.,
2008; Sun et al., 2011; Boneh et al., 2012a,b; Chan, 2012; Seiler et al., 2014; Dalal and Inupakutika,
2014). In Arabidopsis, the induction of SnRK2 gene expression depends on the member of the gene
family and stress type (Chan, 2012), and the expression of the transcriptional regulators of ABA
signalling (e.g. ABFs) increases in response to ABA and water-deficit (Fujita et al., 2005; Chan, 2012;
Yoshida et al., 2015).
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Table 2.1. Genotypes used in this study, including parentage and drought sensitivity
characteristics according to Carbonneau (1985) and Schultz (1996).

Genotypes Usual name Parentage Drought sensitivity
Riparia Gloire de S . L
Montpellier RGM V. riparia Michaux Highly sensitive
%'il_iTEt et de Grasset 101-14Mgt V. riparia x V. rupestris Sensitive

Uelts S ALl Soelectlon S04 V. riparia x V. berlandieri Sensitive
Oppenheim n°4

Couderc 161-49 161-49C V. riparia x V. berlandieri Medium
lelslardet cli el Chrest 41B V. vinifera L. x V. berlandieri Medium

Richter 110 110R V. berlandieri x V. rupestris Martin Tolerant

Ruggeri 140 140Ru V. berlandieri x V. rupestris du Lot Tolerant

Syrah Syrah V. vinifera Tolerant
Grenache Grenache V. vinifera Drought Avoiding




The aim of this work was to determine whether the commonly observed differences in drought
adaptation of nine grapevine genotypes were associated with differences in ABA metabolism and the
expression of genes involved in ABA biosynthesis, catabolism and transduction pathways. Plant and
soil water status, plant transpiration, the content of ABA and its catabolites, and the transcript
abundance of 12 genes involved in ABA metabolism and signalling (previously described in the
literature in grapevine, Soar et al., 2004; Boneh et al., 20123, b; Speirs et al., 2013) were characterized
in response to withheld irrigation in roots and leaves. These data were used to characterize the
variability existing among Vitis genotypes, especially the drought tolerant ones, in terms of the
contribution of ABA to water-deficit responses.

I1- Material and methods

I1-1. Plant material and water-deficit treatments

The responses of nine grapevine genotypes to water-deficit were analysed; the genotypes
selected were commercial inter-specific hybrids and two V. vinifera varieties with known differences
in response to drought (Table 2.1) (Carbonneau, 1985; Schultz, 1996). Hardwood was stored in a cold
chamber (4°C) during the winter, and after one-night of rehydration in water at 25°C, single-node
cuttings were prepared and planted in perforated plastic bags in 0.8 L pots filled with exactly 600 g of
dry sand and grown in a greenhouse. Plants were watered with standard nutrient solution (Tandonnet
et al., 2010) and shoots were trained to a single stem until they reached 15 fully expanded leaves. The
plants were then transferred to a growth chamber on a turntable with a day/night temperature of
25°C/19°C and a VPD of 1.27kPa/0.11kPa. The average photosynthetic flux density at the canopy

level was around 400 pmol m™ sec™ during a 16 h light cycle.

Three days before the experiment, leaf area was normalized to approximately 400 cm?2 by removing
entire leaves from the base of the stem. Leaf area was estimated from the relationship between leaf
area (measured with a planimeter (Li 3100, Li-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA)) and leaf main
vein length for each genotype in a separate experiment (data not shown). Leaf normalization resulted
in a coefficient of variation of 3.4% across genotypes (Table S2.1). Nevertheless, some significant

differences remained for the genotypes RGM and 161-49C.
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Plants were irrigated at field capacity and plastic bags were tied around the cutting wood in order to
prevent water loss from substrate evaporation. A water-deficit treatment was applied by withholding
irrigation for 4 days. Plants were sampled daily from day 1 (24h after the last irrigation, defined as
non-stressed) to day 4 (water-stressed), during the last hour of night period. Three plants per genotype
were used for water potential measurements and xylem sap sampling, and three plants were sampled
for gene expression analysis (2 cm long root tips and leaves). Just before sampling, leaf area of each
plant was determined for the six plants as described above. Fresh biomass was determined for each
compartment (leaves, stem, cutting and roots) for all samples. All pots were weighed daily during the

last hours of the night, prior to irrigation, to calculate daily transpiration.

11-2. Determination of water potential and xylem sap collection

Each plant stem was first cut at 5 cm above its basal end. The basal part, including the roots,
cutting and some stem, was considered as the root part. Then the upper part of the stem was cut at 2
cm under the fifth apical leaf and the apical section was considered as the shoot part. The root (still
enclosed in the plastic bag) and shoot parts were inserted concomitantly into two pressure chambers
equipped with digital LCD manometers (SAM Précis 2000, Gradignan, France) to measure
simultaneously root and stem water potential. When equilibrium of pressure was obtained and water
potential recorded, an over-pressure of 0.5 MPa was used for xylem sap collection (approximately 35
uL) after removing of the first drop of xylem sap. Xylem sap samples were immediately frozen in
liquid nitrogen and stored at -80°C prior to freeze-drying (Alpha LSC 1-4, Christ, Germany) and

subsequent analysis.

11-3. Analysis of ABA and its derivatives

[ABA], [PA] and [DPA] in xylem sap were measured using liquid chromatography/mass
spectrometry (Agilent 6410 Triple Quadrupole LC-MS/MS with Agilent 1200 series HPLC, Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, USA) using a stable isotope dilution assay (Speirs et al., 2013). The
dry samples of xylem sap were dissolved in 30 uL 10% acetonitrile (v/v) containing 0.05% acetic acid
(v/v). This acetonitrile solution also contained the deuterated internal standards D3-7°,7°,7’-DPA, D3-
7°,7°,7’-PA and D6-3°,5°,5°,7°,7°,7°-ABA, all at a concentration of 100 pg/pL. The column used was a
Phenomenex C18(2) 75mmx4.5mmx5um and column temperature was set at 40°C. The solvents used
were nanopure water and acetonitrile, both added with 0.05% acetic acid (v/v). Samples were eluted
with a linear 15 min gradient starting at 10% acetonitrile (v/v) and ending with 90% acetonitrile (v/v).
Compounds were identified by retention times (DPA=7.25-7.75, PA=9.0-9.5 and ABA=10.5-11.0
min) and multiple reaction monitoring of mass-to-charge ratio (m/z) for parent and product ions of
native (DPA=281/284, PA=279/282 and ABA=263/269) and deuterated internal standards
(DPA=171/174, PA=139/142 and ABA=153/159) (Speirs et al., 2013).
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I1-4. RNA extraction and gPCR

Root tips and entire leaves were snap frozen in liquid nitrogen and ground with a ball mill
(MM 400, Retsch GmbH, Hann, Germany). Total RNA was extracted from 150 mg of fresh matter
according to Reid et al. (2006). Genomic DNA contamination was removed with the Turbo DNA-free
kit (Life technologies, according to the manufacturer's instructions) and reverse transcription was
performed using Superscript Il (Invitrogen) using oligo dT primers and 1.5ug of RNA according to
the manufacturer’s instructions. Transcript abundance of VViINCED1, VWINCED?2, ViHyd1, VviHyd2,
WVIRCAR5, WIRCARG6, ViPP2C4, VWiPP2C9, WiSnRK2.1, WiSnRK2.6, VViABF1 and VViABF2 was
analysed on a Biorad CFX96 machine using iQ Sybr Green Supermix (according to the manufacturer’s
instructions). The transcript abundance of studied genes was normalized to geometric mean
of WIGAPDH, WiEFI1y and VviActin expression (Reid et al., 2006). The relative gene transcript
abundance was calculated according to the 2*“; method (Livak and Schmittgen, 2001). VWiRCARs,
WiPP2Cs and VviSnRK2s qPCR primers used were from Boneh et al. (2012a,b) and the others were
designed using Beacon Designer (version 7, CA, USA) (Table S2.11). PCR efficiency for each primer
pair was calculated using LinRegPCR (Ruijter et al., 2009).

11-5. Statistical analyses

Genotype effect on biomass allocation and transpiration on day 1 and 4 was determined using
a one-way analysis of variance (ANOVA, p < 0.05, with Tukey's Honest Significant Difference (HSD)
test). Tissue and genotype effects on transcript abundance in non-stressed and water-stressed plants
were determined using a two-way ANOVA (p < 0.05, with Tukey's HSD test). All regressions were
fitted using Sigma Plot (Version 11, Systat Software) and, when necessary, compared by Fischer-
Snedecor test (p < 0.05). Global regression (all genotypes) and genotype-specific regressions were
established between xylem sap hormone content and water potential in shoot and root. The heatmaps
for transcript abundance were created using R v.2.15.3 (R Development Core Team, 2008).
Discriminant and principal component analysis, and the Pearson correlation matrix were done using
XLStat (Addinsoft SARL., Paris, France). Mean transcript abundance value and ABA metabolite

content for each day and for each genotype were used for principal component analysis.
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Figure 2.1. Physiological responses of
nine grapevine genotypes to water-
deficit. Shoot water potential (A) and
transpiration (B) 1 day (black bars) and
4 days (grey bars) after withholding
irrigation. For A and B, bars represent
mean + standard deviation (n = 3) and
asterisks show significant water-deficit
effect (one-way ANOVA, p-value < 0.05).
For B, values among genotypes with the
same letter are not statistically different
(day 1 and day 4 analysed separately with
an ANOVA on ranks, p-value < 0.05).
The relationship between the changes in
transpiration and shoot water potential
(C), key to symbols: RGM, filled circle;
101-14Mgt, open circle; SO4, inversed
filled triangle; 161-49C, open triangle;
41B, filled square; 110R, open square;
140Ru, filled diamond; Syrah, open
diamond; Grenache, filled triangle. The
dashed line shows the global linear
regression for all nine genotypes, solid
lines show those genotypes with a
significantly different relationship from
the global linear regression (Fischer-
Snedecor test; p < 0.05).



I11- Results

I11-1. Genotype-specific transpiration responses to water-deficit

Four days after withholding irrigation, average pre-dawn shoot water potential was reduced in
all genotypes, although the decrease was not statistically significant for RGM, 101-14Mgt, and SO4
(Fig. 2.1A). Average pre-dawn water potentials ranged between -0.4 to -1.5 MPa representing
moderate to severe levels of water-deficit. The genotype effect was not statistically significant (Fig.
2.1A). Water potential was maintained until soil water content reached 0.04 g H,O g™ of dry soil, and
then it decreased (Fig. S2.1).

Plant transpiration was significantly reduced by water-deficit in all genotypes except RGM (Fig.
2.1B). A significant genotype effect was observed at days 1 and 4. The response of the genotypes can
be separated into two groups: RGM, 101-14Mgt, SO4 and 161-49C were characterized by relatively
low transpiration at day 1 and higher transpiration than other genotypes at day 4, whereas 41B, 140Ru
and Grenache were characterized by relatively high transpiration at day 1 and low transpiration at day
4, with 110R and Syrah being intermediate. Transpiration per plant was reduced in response to
decreasing water potential (Fig. 2.1C). 140Ru and 41B dramatically decreased transpiration in
response to decreasing shoot water potential, whereas 101-14Mgt decreased transpiration less than the
other genotypes.

50



Table 2.11. Mean of abscisic acid (ABA), phaseic acid (PA) and dihydrophaseic (DPA) in stem
and root xylem sap for non-stressed (water potential > -0.2 MPa) and water-stressed (water
potential < -0.8 Mpa) plants. Values among genotypes with the same letter are not statistically
different (Tukey-HSD), p-values of two-way ANOVA are presented.

Non-stressed

Water-stressed

Stems Roots Stems Roots

ABA PA DPA|ABA PA DPA| ABA PA  DPA | ABA PA  DPA
RGM 370™ 417" 6% 242 148° 7% |7813®  2690° 188° |8180% 1722% 253°
101-14Mgt | 221% 150° 4% |162° 76° 6 |4677* 680°  33° |3883" 575¢  123°
S04 322" 470" 9% |258™ 144° 9% |4701*  1186"¢ 53° [3930® 472  117°
161-49C 286™ 425" g% |180° 151° g - - - - - -
41B 343" 604" 29" |378™ 111° 16 |9624® 2977*" 255° [5205® 639  261™
110R 212 209 5% 1175° 97¢ o' |7219®  1436™¢ 110° |3390° 506*  206°
140Ru 317" 528" 9f 213" 191% o' |8666™  2664° 126° |6293" 969 = 229°
Syrah 596 75°  107° |135° 16° 32" [10205® 464  721% |9652® 284° 797°
Grenache |910° 1091® 38" |307*° 104° 10 |13199* 3870° 260° |12742° 1620° 304"
p-value ABA PA DPA ABA PA DPA
Genotype <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Tissues <0.001 <0.001 <0.001 0.133 <0.001 0.181
Interac. 0.004 <0.001 <0.001 0.829 0.006 0.999




I11-2. Genotype-specific differences in ABA metabolism for non-stressed and
water-stressed plants

[ABA] and its degradation products, [PA] and [DPA], were determined in the xylem sap
collected from root and shoot parts. Globally, [ABA], [PA] and [DPA] were strongly correlated
between root and shoot xylem sap (Fig. S2.2) and both [PA] and [DPA] were strongly correlated with
[ABA] (Fig. S2.3). Average [ABA], [PA] and [DPA] in shoot and root xylem sap for the different
genotypes for non-stressed and water-stressed plants are presented in Table 2.11. Concentrations were
significantly affected by genotype. Water-stressed Grenache had the highest [ABA] in shoot and root
xylem sap, but the only significant difference was with 110R in roots. Grenache had significantly the
highest [PA] in the shoot xylem sap in comparison with all the non-stressed genotypes and in
comparison with water-stressed Syrah, 110R, SO4 and 101-14Mgt. [PA] was the highest in root xylem
sap of water-stressed Grenache and RGM, but not significantly in comparison with the other
genotypes. Syrah was characterized by significantly higher [DPA], regardless of plant part and water
status. For water-stressed plants, [DPA] was significantly lower in shoot xylem sap for 140Ru, 110R,
SO4 and 101-14Mgt, in comparison with Syrah. In root xylem sap, there was a significant genotype
effect, but mean separation was only significant for Syrah.
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Figure 2.2. Relationships between water potential and the accumulation of abscisic acid (ABA)
(A, B), phaseic acid (C, D) and dihydroxyphaseic acid (D, E) in root (A, C & E) and shoot (B, D
& F) xylem sap during a four day water-deficit treatment in nine grapevine genotypes (key to
symbols as shown for Figure 2.1C). The dashed line shows the global linear regression for all nine
genotypes, solid lines show those genotypes with a significantly different relationship from the global
linear regression (Fischer-Snedecor test; p < 0.05).



111-3. Changes of [ABA], [PA], and [DPA] with plant water status

The [ABA], [PA] and [DPA] increased significantly in the xylem sap of the shoots and roots
while water potential decreased for all genotypes. General regressions and significantly different
genotype-specific regressions are presented in Fig. 2.2.

The general responses of [ABA], [PA] and [DPA] to plant water potential were significantly different
between the shoot and root xylem sap (Fig. 2.2, p < 0.05, p < 0.001, p < 0.05 respectively), with a
higher increase of concentration in shoot xylem sap in comparison to root xylem sap for ABA and PA,
and the opposite for DPA. As plant water potential became more negative, Grenache displayed the
greatest increase in [ABA] and [PA]. 101-14Mgt showed the smallest [ABA] increase in both shoot
and root xylem sap. 110R was characterized by a significantly smaller increase of [ABA] only in root
xylem sap. Syrah showed the smallest increase in [PA] in both plant parts. Additional significant
differences in [PA] between genotypes were found in shoot xylem sap for 41B and 101-14Mgt. In
comparison to the bulk of the genotypes, 41B and 101-14Mgt were characterized by a greater and
smaller increase in [PA] respectively. For [DPA], Syrah displayed a more pronounced increase with

decreasing water potential, while the opposite was observed for 101-14Mgt.
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Figure 2.3. Relationship between the change from day 1 to day 4 after withholding irrigation in
abscisic acid (ABA) concentration in the shoot sap and transpiration (A) and shoot water
potential (B) for nine grapevine genotypes (key to symbols as shown for Figure 2.1C). Each point
represents difference between means at day 4 and at day 1 (n = 3). The black lines show the global
linear regression for all nine genotypes, dashed black lines show the 95% interval of confidences for
the regressions.



From day 1 to day 4 without irrigation, the changes in [ABA] in shoot sap were highly correlated to
changes in transpiration (Fig. 2.3A, R? = 0.86, p<0.01) and pre-dawn shoot water potential (Fig. 2. 3B,
R? = 0.80, p<0.01) across all the genotypes. Similar results were obtained for roots (data not shown).
Several genotypes were situated outside of the confidence intervals of the regressions. Grenache had
the largest difference in both [ABA] and transpiration, while 140Ru had much smaller differences in
[ABA] with similarly large reduction in transpiration. The genotype 101-14Mgt was also an outlier in
the relationship between change in [ABA] and shoot water potential, showing a much smaller increase

of [ABA] in relation to the decrease in pre-dawn shoot water potential.
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Figure 2.4. Heatmaps of the transcript abundance for genes associated with abscisic acid in the
leaves and roots of nine grapevine genotypes during a water-deficit treatment. Transcript
abundance at day 1 after withholding irrigation (non-stressed plants) (A), green shade indicates the
level of expression relative to the lowest value (n = 3). Transcript abundance changes from day 1 to
day 4 after withholding irrigation (water-stressed plants) (B), the blue and red shades indicate the
extent of gene repression and induction respectively (n = 3). Blocks of squares show the level of gene
expression in the leaves and roots of nine different grapevine genotypes (C) for each gene studied.



111-4. Effects of water-deficit on transcript abundance of ABA related genes

The transcript abundance of 12 ABA-related genes was studied in non-stressed (Fig. 2.4A)
and water-stressed plants (Fig. 2.4B); full details of the analysis are given in Table S2.111-S2.V.

In non-stressed plants, the abundance of all transcripts was modified significantly by the genotype and
by the plant tissue, with the exception of VViNCED1 for the genotype and VVviABFL1 for the plant tissue
(Fig. 2.4A and Table S2.111).

The abundance of VWINCEDL transcripts was higher in roots than in leaves for most genotypes
whereas VINCED2 was significantly higher in leaves. For VWINCED2, Grenache had the lowest
abundance in roots, and SO4 and 161-49C the highest in leaves. VviHydl was higher in leaves
compared to roots, whereas VviHyd2 was predominant in roots. For VviHydl in the leaves, it was
lower for SO4 and 41B, and higher in Grenache and 140Ru. The abundance of VviHyd2 was low in
leaves of 101-14Mgt, 110R, Syrah and Grenache, and slightly higher in roots of all genotypes except
Grenache. The abundance of VIRCAR5 and VWiRCAR6 was generally higher in roots than in leaves.
WiPP2C4 was the predominately expressed isogene with an average transcript abundance 10-fold
higher than VWiPP2C9 in both roots and leaves. ViPP2C4 was significantly higher in leaves than in
roots. Grenache was characterized by the lowest abundance of VviPP2C4 transcripts in roots, but one
of the highest in leaves along with 140Ru. The abundance of VviSnRK2.1 was significantly lower in
roots of Grenache and higher in the leaves of 140Ru. Grenache and Syrah had lower levels of
WiSnRK2.6 in both tissues with the exception of 41B in roots. The abundance of the VviABF1 was
significantly affected by the genotype only, with the lowest expression observed in the leaves of 41B
and in the roots of Grenache, and the highest in roots of 110R and 140Ru. The abundance of ViABF2
was the lowest in roots and leaves of 110R and 140Ru, and the highest in the roots of 41B.

The extent to which transcript abundance was modified in water-stressed plants is shown in Fig. 2.4B.
Genotype significantly affected the abundance of all transcripts, except for VWiNCED1, VViABF1,
WiHYD2, WIRCARS5, WiSnRK2.1 and VWiPP2C4 in the roots (Tables S2.1V and S2.V).

The abundance of VWINCED1 was strongly increased, both in the leaves and the roots for all
genotypes. In the leaves, the increase was lower for SO4 than the other genotypes. For ViNCED2, the
abundance increased mainly in roots, especially for Grenache, Syrah and 101-14Mgt. No effect of
water-deficit was observed for VviHyd1 in roots and its transcript abundance was slightly reduced in
the leaves of 140Ru and Grenache. Transcript abundance was increased for VviHyd2 both in the leaves
and the roots of most genotypes. The extent of increase was higher in the leaves of 110R and

Grenache.
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Generally, the abundance of VViRCARS5 and VViRCARG6 decreased in the leaves and the roots. The
reduction was more pronounced for VViRCARS in leaves of 41B, 110R, 140Ru, Syrah and Grenache
and in roots of 41B, Syrah and Grenache in comparison to the other genotypes. For VVIRCARG, the
decrease was higher in leaves and roots of 41B, Syrah and Grenache. The levels of ViPP2C4 and
WiPP2C9 increased both in the leaves and the roots for all genotypes. The increase was the highest
for ViPP2C4 both in the leaves and the roots of 41B, Syrah and Grenache, and for VWiPP2C9 in
Syrah and Grenache. The abundance of VWiSnRK2.1 transcripts was increased both in the leaves and
the roots of all genotypes, and especially in Grenache. For VviSnRK2.6, there was a significant effect
of water-deficit in leaves, but not in roots. The level of VWIABF1 and VVIABF2 transcripts was
increased in leaves and roots. The increase was more pronounced for ViABF1 in the leaves of 41B,
Syrah and Grenache, and for ViABF2, in the leaves of 41B and Grenache and in the roots of 101-
14Mgt and Grenache.

The transcript abundances of many of the genes studied were correlated with one another (Table
S2.VI). WINCED1 was highly correlated with VviPP2C4 in leaves and VVIiABFL1 in the leaves and
roots. ViPP2C4 was highly positively correlated with VVINCED1, VViABF1 and VVviPP2C9 in leaves,
but negatively with VWIiRCARS5 and VViRCAR6G both in the leaves and roots. The abundance of
WIRCARS and WIRCARG, both in leaves and roots, were positively correlated with each other, and
negatively correlated with VviPP2C4 and VVIiABF1 in leaves.
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Figure 2.5. Factorial discriminant analysis of the transcript abundance for 12 genes associated
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I11-5. Multi-factorial analyses of genotype-specific responses to water-deficit

A discriminant analysis (Fig. 2.5) was conducted on transcript abundance with genotype as
qualitative sorting variable. The first two components of this analysis, F1 and F2, explained 39.1 and
27.6 % of total variability, respectively (Fig. 2.5A). F1 was positively correlated with the abundance
of WiSnRK2.6, VWINCED2 and VVIRCARG, and negatively correlated with the abundance of
WINCED1, VviHyd1, VviABF1 and VVIABF2 in leaves (Fig. 2.5A). F2 was positively correlated with
the abundance of VWiABF2 and VIRCARSG in leaves and VVIABF2 in roots, and negatively correlated
with the abundance of VWiSnRK2.6 in roots (Fig. 2.5A). The figure showing the observations on the
factor axes shows that the genotypes are well discriminated (Fig. 2.5B). Syrah and Grenache are
closely clustered along to the negative side of F1, while, 110R and 140Ru are closely clustered along
the negative side of F2. The other genotypes were distributed along the F2 axis with SO4 on the
negative side, 41B, RGM and 161-49C on the positive side. RGM and 161-49C were also distributed
positively along F1.

Finally, a principle component analysis was done on the average of all data per genotype and day of
sampling. The first two components, PC1 and PC2, explained 63 % of total variability (Fig. 2.6). The
abundance of transcripts of most genes, as well as all physiological variables, were highly correlated
to PC1, except for VviSnRK2.6 and VVINCED?2 in the leaves, which were highly correlated to PC2
(Fig. 2.6A). [ABA], [PA] and [DPA] cluster tightly with the expression of VVINCEDL1 in both tissues,
and with VviABF1, WiABF2 and ViPP2C4 in the leaves (Fig. 2.6A, Table S2.VI). The distributions
of the individual observations on the PC1 and PC2 are mainly explained by the water status and
genotypes respectively. Under water-stress, Syrah and Grenache (Fig. 2.6B) remained on the negative
part of PC2 when the other genotypes moved to the positive part of this component. In addition water-
stressed 140Ru, 110R and 41B were located in an intermediate position along PC1, between Syrah and
Grenache, and the other genotypes studied.

56






1\VV- Discussion

The objective of the current study was to evaluate whether the commonly observed differences
in drought adaptation of grapevine genotypes were associated with differences in ABA metabolism
and/or the expression of genes in the ABA biosynthesis, catabolism and signal transduction pathways.
Nine genotypes from different Vitis backgrounds were characterized for their short-term responses to
water-deficit in terms of plant water status, ABA metabolite concentration in xylem sap and
transcriptional regulation of some genes associated with ABA biosynthesis/catabolism and signal

transduction pathways.

IVV-1. Responses to water-deficit are common to the genotypes studied

In this study, all genotypes exhibited typical physiological responses to water-deficit. Soil
water content and pre-dawn root and stem water potential decreased. Transpiration was significantly
reduced, with the decrease in daily transpiration being linearly, and positively, correlated with the
change in pre-dawn stem water potential. ABA accumulated under water-deficit and the range of
[ABA] in stem xylem sap was similar to previous observations for grapevine (Soar et al., 2006a; Beis
and Patakas, 2010; Speirs et al., 2013; Tramontini et al., 2014). [ABA], [PA] and [DPA] were highly
correlated, among themselves, and with pre-dawn stem water potential, confirming that the
concentration of ABA and its catabolites in xylem sap are quantitatively related to plant water status
(Simonneau et al., 1998; Ren et al. 2007).

In grapevine, three putative homologues of NCED have been identified (Young et al., 2012) and are
differentially expressed across plant tissues, developmental stages and environmental conditions (Soar
et al., 2004; Young et al., 2012; Zheng et al., 2015). VViNCED1 and VViNCED?2 are considered as the
two main genes associated with ABA synthesis in response to plant water status (Soar et al., 2004,
2006b; Speirs et al., 2013). In the present work, VVINCED1 and VViNCED2 exhibited contrasting
behaviours. VVINCEDL1 transcript abundance was low in non-stressed plants when compared to
VWINCED?2, but was highly increased in water-stressed plants. VVINCED2 was high in non-stressed
plants, and was further increased by water-deficit in the roots. In water-stressed roots, both VViNCEDs
are associated with increases in [ABA], in agreement with Speirs et al. (2013). The absence of any
significant change in VViNCED2 abundance in water-stressed leaves supports the findings of Soar et

al. (2004), where VViNCED2 expression level was shown to be more related to leaf age.

57






Among the different ABA catabolism pathways, the 8’-hydroxylation is considered as the
predominant one (Nambara and Marion-Poll, 2005). Among the three genes isolated from the V.
vinifera genome, VviABA8 OH-1 (VviHydl) and VviABAS8 OH-2 (VviHyd2) were selected because of
their expression pattern (Speirs et al., 2013). In the present study, VviHyd1 was expressed at low levels
in roots of non-stressed plants and its abundance was not affected by water-deficit (in agreement with
Speirs et al. (2013)). The abundance of VviHyd2 transcripts was significantly increased in both leaves
and roots of water-stressed plants, but to a larger extent in leaves where it was highly correlated with
[ABA], [PA] and [DPA]. Speirs et al. (2013) suggested that ABA catabolism in leaves could adjust

gas exchanges to VPD; our data support that it also responds to soil water status.

In the present study, the increase of [ABA], [PA] and [DPA] when plant water potential decreased was
more pronounced in shoot xylem sap compared with root xylem sap. The abundance of VViNCED2
and VviHyd1 were significantly higher in the leaves than in the roots of non-stressed plants, and the
abundance of VviHyd2 was more than two-fold greater in the leaves than in the roots of water-stressed
plants. This suggests an important role for ABA biosynthesis and catabolism in leaves. In addition,
[ABA], [PA] and [DPA] were determined at the end of the night period when sap flow is very low.
Consequently the higher concentrations in shoot xylem sap probably result from root synthetized ABA
and local metabolism in leaves (Dodd, 2005; Endo et al., 2008).

The ABA receptor PYR/PYL/RCAR is playing a crucial role in the fine tuning of the ABA signalling
process in response to water-deficit (Zhang et al., 2015). Various PYR/PYL/RCAR members have
specialized functions that could be associated with differences between short- and long-term water-
deficit responses (Seiler et al., 2014). Among the RCARs members identified in the grapevine
genome, the predominantly expressed isogenes are VViRCARS and VVIRCARG6 in roots and leaves,
respectively. VviPP2C4 and VViPP2C9 were identified as the main interactors with VVIRCARs
(Boneh et al., 2012b). In the current study, the abundance of VViRCAR5 and ViRCARG transcripts
was significantly higher in roots than in leaves of non-stressed plants and was reduced by water-
deficit. ViPP2C4 and VWiPP2C9 were expressed in leaves and roots of non-stressed plants for all
genotypes, although the abundance of VviPP2C4 transcripts was at least an order of magnitude greater
in both tissues. The abundance of both transcripts was increased in water-stressed plants. The
expression pattern of these genes is consistent with studies across multiple species (Xue et al., 2008;
Boneh et al., 2012b; Sun et al., 2011; Chan, 2012; Seiler et al., 2014; Dalal and Inupakutika, 2014).
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SnRK2 proteins belong to a family of plant-specific serine/threonine kinases that are involved in
abiotic and ABA responses (Dalal and Chinnusamy, 2015). ABA-mediated inhibition of the negatively
acting PP2Cs leads to activation of a subfamily of SnRK2 kinases (SnRK2.2, SnRK2.3 and SnRK2.6).
From the SnRK2 genes identified in the grapevine genome, VVviSnRK2.1 appeared to be the main
component interacting with SnRK2 targets, including VVviABF1 and VVIABF2, and no interactions
could be detected for VviSnRK2.6 (Boneh et al., 2012a). Both VviSnRK2 transcripts were more highly
expressed in the leaves than in the roots of non-stressed plants in the present study. In water-stressed
plants, the abundance of VWiSnRK2.1 was increased in leaves and roots, while VviSnRK2.6 was not
significantly modified in the roots, supporting that the variability of responses observed among genes
in Arabidopsis (Chan, 2012).

VVIABF1 and VVIABF2 are orthologs of AtAREB1/ABF2 (Boneh et al., 2012a). This TF is one of the
master elements that regulate ABRE-dependant signalling involved in water-deficit tolerance in
vegetative tissues (Yoshida et al., 2015). In the present study, the abundance of both VViABFs was
increased by water-deficit, but not with organ specificity as reported previously for a dehydration
stress (Boneh et al., 2012a).

The strong correlations observed for the expression of VviPP2C4 and VVviABF1 with the expression of
most other genes studied here suggest that these two genes could play a central role in the ABA
signalling in response to water-deficit in grapevine. Indeed it was shown for Arabidopsis, that plants
mutated for AREB/ABF TFs or PP2C genes displayed modifications of sensitivity to ABA and of
tolerance to water-deficit (Leung et al., 1997; Fujita et al., 2005; Singh et al., 2015, Yoshida et al.,
2015).
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Figure 2.7. Summarized view of ABA-related gene expression, metabolite concentration and
transpiration sensitivity to ABA after 4 days of withholding irrigation for the genotypes defined
in literature as drought tolerant i.e. V. berlandieri x V. rupestris hybrids (left) and V. vinifera
(right). Colours indicate genes expression values and ABA-related metabolite concentration for
140Ru and Grenache scaled between the lowest and the highest values, 4 days after withholding
irrigation for all genotypes and tissues. Warning symbols indicate the intra-group variability when it is
significant between 140Ru and 110R on one side and between Grenache and Syrah on the other side,
according to Fig. 2.2, 2.3A and Tables S2.1V-2.V.



IVV-2. Genotype-specific responses are associated with their genetic background

The genotypes studied here significantly affected most physiological parameters and gene
expression profiles, both in non-stressed and water-stressed plants. Grapevine is considered drought
tolerant with an intraspecific and interspecific phenotypic diversity reported for water-deficit
responses (Chaves et al., 2010; Serra et al., 2014, Keller, 2015) which is supported by this study.

Factorial discriminant analysis of the transcript abundance of 12 genes related to ABA in non-stressed
and water-stressed plants allows a clear separation of Syrah and Grenache (the V. vinifera varieties),
from 140Ru and 110R (the V. berlandieri x V. rupestris hybrids), and from the other genotypes. The
abundance of VVINCED2, VviSnRK2.6, VViABF1 and 2 in leaves were the most discriminant variables
separating V. vinifera from the other genotypes, while VViABF2 in leaves, VViABF2 and VviSnRK2.6
in roots were the most discriminant variables along F2, separating V. berlandieri X V. rupestris hybrids
from the other genotypes. The abundance of VVINCED2 in leaves and VViSnRK2.6 in roots was not
affected by the water-deficit, indicating a constitutive differential expression of these genes between
genotypes. OPEN STOMATA 1 (OST1/At4g33950), the Arabidopsis ortholog of VViSnRK2.6, is
involved in the regulation of anion and potassium channels, and aquaporin activity in guard cells
(Acharya et al., 2013; Grondin et al., 2015). Its function in roots has not been investigated, but its role
in guard cells may suggest that it participates in the control of ion and/or water transport.

Under the water-deficit treatment applied in the current study, the V. vinifera genotypes displayed
more pronounced transcriptional changes than the other genotypes, followed by the V. berlandieri x V.
rupestris hybrids and 41B (a V. berlandieri x V. vinifera hybrid). These changes are summarized in
Fig. 2.7. The response of V. vinifera genotypes to water-deficit was mainly associated with changes in
abundance of VviHyd, VViABF1 and VViABF2 in leaves and VViNCEDL1 in leaves and roots. For V.
berlandieri x V. rupestris hybrids and 41B, the intermediate response was associated with the
abundance of VVINCED2 and VviSnRK2.6 in leaves and, VViNCED2, VviHyd2, WiPP2C9, and
VVIABF1 in roots. Own rooted V. vinifera are considered to better tolerate drought than when grafted
on American hybrids (Keller et al., 2012). This high drought tolerance could be associated with the
ability to regulate the expression of genes that control ABA responses in leaves observed in the
present study. In V. berlandieri x V rupestris hybrids and 41B, which are characterized as drought
tolerant rootstocks (Fregoni et al., 1977; Serra et al., 2014), the response appears to have a relatively
stronger root component. The ABA receptors, VVIRCARS5 and VviRCARG, were not identified as key
component of the variability of water-deficit responses between the genotypes. The responses of ABA
concentration and transpiration to plant water potential were also more pronounced for some of these

tolerant genotypes such as Grenache, 140Ru and 41B.
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Although the genotypes could be grouped according to their genetic background, some within-groups
variability was observed (Fig. 2.7). For example, among V. vinifera varieties, Grenache was
characterized by the highest [ABA] in stem xylem sap, significantly higher expression of VViNCED1
in leaves, and significantly steeper slopes for the relationships between [ABA] and [PA] with plant
water status. The higher ratio of delta [ABA] to delta transpiration in Grenache confirms its lower
sensitivity to ABA (Hopper et al., 2014). Grenache is traditionally referred to as a near-isohydric
variety, reducing stomatal conductance and leaf transpiration more rapidly in order to avoid a drop in
leaf water potential (Tardieu and Simonneau, 1998; Schultz, 2003; Soar et al., 2006b; Chaves et al.,
2010). This link between a lower sensitivity to ABA and higher sensitivity to VPD has been suggested
in other studies for Grenache (Soar et al., 2006b). Among the V. berlandieri x V. rupestris hybrids,
both considered as drought tolerant, 140Ru did not differ from the bulk of genotypes for ABA
accumulation capacity, but its transpiration was more reduced for a given [ABA] indicating a higher
sensitivity to ABA. On the contrary, 110R displayed a lower accumulation capacity of ABA and its
sensitivity to ABA was not different from the bulk of genotypes.

To conclude, this study shows that the ABA responses to water-deficit are well-conserved between
model species and Vitis genotypes. However several aspects of the ABA metabolism and signalling
pathways allow the segregation of the nine genotypes studied according to their genetic background
and their drought tolerance level. An absolute relationship between ABA and known drought tolerance
in the field was not established, although several studies demonstrated that improving ABA production
and homeostasis lead to improved drought tolerance under long-term stress conditions or at adult
stages in several species (Seiler et al., 2014; Singh et al., 2015). In grapevine, drought tolerance is a
highly complex trait which could be acquired through different mechanisms (Serra et al., 2014). The
fact that many genes involved in ABA metabolism and the signal transduction pathway were located
in the confidence interval of QTLs controlling drought responses in grapevine rootstocks (Marguerit et
al., 2012) support the conclusion that ABA contributes to the genetic control of water-deficit

responses in grapevine.
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V- Supplementary Data
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Supplementary Fig. S2.1: Relation between soil water content and root (black circle) and shoot
(white circle) water potential (n = 214).
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Supplementary Fig. S2.2: Relation between abscisic acid (ABA) (A), phaseic acid (PA) (B) and
dihydrophaseic (DPA) (C) content in root and stem xylem sap. P-values and R? are presented for
each regression (n = 101).
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Supplementary Fig. S2.3: Relation between phaseic acid (PA) (A & C) or dihydrophaseic (DPA)
(B & D) with abscisic acid (ABA) content in stem (A & B) and in root (C & D) xylem sap. p-
values and R2 are presented for each regression (n = 101).
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Supplementary Table S2.1. Biomass and descriptive data for nine grapevine genotypes. Values
represent mean + standard deviation (n = 24, except for soil water content on day 1 and 4, n = 6).
Values among genotypes with the same letter are not statistical different (one way ANOVA, p-value is
presented in bottom line).

| Leaves (g) | Stem (g) | Trunk (g) | Roots (g) | Total biomass (g)
|mean sd |mean sd |mean sd |mean sd |mean sd
RGM l453 + 065 e |[585 + 123 abed [5.59 + 057 de [10.37 + 429 abc [26.35 + 522 bc
101-14 Mgt |468 + 049 del6.73 + 157 a |485 +088 e [0.37 =+ 3.16 abc [25.65 + 401 be
S04 l421 +039 e 511 2069 de [700 + 162 a [1159 + 348 ab [27.94 + 407 ab
161-49C  |457 +044 e [5.37 +143 cd [673 + 069 ab [0.68 =+ 3.07 abc [26.35 + 3.61 be
41BMgt  [579 + 042 a [5.02 £097 de [6.03 + 092 bed[832 361 ¢ [2517 + 420 be
110R 523 +045 be|5.67 + 119 bed [5.97 + 126 bed [7.97 + 412 ¢ [24.85 + 507 be
140Ru l5.o6 + 054 cd|414 +069 e [5.80 + 1.06 cd [8.46 +3.09 bc [23.47 353 ¢
Syrah l5.26 + 057 bcle60 + 125 ab [6.67 =+ 1.28 abc [0.18 + 481 bc [27.73 + 568 ab
Grenache |559 + 091 ab|6.28 + 1.46 abc [6.07 + 1.29 bed [12.43 + 430 a [30.39 + 621 a
Q—l\\llé(\)ll\J/eA < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 0.0003 < 0.0001
Leaf area (cm?) bli_;rifa:e(i/niog'tl) bbﬁ;::/{gogﬂ) SWCday1(gg") | SWCday4(gg™)
mean sd mean sd mean sd mean sd mean sd
RGM 4430 + 50.14 a |49.28 + 18.00 abc [0.50 =+ 0.20 bed [0.13 + 0.009 ab [0.028 + 0.023 a
101-14 Mgt |414.4 + 34.64 be [50.38 + 20.68 abc [0.56 + 0.23 bed [0.12 + 0.009 abc [0.013 + 0.009 ab
S04 4045 + 3354 bc [37.89 + 1110 ¢ [0.39 + 012 d [0.13 + 0009 a [0.019 + 0.002 ab
161-49C  |391.8 + 27.70 ¢ [44.43 + 1401 bc 051 + 0.15 bed [0.13 + 0.008 ab [0.021 + 0.008 ab
41BMgt  |417.5 + 2435 be [58.04 + 2094 ab [0.80 + 028 a [0.10 +0.009 d [0.011 + 0.001 b
110R l4135 + 26.90 be [63.39 + 2756 a  [0.80 + 034 a [0.12 + 0.009 abc [0.011 + 0.004 b
140Ru lao8.8 + 27.43 be [55.86 + 23.80 ab  [0.68 + 0.26 abc [0.11 + 0.007 cd [0.007 + 0.003 b
Syrah [423.0 + 21.79 ab [56.24 + 22.82 ab [0.69 + 027 ab [0.11 =+ 0.007 bed [0.013 + 0.003 ab
Grenache |414.1 + 28.05 bc [38.16 + 1592 ¢ [0.48 + 013 cd [0.11 + 0.010 cd [0.015 + 0.004 ab
Q_@;)IUVEA <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.011
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Supplementary Table S2.11. Primer pair sequences used in this study. Accessions number from

Gramene : http://www.gramene.org/

Forward primer (5' to 3%)

Reverse primer (5' to 3")

Gene ID

Closest Arabidopsis
thaliana ortholog

VVINCED
1

VVINCED
2

VviHyd1

VviHyd2
VVIRCAR
5

VVIRCAR
6

VViPP2C
4

VViPP2C
9

VviSnRK
2.1

VViISNRK
2.6

VVIABF1

VVIABF2

VviActin

WWIEF1y

VVIGAPD
H

TTCCCTCACGAGTTCCCT
ATG

AGTTCCATACGGGTTTCA
TGGG

CTTCCCCTGACTTCGTTT
T

TGGGCACACAGAATGGT
ATT

GTTTTTGTCGACACCATC
GTT

CGGGTAACACGAAGGAG
GA

TGGGCTTTGGGATGTTAT
GT

TTAAAGCCCTTCGTGAGC
TG

TTTTTGTGGCAAACCCAG
AT

CACCAACCCACCTTGCTA
TT

TGCCAATCAGTCATCAG
A

GGCACCCAGGCTAGTTA
A

CTTGCATCCCTCAGCACC
TT

CAAGAGAAACAATCCCT
AGCTG

CCACAGACTTCATCGGT
GACA

TCCTCTGCAATCTGACAC
CAAG

CCATTTTCCAAATCCAGG
GTGT

CGTACAAAATCAAAGTAG
GGATA

TGATTGGTGGCACTGAGA
G

TCATGACGATGACCTCTT
GC

GGGGTGCAATAATCTAAA
AGAG

TGTGCAGGAGTCTCATCA
GC

GACACCACGTCCCACAGA
C

CAGCTTCCTCCATCCATCA
T

AAACGTGCCTCATCCTCA
CT

CCTTCCTCTTATACCTCCA
T

GCAGAGTACACGCTAGAT
TG

TCCTGTGGACAATGGATG
GA

TCAATCTGTCTAGGAAAG
GAAG

TTCTCGTTGAGGGCTATTC
CA

VIT_1950093g0
0550

VIT_10s0003g0
3750

VIT_18s0001g1
0500

VIT_0250087g0
0710

VIT_08s005890
0470

VIT_13s0067g0
1940

VIT_1150016g0
3180

VIT_06s000490
5460

VIT_18s0001g0
6310

VIT_03s006390
1080

VIT_18s0001g1
0450

VIT_03s0063g0
0310

VIT_0450044g0
0580

VIT_12s0035g0
1130

VIT_1750000g1
0430

AINCED3

AtNCED5

AtABA 8' hydroxylase
4

AtABA 8' hydroxylase
1

AtPYL4
AtPYL4
AtABI1

AtPP2C3

AtSnRK2C/AtSnRK2.
8

AtOST1/AtSnRK2.6

AtABRE-binding
factor 2/AtbZIP36

AtABRE-binding
factor 3/AtbZIP37

AtActin-7
AtEF-1-gamma 1

AtGAPC2
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http://www.gramene.org/
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_19s0093g00550;r=19:17645348-17647649;tl=B5uktnJSlvc1vEKY-58310-17795883
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_19s0093g00550;r=19:17645348-17647649;tl=B5uktnJSlvc1vEKY-58310-17795883
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_10s0003g03750;r=19:17645348-17647649;tl=mpFPP8cDKC5VtgYI-58382-17796109
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_10s0003g03750;r=19:17645348-17647649;tl=mpFPP8cDKC5VtgYI-58382-17796109
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_18s0001g10500;r=19:17645348-17647649;tl=Cv2h2ba697ikwll7-58387-17796127
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_18s0001g10500;r=19:17645348-17647649;tl=Cv2h2ba697ikwll7-58387-17796127
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_02s0087g00710;r=19:17645348-17647649;tl=1gTXFSeRp3PZcgWw-58400-17796173
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_02s0087g00710;r=19:17645348-17647649;tl=1gTXFSeRp3PZcgWw-58400-17796173
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_08s0058g00470;r=19:17645348-17647649;tl=dxgcCpxlvqwJAhSo-58409-17796220
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_08s0058g00470;r=19:17645348-17647649;tl=dxgcCpxlvqwJAhSo-58409-17796220
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_11s0016g03180;r=19:17645348-17647649;tl=tZBpJDlrfxTyQOWu-58412-17796356
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_11s0016g03180;r=19:17645348-17647649;tl=tZBpJDlrfxTyQOWu-58412-17796356
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_06s0004g05460;r=19:17645348-17647649;tl=E5Ps2foaABnoYvd7-58413-17796376
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_06s0004g05460;r=19:17645348-17647649;tl=E5Ps2foaABnoYvd7-58413-17796376
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_18s0001g06310;r=19:17645348-17647649;tl=1qkfoUAD7kLnvgug-58414-17796386
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_18s0001g06310;r=19:17645348-17647649;tl=1qkfoUAD7kLnvgug-58414-17796386
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_18s0001g06310;r=19:17645348-17647649;tl=1qkfoUAD7kLnvgug-58414-17796386
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_18s0001g06310;r=19:17645348-17647649;tl=1qkfoUAD7kLnvgug-58414-17796386
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_04s0044g00580;r=19:17645348-17647649;tl=115j2j4TVBA7IoC7-58433-17796681
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_04s0044g00580;r=19:17645348-17647649;tl=115j2j4TVBA7IoC7-58433-17796681
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_12s0035g01130;r=19:17645348-17647649;tl=KpEN9LUgOvjSCiXd-58434-17796690
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_12s0035g01130;r=19:17645348-17647649;tl=KpEN9LUgOvjSCiXd-58434-17796690
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_17s0000g10430;r=19:17645348-17647649;tl=l1gXd11TtL6vmdDQ-58435-17796695
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Gene/Summary?db=core;g=VIT_17s0000g10430;r=19:17645348-17647649;tl=l1gXd11TtL6vmdDQ-58435-17796695




Supplementary Table S2.111. The transcript abundance of 12 ABA-related genes in the roots and
leaves of nine grapevine genotypes on day 1. p-values from a two-way ANOVA (n = 27) are
presented in first block of the table for each gene. Genotypes, tissues and interaction effects are
presented within the following three bold blocks, values with the same letter are not statistical
different (Tukey-HSD).

NCED1 NCED2 ABF1 ABF2 Hydl Hyd2 RCAR5 RCAR6 SnRK2.1 SnRK2.6 PP2C4 PP2C9
Genotypes 0.441 0.001 0.000 <0.0001 0.001 0.010 0.000 0.003 <0.0001 <0.0001 0.017 0.016
Tissues 0.017 <0.0001 0.611 0.025 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.048
Interaction 0.108 0.001 0.130 <0.0001 0.000 0.894 0.339 0.008 0.000 0.001 0.369 0.016
RGM 0.014 a 0.218 bc 0.165 ¢ 0.702 ab 0.245 bc  0.325 ab 0.201 bc 0.049 b 0.149 d 0.265 bcd  0.130 b 0.009 b
101-14
Mgt 0.012 a 0.278 abc 0.214 bc  0.299 ¢ 0.408 abc 0.328 ab 0.177 ¢ 0.042 b 0.213 bcd  0.240 bcede 0.158 ab  0.004 b
SO4 |0.013 a 0.367 ab 0.231bc 0.366 bc 0.115c 0651 a 0.218 bc 0.114 ab 0.344 ab  0.271 bc 0.162 ab  0.009 ab
GenotvDes 161-49C |0.009 a 0.391a 0195bc 0413 bc 0.357 bc 0.397 ab 0.178 ¢ 0.117 ab  0.274 bcd 0.269 bc 0.164 ab  0.010 ab
effectyp 41B Mgt |0.011 a 0.299 abc 0.186 ¢ 1039a 0143 bc 0.486 ab 0468 a 0.176 a 0.311 abc 0.165 cde  0.095 b  0.030 a
110R |0.027 a 0194c 0350ab 0.08lc 0255bc 0258b 0.226 bc 0.056 b 0.185 cd  0.316 ab 0.207 ab  0.009 b
140Ru |0.020 a 0.314 abc 0.415 a 0.078 ¢ 0.605 ab 0.508 ab 0.164 ¢ 0.027 b 0.420 a 0.403 a 0.247 a 0.015 ab
Syrah |0.032 a 0215c¢c 0.237 bc 0.698 b  0.308 bc 0.284 ab 0.384 ab 0.134 ab  0.285 abcd 0.139 d 0.131 b  0.003 b
Grenache |0.013 a 0192c 0.163c 0404 bc 0875a 0.139b 0.198 bc 0.071 ab  0.207 bed 0.140 de 0.166 ab  0.003 b
Tissues Leaves |0.010 b 0377a 0232a 0392b 0725a 0237b 0135 b 0.016 b 0.318 a 0.295 a 0.208 a 0.007 b
effects Roots |0.023 a 0.171 bc 0.247 a 0.514a 0011 bc 0512a 0357 a 0.159a 0212 b 0.196 b 0.117 b 0.014 a
Interaction GenotypeslNCEDl NCED2 ABF1 ABF2 Hyd1 Hyd2 RCAR5 RCARG6 SnRK2.1  SnRK2.6 PP2C4 PP2C9
RGM |0.010 a 0.208 cde 0.181 bcd 0.747 bc  0.490 bc 0.162 a 0.106 ¢ 0.022 de  0.157 cd  0.341 abcd 0.157 abcd 0.005 b
101-14 |
Mgt 0.010 a 0.277 cde 0.184 abcd 0.306 bcd 0.816 bc 0.126 a 0.082 ¢ 0.015 e 0.303 bed  0.306 ancdef 0.174 abcd 0.002 b
SO4 |0.021 a 0.560 ab 0.264 abcd 0.422 bed 0.231 ¢  0.612a 0.071c 0.015e 0.416 ab  0.332 abcde 0.215 abcd 0.012 b
161-49C |0.009 a 0.604 a 0.244 abcd 0.400 bcd 0.714 bc 0.218 a 0.131 ¢ 0.040 cde 0.355 bc  0.397 ab 0.241 abcd 0.010 b
Leaves 41B Mgt |0.003 a 0.437 abc 0.123 d 0.372 bcd 0.190 ¢ 0.364 a 0.377 abc 0.020 de  0.267 bcd 0.305 abcdef 0.108 abcd 0.006 b
110R |0.005 a 0.235 cde 0.266 abcd 0.058 d 0509 bc 0.106 a 0.097 ¢ 0.005 e 0.157 c¢d  0.300 abcdef 0.255 abc 0.004 b
140Ru |0.0l4 a 0.425 abc 0.384 abc 0.083d 1.207 ab 0.336 a 0.079 ¢  0.006 e 0.615 a 0.357 abc  0.288 a 0.014 b
Syrah |0.008 a 0.323 bcd 0.226 abcd 0.586 bcd 0.616 bc  0.117 a 0.158 ¢ 0.011 e 0.291 bcd 0.165 cdefg 0.165 abcd 0.004 b
Grenache |0.0l4 a 0.327 bcd 0.217 abcd 0.557 bed 1.749 a  0.097 a 0.117 ¢ 0.008 e 0.306 bcd 0.150 defg 0.268 ab  0.005 b
RGM |0.0l8 a 0.228 cde 0.149 cd 0.657 bc 0.001 ¢  0.487 a 0.295 abc 0.076 cde 0.140 cd  0.189 cdefg 0.103 bcd 0.013 b
101-14 |
Mgt 0.015 a 0.278 cde 0.244 abcd 0.292 bcd 0.000 ¢ 0.530 a  0.272 abc 0.068 cde 0.123 cd  0.174 cdefg 0.143 abcd 0.006 b
SO4 |0.005 a 0.174 de 0.198 abcd 0.309 bcd 0.000 ¢ 0.690 a 0.365 abc 0.212 abc 0.271 bcd 0.211 bedefg 0.108 abed 0.007 b
161-49C |0.009 a 0.178 de 0.146 cd 0.425 bcd 0.000 c 0576 a 0.224 ¢ 0.195 abcd 0.193 bcd 0.141 defg  0.086 bcd 0.010 b
Roots 41B Mgt |0.018 a 0.161 de 0.248 abcd 1.707 a  0.097 ¢ 0.609 a 0.559 ab 0.332 a 0.356 bc  0.024 g 0.081 cd 0.055 a
110R |0.050 a 0.153 de 0.435ab 0.104d 0.001 c 0410 a 0.355 abc 0.107 bcde 0.213 becd 0.332 abcde 0.159 abed 0.013 b
140Ru |0.026 a 0.203 cde 0.446 a 0.073d 0.003c 0.679 a 0.249 bc 0.047 cde 0.226 bcd 0.448 a 0.207 abcd 0.016 b
Syrah |0.057 a 0.108 de 0.247 abcd 0.811 b  0.000 c 0.450 a 0.610 a  0.257 ab  0.280 bcd 0.114 fg 0.096 bcd 0.003 b
Grenache |0.013 a 0.056 e 0.108d 0.252 cd 0.001 ¢ 0.181 a 0.280 abc 0.135 bcde 0.109 d 0.131 efg 0.064 d 0.001 b
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Supplementary Table S2.1V. The transcript abundance of 12 ABA-related genes in the leaves of
nine grapevine genotypes before (day 1) and after (day 4) a drought treatment. p-values from a
two-way ANOVA (n = 27) are presented in first block of the table for each gene. Genotype, day of
sampling and interaction effects are presented within the following three bold blocks, values with the
same letter are not statistical different (Tukey-HSD).

NCED1 NCED2 ABF1 ABF2 Hydl  Hyd2 RCAR5  RCAR6 SnRK2.1 SnRK2.6 PP2C4  PP2C9
Genotypes 0.000 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.00010.002 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.002 0.001
Day |< 0.0001 0.461 <0.0001 <0.0001 0.014 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.000 <0.0001 <0.0001
Interaction 0.000 0.002 <(0.0001 <0.0001 0.002 0.000 <0.0001 0.074 0.113 0.002 0.001 0.002
RGM 0.238b 0.343cd  0.394cd 1.436a 0.670bc 0.511ab 0.059b 0.013b 0.278d 0.413a 0.515bc 0.027b
:\-/?31-{14 |0.210 b 0344cd 0491cd 0438de 0.644bc 0.190b 0.044b 0.009b 0.377bcd 0.308b 0.423c 0.018b
SO4 |0.046 b 0537ab 0307d 0.536d 0.284bc 0.619ab 0.044b 0.011b 0.592abc 0.315b 0.375c 0.023b
161-49C |0.234 b 0612a 0.586 bcd 0.640cd 0.671 bc 0.526ab 0.079 b 0.027a 0.635ab 0.431a 0.599 abc 0.097 ab
EG;SSWPES 41B Mgt |0.383 ab 0.351cd 0.704bcd 0.883bc 0.171c 0.495ab 0.192a 0.011b 0.331cd 0.370ab 1.110ab 0.077 ab
110R |0.735 ab 0.31lcd 0928bcd 0.114e 0.535bc 1.034a 0.051b 0.003b 0.252d 0.320b 0.761 abc 0.048 ab
140Ru |0.613 ab 0.430bc  1.056abc 0.149e 0.734b 0.98la 0.041b 0.004b 0.838a 0.341b 0.629 abc 0.131a
Syrah |1.070 a 0.288cd 1.628a 1.160ab 0.635bc 0.527ab 0.080b 0.006b 0.329cd 0.186c 0.948 abc 0.094 ab
Grenache [1.079a 0.272d 1.246ab 1.352a 1.240a 0.664ab 0.060b 0.004b 0.565abc 0.162c 1.187a 0.142a
Day effects Day 1 0.010b 0.377a 0.232b  0.392b 0.725a 0.237b 0.135a 0.016a 0.318b 0.295b 0.208b 0.007b
Day 4 |1.013 a 0.397a 1.399a 1.098a 0.516b 0.995a 0.009b 0.003b 0.614a 0.338a 1.247a 0.139a
Interaction Category |[NCED1 NCED2 ABF1 ABF2 Hydl  Hyd2 RCAR5  RCAR6 SnRK2.1 SnRK2.6 PP2C4  PP2C9
RGM 0.010d 0.208e 0.181f 0.747de 0.490bc 0.162d 0.106 bcd 0.022b 0.157d  0.341bc 0.157d 0.005c
33{14 |0.010 d 0.277cde 0.184ef 0.306 defg 0.816 bc 0.126d  0.082 bedef 0.015 bed 0.303d  0.306 cd 0.174d  0.002 ¢
SO4 |0.021 d 0560ab  0.264ef 0.422defg 0.231¢c 0.612cd 0.071 bedef 0.015 bed 0.416 bed 0.332bc 0.215d  0.012¢
161-49C |0.009 d 0.604a 0.244ef  0.400 defg 0.714 bc 0.218d 0.131b 0.040a 0.355cd 0.397 abc 0.241cd 0.010c
Pay 1 41B Mgt |0.003 d 0.437 abcde 0.123 f 0.372 defg 0.190c 0.364cd 0.377a 0.020bc 0.267d  0.305cd 0.108d 0.006 ¢
110R |0.005 d 0235e 0.266ef 0.058g 0.509bc 0.106d 0.097 bcde 0.005bcd 0.157d  0.300cd 0.255cd 0.004 ¢
140Ru |0.0l4 d 0.425abcde 0.384ef 0.083g  1.207 ab 0.336 cd 0.079 bedef 0.006 bed 0.615 abed 0.357 be 0.288 cd  0.014 ¢
Syrah |0.008 d 0.323bcde 0.226ef  0.586 defg 0.616 bc 0.117d 0.158 b 0.011bcd 0.291d  0.165e 0.165d 0.004c
Grenache |0.0l4 d 0.327bcde 0.217ef 0.557 defg 1.749a 0.097d 0.117bc_ 0.008 bcd 0.306d  0.150e 0.268 cd 0.005c
RGM |0.465 bcd 0.477 abcd 0.607 def 2.125a  0.849 bc 0.860 bcd 0.013ef ~ 0.004cd 0.399bcd 0.485a 0.873 bed 0.049 be
3&{14 |0.410 bcd 0.410 abede 0.798 cdef 0.570 defg 0.471bc 0.254d  0.005ef  0.002d 0.451bcd 0.310cd 0.672cd 0.035bc
SO4 |0.072 cd 0.513abc 0.350ef 0.650def 0.337c 0.626cd 0.016def 0.006 bcd 0.769 abc 0.298 cd 0.534 cd 0.035 bc
161-49C |0.459 bcd 0.620 a 0.929 cdef 0.879 cd 0.628 bc 0.835 bed 0.026 cdef 0.014 bed 0.914a  0.465a  0.958 bed 0.183 ab
Pay 4 41B Mgt |0.763 bcd 0.266 de  1.285bcde 1.394bc  0.151c¢ 0.627cd 0.007ef  0.001d 0.395bcd 0.435ab 2.112a 0.149 abc
110R |1.464 ab 0.387 abcde 1.591bcd 0.169fg 0.561bc 1.962a 0.004 f 0.001d 0.347cd 0.341bc 1.267 abc 0.093 bc
140Ru |l.212 abc 0.435abcde 1.728bc  0.215efg 0.262c 1.625ab 0.002 f 0.002d 1.062a 0.325c 0.970 bcd 0.248 a
Syrah |2.133 a 0252de 3.03la 1.735ab 0.654 bc 0.937 bed 0.002 f 0.000d 0.367 bcd 0.207de 1.731ab 0.183ab
Grenache |2.144 a 0.216e 2.275ab  2.147a  0.730 bc 1.231 abc 0.003 f 0.001d 0.825ab 0.174e 2.107a 0.278a
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Supplementary Table S2.V. The transcript abundance of 12 ABA-related genes in the roots of
nine grapevine genotypes before (day 1) and after (day 4) a drought treatment. P-values from a
two-way ANOVA (n = 27) are presented in first block of the table for each gene. Genotype, day of
sampling and interaction effects are presented within the following three bold blocks, values with the
same letter are not statistical different (Tukey-HSD).

SnRK2.
NCED1 NCED2 ABF1 ABF2 Hydl Hyd2 RCAR5 RCAR6 1 SnRK2.6 PP2C4 PP2C9
Genotypes 0.069 0.000 0.065 0.001 0.000 0.088 0.080 0.015 0.248 <0.0001 0.465 0.012
Day |< 0.0001 <0.0001 <0.0001 0.001 0.294  <0.0001 < 0.0001 <0.0001 <0.0001 0.138 <0.0001 <0.0001
Interaction 0.135 0.010 0.822 0.543 0.001  0.443 0.031 0.019 0.597 0.212 0.339 0.225
RGM 0.246 a 0.701 b 0.381 a 0.908 ab 0.001 b 1.234 a 0.190 a 0.057 ab 0.186 a 0.141 bc 0.240 a 0.037 ab
:lt/IO(:;Lt_:L4 |0.761 a 1363 a 0613 a 0.866 ab 0.001 b 0.701 ab 0.190 a 0.047 ab 0.370 a 0.117 bc 0.326 a 0.027 ab
S04 |0.068 a 0546 b 035 a 0594 b 0.000 b 1.047 ab 0.220 a 0.170 a 0.324 a 0.179 bc 0.267 a 0.056 ab
161-49 C |0.335 a 0549 b 0515 a 0.845 ab 0.000 b 0.604 ab 0.142 a 0.125 ab 0.409 a 0.121 bc 0.258 a 0.061 ab
ert;S;type 41B Mgt |0.176 a 0372b 0711 a 1773 a 0.053 a 0.927 ab 0.306 a 0.168 a 0.635 a 0.099 ¢ 0490 a 0.090 a
110R |0.501 a 0456 b 0815 a 0.176 b 0.006 b 0.790 ab 0.209 a 0.062 ab 0.505 a 0.266 ab 0.260 a 0.023 b
140Ru |0.213 a 0589 b 0877 a 0143 b 0016 b 1.111 ab 0.143 a 0033 b 0514 a 0409 a 0442 a 0.081 ab
Syrah |0.791 a 0507 b 0612 a 0.960 ab 0.001 b 0.640 ab 0.319 a 0.133 ab 0.416 a 0.115 bc 0.483 a 0.037 ab
Grenache |0.478 a 0399 b 0.374 a 0.862 ab 0.000 b 0.326 b 0.150 a 0.069 ab 0.371 a 0.144 bc 0.383 a 0.023 b
Day effects Day 1 |0.023 b 0171 b 0247 b 0514 b 0.011 a 0512 b 0357 a 0159 a 0212 b 019 a 0117 b 0.014 b
Day 4 |0.770 a 1.047 a 0921 a 1069 a 0.006 a 1.127 a 0.059 b 0.033 b 0.616 a 0.157 a 0583 a 0.083 a
Interaction Category |NCED1 NCED2 ABF1 ABF2 Hydl  Hyd2 RCARS RCAR6 SnRK2.1 SnRK2.6 PP2C4 PP2C9
RGM 0.018 b 0.228 cd 0.149 ¢ 0.657 abc 0.001 b 0.487 b 0.295 abcde 0.076 bc 0.140 b 0.189 bcd 0.103 ¢ 0.013 cde
ll\/loét_14 |0.015 b 0.278 bcd 0.244 bc 0.292 abc 0.000 b 0.530 ab 0.272 bcde 0.068 bc 0.123 b 0.174 bcd 0.143 bc 0.006 de
S04 |0.005 b 0.174 cd 0.198 ¢ 0.309 abc 0.000 b 0.690 ab 0.365 abc  0.212 abc 0.271 ab 0.211 abcd 0.108 ¢  0.007 de
161-49C |0.009 b 0.178 cd 0.146 ¢ 0.425 abc 0.000 b 0.576 ab 0.224 cde 0.195 abc 0.193 ab 0.141 bcd 0.086 ¢ 0.010 de
Day 1 41B Mgt |0.018 b 0.161 cd 0.248 bc 1.707 ab 0.097 a 0.609 ab 0.559 ab 0.332 a 0.356 ab 0.024 d 0.081 ¢ 0.055 abcde
110R |0.050 b 0.153 cd 0.435 abc 0.104 ¢ 0.001 b 0.410 b 0.355 abcd 0.107 bc 0.213 ab 0.332 abc 0.159 bc 0.013 cde
140Ru |0.026 b 0.203 cd 0.446 abc 0.073 ¢ 0.003 b 0.679 ab 0.249 bcde 0.047 bc 0.226 ab 0.448 a  0.207 abc 0.016 cde
Syrah |0.057 b 0.108 cd 0.247 bc 0.811 abc 0.000 b 0.450 b 0.610 a 0.257 ab 0.280 ab 0.114 cd 0.096 ¢ 0.003 e
Grenache |0.013 b 0.056 d 0.108 ¢ 0.252 bc 0.001 b 0.181 b 0.280 bcde 0.135 abc 0.109 b 0.131 bcd 0.064 ¢ 0.001 e
RGM |0.473 ab 1.175 b 0.613 abc 1.158 abc 0.001 b 1.981 a 0.086 cde 0.038 ¢ 0.232 ab 0.092 cd 0.377 abc 0.061 abcde
ll\/loét_14 |l.507 a 2448 a 0.981 abc 1.440 abc 0.001 b 0.871 ab 0.107 cde 0.026 ¢ 0.618 ab 0.061 d  0.510 abc 0.049 abcde
S04 |0.131 b 0.918 bcd 0.515 abc 0.878 abc 0.000 b 1.403 ab 0.074 cde 0.127 abc 0.376 ab 0.147 bcd 0.426 abc 0.105 abcd
161-49C |0.661 ab 0.920 bcd 0.884 abc 1.265 abc 0.001 b 0.631 ab 0.060 cde 0.056 bc 0.624 ab 0.100 cd 0.429 abc 0.112 abc
Day 4 41B Mgt |O.334 ab 0.584 bcd 1.173 ab 1.838 a 0.010 b 1.245 ab 0.054 cde 0.004 ¢ 0.915 a 0.174 bcd 0.899 a 0.124 ab
110R |0.952 ab 0.759 bcd 1.194 a  0.248 bc 0.011 b 1.169 ab 0.063 cde 0.018 ¢ 0.797 ab 0.199 abcd 0.360 abc 0.034 bcde
140Ru |0.400 ab 0.975 bc 1.309 a 0.212 bc 0.029 b 1.544 ab 0.036 de  0.018 ¢ 0.801 ab 0.370 ab 0.678 abc 0.145 a
Syrah |l.525 a 0.907 bcd 0.977 abc 1.110 abc 0.001 b 0.830 ab 0.028 e 0.008 ¢ 0.552 ab 0.116 cd 0.870 ab 0.071 abcde
Grenache |0.943 ab 0.742 bcd 0.640 abc 1.472 abc 0.000 b 0.471 b 0.020 e 0.004 ¢ 0.632 ab 0.157 bcd 0.702 abc 0.045 bcde
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Supplementary Table S2.VI. Pearson correlation matrix of all mean data. High correlation
values are shown in bold (correlation coefficient > 0.7). Transcript abundance are presented in
leaves (-L) and in roots (-R). Abbreviations: SWCmeta: soil water content (SWC) for plants coming
from water potential measurement; SWCtrans: SWC for plants coming for transcriptional studies;
SWP: stem water potential; RWP: root water potential.

Variable]ABAs; PAFs; DPAsi ABAR PAr, DPAR NCED NCED ABF1ABF2 RCAR RCAR SnRK2. SnRK2. PP2C PP2C NCED
S em em em oot ot oot 1L 2L L L 5L 6L 1L 6L 4L 9L 1R

ABAsem [1.00 0.84 0.78 0.96 0.84 0.90 0.81 -0.32 081 063 -0.48 -0.59 0.48 -0.34 086 073 0.67
PAFstem |0.84 1.00 039 0.86 0.94 057 055 -0.18 048 053 -0.33 -043 051 -0.18  0.69 0.65 0.35
DPAstem |0.78 039 100 073 041091 o081 -047 087 062 -032 -048 0.18 -0.45 076 0.60 0.64
%BARDO‘ 096 086 0.73 100 092 085 083 -030 081 066 -047 -0.57 0.57 -0.38 082 0.80 0.66
P Aroot |0.84 094 041 092 100 061 063 -014 056 057 -041 -0.46 0.63 -024 064 0.70 0.49

DPAme 090 057 091 085 061 1.00 089 -0.35 092 058 -047 -0.60 034 -033 085 072 072
ECEDl 081 055 081 083 063089 1.00 -033 097 050 -049 -055 036 -029 086 083 073
NCED2

N 032 018 -0.47 -0.30 -014-035 -033 100 -0.32 -0.28 000 037 036 051 -033 -013 -0.19

‘ABFlL |O.81 048 087 081 056 092 097 -032 100 051 -053 -057 0.40 -031 085 082 0.78

%BFZL |O.63 053 062 066 057058 050 -0.28 051 100 -031 -0.29 0.16 -0.11 063 043 051
RCARS
L

RCARG6
L

SNRK2.
1L

SNRK2.
6L

PP2C4L|0.86 069 076 082 064 085 086 -033 085 063 -057 -0.58 0.35 -0.07 100 0.83 0.64
PP2C9L|O.73 065 060 080 070 0.72 083 -0.13 082 043 -048 -0.46 0.66 -0.10 083 1.00 051

-0.48 -0.33 -0.32 -0.47 -0.41-0.47 -049 0.00 -0.53 -0.31 1.00 057 -042 -0.09 -057 -048 -051

-0.59 -0.43 -0.48 -0.57 -0.46-0.60 -0.55 0.37 -0.57 -0.29 057 100 -0.32 030 -0.58 -0.46 -0.49

0.48 051 018 057 063 034 036 036 040 016 -042 -032 1.00 -0.05 035 0.66 0.30

-0.34 -0.18 -0.45 -0.38 -0.24-0.33 -0.29 051 -0.31 -0.11 -0.09 030 -0.05 1.00 -0.07 -0.10 -0.28

ECEDl 067 035 064 066 049 072 073 -019 078 051 -051 -049 030 -028 064 051 1.00
NCED2
N 019 008 007 022 021020 030 014 032 019 -051 -031 026 020 035 027 066

%BFlR |O.47 037 030 045 041050 058 003 061 018 -056 -0.47 0.42 0.12 063 057 0.67

%BFZR |O.33 032 030 033 028025 021 -0.07 024 054 001 0.00 0.10 0.00 042 024 049

RCARS5
R

RCARG6
R

SNRK2.
1R

SNRK2.
6R

PP2C4R|O.67 048 064 066 048 0.71 067 -0.28 0.74 048 -061 -0.57 0.40 -0.08 084 0.72 0.65
PP2C9R|O.32 030 021 034 030037 036 021 040 015 -032 -0.31 0.1 0.32 053 066 0.23
Hyd1L |0.12 0.06 0.13 012 012 006 0.03 -009 006 0.17 -006 -0.06 0.10 -0.34 -0.08 -0.10 0.14
Hyd1R |—0.11 -0.01 -0.11 -0.10 -0.07-0.10 -0.05 0.08 -0.09 -0.21 0.69 0.16 -0.03 0.04 -0.12 -0.01 -0.14
Hyd2L |0.57 051 038 058 056 059 073 008 066 0.17 -044 -045 051 0.09 062 073 041

Hyd2R |0.08 0.07 -0.01 0.07 0.09 0.13 016 015 017 0.03 -044 -036 0.13 0.36 026 018 0.13

SWCme
ta
SWCtra
ns
SWP |—0.87 -0.71 -0.63 -0.84 -0.74-0.81 -0.77 0.22 -0.76 -0.53 059 070 -0.47 0.15 -0.83 -0.70 -0.76

RWP |—0.89 -0.73 -0.65 -0.87 -0.77-0.84 -0.79 0.20 -0.80 -0.50 059 0.68 -0.56 0.14 -0.85 -0.78 -0.70

-0.55 -0.46 -0.32 -0.56 -0.53-0.53 -0.56 -0.14 -0.58 -0.41 0.83 043 -053 -0.24 -0.66 -0.61 -0.55

-0.56 -0.42 -0.37 -0.54 -0.48-0.53 -0.54 0.22 -057 -0.38 085 060 -0.37 -0.14 -0.63 -0.53 -0.55

065 054 048 061 051 062 067 -0.08 0.70 022 -047 -0.48 048 -0.04 076 0.70 0.67

-0.03 0.07 -0.16 -0.01 0.07 -0.03 0.01 -0.03 0.01 -045 -0.21 -0.27 0.23 0.07 -0.08 011 -0.31

-0.66 -0.47 -0.47 -0.63 -0.53-0.66 -0.64 -0.08 -0.67 -040 066 066 -056 -0.06 -0.74 -0.66 -0.68

-0.57 -0.42 -0.40 -0.56 -0.48-0.57 -0.60 -0.09 -0.62 -0.41 069 060 -048 -016 -0.71 -0.62 -0.65

70






ariables [NCED2R ABF1R ABF2R RCAR5R RCARGR SNRK2.1R SNRK2.6R PP2C4R PP2C9R Hyd1L Hyd1R Hyd2L Hyd2R SWCmeta SWCtrans SWP RWP)

JABAstem  [0.19 047 033 -0.55 -0.56 0.65 -0.03 0.67 0.32 012 -011 057 0.08 -0.66 -0.57 -0.87 -0.89
PAFstem |0.08 037 032 -0.46 -0.42 0.54 0.07 0.48 0.30 0.06 -0.01 051 0.07 -047 -0.42 -0.71-0.73
DPAstem |0.07 030 030 -0.32 -0.37 0.48 -0.16 0.64 0.21 013 -011 0.38 -0.01 -0.47 -0.40 -0.63 -0.65
JAB ARt |0.22 045 033 -0.56 -0.54 0.61 -0.01 0.66 0.34 012 -0.10 058 0.07 -0.63 -0.56 -0.84-0.87
P Aroot |0.21 041 028 -0.53 -0.48 0.51 0.07 0.48 0.30 012 -0.07 056 0.09 -0.53 -0.48 -0.74 -0.77
DP Aroot |0.20 050 025 -0.53 -0.53 0.62 -0.03 0.71 0.37 0.06 -0.10 059 013 -0.66 -0.57 -0.81-0.84
NCEDI1L |0.30 058 021 -0.56 -0.54 0.67 0.01 0.67 0.36 0.03 -0.05 073 016 -0.64 -0.60 -0.77-0.79
NCED2L |0.l4 0.03 -0.07 -0.14 0.22 -0.08 -0.03 -0.28  0.21 -0.09 0.08 0.08 0.15 -0.08 -0.09 0.22 0.20
JABF1L |0.32 061 024 -0.58 -0.57 0.70 0.01 0.74 0.40 0.06 -0.09 066 0.17 -0.67 -0.62 -0.76 -0.80
JABF2L |0.19 0.18 054 -041 -0.38 0.22 -0.45 0.48 0.15 017 -021 017 0.03 -0.40 -0.41 -0.53-0.50
RCARS5L |—0.51 -0.56 0.01 083 0.85 -0.47 -0.21 -061 -032 -0.06 0.69 -0.44 -0.44 0.66 0.69 0.59 0.59
RCAR6L |—0.31 -0.47 0.00 043 0.60 -0.48 -0.27 -057 -031 -0.06 016 -0.45 -0.36 0.66 0.60 0.70 0.68
SnRK2.1L|0.26 042 010 -0.53 -0.37 0.48 0.23 0.40 0.61 010 -0.03 051 013 -0.56 -0.48 -0.47 -0.56
SnRKZ.GLlO.ZO 012 0.00 -0.24 -0.14 -0.04 0.07 -0.08 032 -0.34 0.04 0.09 036 -0.06 -0.16 0.15 0.14
PP2CAL |0.35 0.63 042 -0.66 -0.63 0.76 -0.08 0.84 0.53 -0.08 -0.12 062 026 -0.74 -0.71 -0.83-0.85
PP2CIL |0.27 057 024 -0.61 -0.53 0.70 0.11 0.72 0.66 -0.10 -0.01 0.73 0.18 -0.66 -0.62 -0.70-0.78
NCEDI1R |0.66 0.67 049 -0.55 -0.55 0.67 -0.31 0.65 0.23 014 -014 041 013 -0.68 -0.65 -0.76 -0.70
NCED2R |1.00 0.68 049 -0.56 -0.48 0.54 -0.31 0.54 0.44 -0.16 -0.07 0.24 045 -0.66 -0.71 -0.50-0.43
JABFIR |0.68 1.00 045 -0.62 -0.58 0.88 0.00 0.69 0.61 -0.12 0.06 055 041 -0.74 -0.76 -0.61-0.62
JABF2R |0.49 045 100 -0.19 -0.08 0.50 -0.70 0.51 0.35 -0.13 026 -0.03 0.09 -0.38 -0.41 -0.30-0.26
RCARS5R |—0.56 -0.62 -0.19 1.00 0.85 -0.54 -0.03 -068 -053 -003 037 -055 -042 0.78 0.83 0.64 0.66
RCARGR |—0.48 -0.58 -0.08 0.85 1.00 -0.48 -0.23 -067 -033 -0.16 048 -0.44 -0.37 0.66 0.70 0.64 0.64
SnRK2.1R|0.54 0.88 050 -0.54 -0.48 1.00 -0.07 0.78 0.64 -0.23 014 063 036 -0.77 -0.72 -0.75-0.77
SnRK2.6R|—0.31 0.00 -0.70 -0.03 -0.23 -0.07 1.00 -0.09  0.01 0.05 -015 020 011 012 0.16 0.05 -0.03
PP2C4R |O.54 0.69 051 -0.68 -0.67 0.78 -0.09 1.00 0.63 -0.22 -0.09 047 048 -0.79 -0.78 -0.70-0.74
PP2C9R |0.44 061 035 -053 -0.33 0.64 0.01 0.63 1.00 -0.38 024 053 043 -0.67 -0.66 -0.45-0.56
Hyd1L |—0.16 -0.12 -013 -0.03 -0.16 -0.23 0.05 -022 -038 100 -031 -0.15 -0.33 0.17 0.16 -0.01 0.05
Hyd1R |—0.07 0.06 026 037 0.48 0.14 -0.15 -0.09 024 -0.31 1.00 0.08 0.00 0.03 0.09 0.11 0.08
Hyd2L |O.24 055 -0.03 -0.55 -0.44 0.63 0.20 0.47 0.53 -0.15 0.08 1.00 0.39 -0.63 -0.60 -0.63-0.70
Hyd2R |O.45 041 009 -0.42 -0.37 0.36 0.11 0.48 0.43 -0.33 0.00 039 100 -0.55 -0.61 -0.26 -0.30
SWCmeta |—0.66 -0.74 -0.38 0.78 0.66 -0.77 0.12 -0.79 -067 017 0.03 -0.63 -0.55 1.00 0.97 0.81 0.82
SWCtrans|-0.7l -0.76  -0.41 0.83 0.70 -0.72 0.16 -0.78 -066 016 0.09 -0.60 -0.61 0.97 1.00 0.72 0.74
SWP |—0.50 -0.61 -0.30 0.64 0.64 -0.75 0.05 -0.70 -045 -001 011 -063 -0.26 0.81 0.72 1.00 0.98
RWP |—0.43 -0.62 -0.26 0.66 0.64 -0.77 -0.03 -0.74 -056 005 0.08 -0.70 -0.30 0.82 0.74 0.98 1.00
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Supplementary Table S2.VII. Coordinates of variables from the discriminant analysis of gene
expression data (F1, F2, Fig. 2.5) and from principle component analysis of mean transcript
abundance and metabolite data (PC1, PC2, Fig. 2.6). Abbreviation: abscisic acid (ABA), phaseic
acid (PA) and dihydrophaseic (DPA) content in shoot (-S) and root (-R) sap; transcript abundance in
leaves (-L) and roots (-R).

F1 F2 PC1 PC2
ABAS = - 0.897 -0.320
PAS - - 0.710 -0.192
DPAS - = 0.734 -0.482
ABAR - - 0.899 -0.310
PAR - - 0.764 -0.179
DPAR - - 0.880 -0.297
NCEDI1L -0.417 -0.130 0.887 -0.202
NCED2L 0.488 -0.108 -0.234 0.616
ABF1L -0.454 -0.124 0.902 -0.188
ABF2L -0.460 0.582 0.596 -0.346
Hyd1lL -0.390 -0.042 0.001 -0.457
Hyd2L -0.016 -0.323 0.696 0.238
RCARSL 0.037 0.235 -0.672 -0.303
RCARGL 0.399 0.368 -0.666 0.050
SnRK2.1L  -0.078 -0.323 0.558 0.254
SnRK2.6L 0.850 0.164 -0.166 0.750
PP2C4L -0.318 0.061 0.929 -0.059
PP2C9L -0.229 -0.127 0.861 0.042
NCEDI1R -0.316 0.054 0.778 -0.087
NCED2R 0.149 0.090 0.477 0.527
ABF1R 0.008 -0.117 0.726 0.437
ABF2R -0.119 0.518 0.396 0.042
Hyd1R 0.073 0.046 -0.140 0.080
Hyd2R 0.235 -0.099 0.314 0.620
RCARSR -0.065 0.061 -0.753 -0.386
RCARGR 0.037 0.126 -0.723 -0.205
SnRK2.1R  -0.113 -0.079 0.809 0.266
SnRK2.6R 0.132 -0.690 -0.023 0.125
PP2C4R -0.172 0.049 0.859 0.172
PP2C9R 0.179 -0.038 0.559 0.570
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Chapitre 3 : Conductivité hydraulique
et expression des aquaporines

I- Introduction

Selon la théorie de cohésion-tension, le flux hydrique dans une plante des racines vers les
feuilles se fait sous la forme d’une chaine ininterrompue de molécules d’eau soumises au gradient de
potentiel entre les 2 extrémités du systeme (Tyermann et al., 2009). Le rapport entre le flux d’eau (la
transpiration) et le gradient de potentiel hydrique définit la conductance hydraulique du systéme. Les
différentes parties de la plante disposent de propriétés hydrauliques variables et constituent un
ensemble de résistances en série vis-a-vis du flux transpiratoire (Zimmerman, 1983). La résistance
majeure au transfert de I’eau se situe au niveau stomatique, mais le systéme racinaire peut présenter
une résistance non négligeable a 1’échelle de la plante (Steudle, 2000). Afin de maintenir un état
hydrique compatible avec la mise en ceuvre des processus physiologiques dans un environnement
variable, la plante ajuste en permanence ces résistances. La régulation stomatique fait partie de ces
processus d’ajustement. La conductance hydraulique racinaire varie également au cours du temps,
spatialement et en fonction des paramétres de I’environnement (Vandeleur et al., 2009 ;Gambetta et
al., 2013). Des modifications anatomiques et 1’activit¢ des aquaporines sont associées a ces
changements (Barrios-Masias et al., 2015). Des processus d’embolie y contribuent également (Domec
et al., 2006), avec une sensibilité accrue pour les racines et les feuilles chez la vigne (Tramontini et
Lovisolo, 2016)

En plus de la signalisation chimique entre les racines et les feuilles via I’ABA, la signalisation
hydraulique pourrait jouer un role non négligeable dans la régulation de 1’ouverture stomatique a
I’échelle de la plante entiére (Christmann et al., 2007 ; 2013, Maurel et al., 2010). Il y aurait un effet
direct des gradients de potentiel hydrique entre racines et feuilles sur la turgescence des cellules de
garde. Des corrélations étroites entre la conductance totale de la plante et la conductance stomatique
ont été rapportées (Hubbard et al., 2001, Tombesi et al., 2015 ; Martorell et al. 2015). Par ailleurs la
conductance de la plante pourrait participer au contréle génétique du caractére iso/anisohydrique chez
la vigne (Coupel-Ledru et al., 2014). Une relation entre le flux transpiratoire ou la conductance
stomatique et la conductivité hydraulique racinaire a été mise en évidence chez plusieurs especes
(Domec et al., 2006 ; Franks et al., 2007 ; Vandeleur et al., 2009 ; Parent et al., 2009, Sutka et al.,
2011), ce qui n’exclue pas un médiateur chimique entre les deux parties de la plante ou une interaction
entre les deux types de signaux, comme cela a été démontré a 1’échelle de la feuille (Pantin et al.,

2013).
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Le transport de 1’eau au travers des tissus de la plante, notamment les racines, peut s’effectuer selon 3
voies : le transport apoplastique dans les espaces intercellulaires via les parois, le transport
symplastique via les plasmodesmes et la voie transcellulaire & travers les membranes cellulaires
(Steudle et Patterson, 1998). Les aquaporines sont des protéines membranaires qui contrdlent la voie
transcellulaire de ’eau et des petits solutés (Maurel et al., 2015). La contribution des aquaporines au
contrdle du transport de 1’eau, notamment au niveau des racines peut varier de 20 a 90% selon les
especes (Javot et Maurel, 2002). Les aquaporines interviennent dans la régulation des flux hydriques
au niveau des racines, des feuilles et dans les mécanismes de réparation des embolies des vaisseaux du
xyleme. Il existe une grande diversité d’aquaporines chez les plantes supérieures. Chez la vigne, plus
de 25 homologues codant des aquaporines ont été identifiés (Fouquet et al., 2008, Shelden et al.,
2009). De maniere générale, on observe des différences d’expression des différentes formes
d’aquaporines entre cultivars ou accessions naturelles au sein d’une méme espece (références citées
par Maurel et al., 2015) qui pourraient expliquer les mécanismes distincts d’adaptation au déficit
hydrique. Pour une méme espéce, les profils d’expression sont cellule et tissu spécifiques, et peuvent
varier le long de 1’axe racinaire par exemple (Gambetta et al., 2013). L activité des aquaporines est en
général inhibée en conditions de contrainte hydrique, mais il existe une variabilité de réponse en
fonction des espéces étudiées et des conditions de contrainte hydrique mises en ceuvre (Tyerman et al.,
2009 ; Maurel et al., 2015). L’ABA participe au controle de I’expression et de I’activité des
aquaporines (Finkelstein, 2013).

Il existe une variabilité génétique de la conductivité hydraulique aussi bien chez les espéces herbacées
que les especes pérennes (McElrone et al., 2004 ; références citées par Domec et al., 2006 et
par Sutka et al., 2011 ; Lauri et al., 2011). Au niveau racinaire, cette variabilité a été étudiée dans le
cas des plantes greffées afin de mieux comprendre les interactions entre le porte-greffe et le greffon, et
les effets du porte-greffe sur le développement de la partie aérienne (Atkinson et al., 2003 ; Cohen et
al., 2007 ; Solari et al., 2006 ; Clearwater et al., 2007 ; Rodriguez-Gamir et al., 2010 ; Gambetta et al.,
2012). Chez la vigne, des différences de caractéristiques hydrauliques entre génotypes ont été mises en
évidence au niveau du pétiole (Schultz et al., 2003), de la feuille entiére (Pou et al., 2012) et du
rameau (Alsina et al., 2007). Pour le compartiment racinaire, des différences sont rapportées entre
génotypes au sein de I’espéce Vitis vinifera (Vandeleur et al., 2009) et des porte-greffes (Peterlunger et
al., 1990 ; de Herralde et al., 2006 ; Lovisolo et al.; 2008 ; Alsina et al., 2011 ; Peccoux, 2011 ;
Gambetta et al., 2012 ; Tramontini et al. ; 2013 ;Barrios-Masias et al., 2015). Des réponses variables a
la contrainte hydrique ont aussi été mises en évidence. Ces différences sont associées a une variabilité
de I’expression de certaines aquaporines, a la part de conductivité liée a I’activité des aquaporines, et a
des processus de subérisation des racines (Vandeleur et al., 2009 ; Barrios-Masias et al., 2015). Un
lien avec la sensibilité a la formation d’embolies dans les tissus xylémiens est envisagé (Knipfer et al.,

2015).
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L’expression d’un certain nombre de génes codant des aquaporines a été étudiée chez la vigne dans les
racines, les pétioles et les feuilles, pour différents génotypes (Fouquet, 2005 ; Galmes et al., 2007,
Vandeleur et al., 2009 ; Tyerman et al., 2009 ; Gambetta et al., 2012 ; 2013 ; Pou et al., 2012 ; Chittara
et al., 2014 ; Zarrouk et al., 2015). Les modifications d’expression au cours du temps, dans les
différents tissus racinaires et sous l’effet de différents régimes hydriques ont été rapportées. Les
aquaporines de type PIP les plus exprimées dans les racines sont VViPIP1.1 et VViPIP2.2.
L’expression de certaines aquaporines est corrélée avec des modifications de la conductivité
hydraulique au niveau racinaire et au niveau foliaire. Elles pourraient contribuer au déterminisme du
caractére (an)isohydrique (Vandeleur et al., 2009). La sur-expression constitutive du gene WiPIP2.4
chez la vigne a permis de montrer que les aguaporines jouent un réle important dans la régulation des
flux hydriques en situation hydrique non limitante, et moindre en situation de contrainte hydrique
(Perrone et al., 2012).

L’objectif de 1’étude présentée ci-apres est de déterminer les caractéristiques liées a 1’hydraulicité des
différents compartiments de la bouture pour les 9 génotypes. Une premiére analyse a consisté a
mesurer la conductance hydraulique racinaire et de la partie aérienne en situation non contraignante et
a évaluer la part associée a I’activité des aquaporines. Dans un second temps, 1’expression de 7 génes
codant des aquaporines de type PIP a été évaluée dans les racines et les feuilles des 9 génotypes au
cours du cycle de dessechement décrit au chapitre précédent. Les réponses en matié¢re d’expression des

aquaporines et des génes du métabolisme de I’ABA ont été finalement comparées.
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Figure 3.1- Experimental design for this experiment in the growth chamber. A : the rotating
platform with plants. B : an example of one 41B cutting after leaf area normalisation. C : the growing
system with the root system and substrate enclosed in a perforated plastic bag enabling the easy
transfer of the root system to the pressure chamber for hydric potential measurements.



I1- Matériel et méthodes

11-1. Matériel végétal et conditions de cultures

Les génotypes étudiés, la production du matériel végétal et les conditions de culture jusqu'a
I'obtention de plantes avec environ une quinzaine de feuilles sont identiques a celles décrites au
chapitre 2. La quantification des transcrits liés aux aquaporines a été réalisée sur les échantillons
prélevés pendant 1I’expérimentation décrite au chapitre 2 durant la derniére heure d'obscurité de chacun

des quatre jours suivant ’arrét de I’irrigation en chambre de culture (Figure 3.1).

Des mesures de conductivité hydraulique ont été réalisées sur des plantes supplémentaires dont le
substrat était maintenu a capacité au champ. Pour les génotypes 110R, 140Ru et Syrah
(Expérimentation 1), cinq plantes de chaque génotype ont été acclimatées en chambre de culture
durant une semaine selon les conditions décrites au chapitre 2, puis leur conductivité hydraulique a été
mesurée entre 8h et 13h aprés le début de la période diurne. Pour les génotypes RGM, 101-14MGt,
S04, 161-49C, 41B, Syrah et Grenache (Expérimentation 2), les plantes ont été maintenues en serre
durant quatre mois supplémentaires en raison d’un aléa 1i¢ au matériel de mesure. Les mesures ont été
réalisées en serre entre 13h et 18h sur cing plantes par génotype. La surface foliaire des plants a été
estimée a partir de la régression établie entre la longueur de la nervure principale et la surface d’une
feuille (obtenue a l'aide d'un planimétre (Li-COR 3100, Li-COR, Lincoln, NE, USA)) déterminée pour
chaque génotype (Figure S3.1). La biomasse fraiche des parties aériennes et racinaires, ainsi que la
longueur et le diameétre de la section des tiges ont été déterminés apres les mesures de conductivité

hydraulique.

11-2. Mesures des parametres hydrauliques
11-2.1. Définitions

La conductance hydraulique (Kh, Kg s MPa™ ou mmol.s™ MPa™) est définie selon 1’équation
1 comme étant le flux d'eau (Q, Kg.s™ ou mmol.s™) traversant les deux extrémités d’un conduit soumis
a un gradient de pression (AY, MPa). La conductance hydraulique peut étre mesurée a différents
niveaux (plante, tissus, membrane..). Elle peut étre exprimée par unité de longueur du conduit (I, m)
ou de section de la surface traversée (S, m?) par le flux selon I'équation 2. Cette expression définit la

conductivité hydraulique (kh).

(1) Kh=Q /AW

(2) Khengn =Kh /10U Knaea=Kh/S
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Figure 3.2- A: HPFM system (HPFM-Gen3, Dynamax Inc., Houston TX, USA, Tyree et al.,
1995) for hydraulic conductance measurements. B : Set-up for the Fenton solution injection to

the root system.
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Figure 3.3- HPFM measurement of total flow (F) under « transient», including the elastic
component (Fe), the air bubble artefact (Fb) and the real flow through the organ (Fh).



11-2.2. Description du systtme HPFM de mesure de la conductance hydraulique

Les mesures de conductivité hydraulique ont été réalisées sur I'ensemble du systeme racinaire
et du systeme foliaire par un HPFM (Figure 3.2A), High Pressure Flow Meter, HPFM-Gen3,
Dynamax Inc., Houston TX, USA, Tyree et al., 1995).

L'HPFM est un appareil de mesure de flux hydrique couplé & deux capteurs de pression PT1 et PT2.
Au sein de l'appareil, différents tubes calibrés permettent de calculer le flux en fonction de la pression
appliquée donnée par le capteur PT1. Lorsque le tissu mesuré est rempli d'eau, les propriétés de
cohésion-tension des molécules d'eau, permettent au capteur PT2 de déterminer la pression en sortie
du tissu. Les données recueillies permettent de calculer Kh selon I'équation 1. Deux modes de mesure
sont disponibles, I’'un a pression constante "Quasi-Stationnaire”, et l'autre a pression croissante
"Transitoire". Les deux modes de mesures donnent des valeurs similaires, mais pour les mesures

racinaires, il est préférable d'utiliser le mode "Transitoire" (Tyree et al., 1995).

La mesure en mode "Transitoire" permet d'établir une relation linéaire entre le flux et la pression
donnée par le capteur PT2. Cependant cette relation n'est linéaire que pour des fortes pressions (0,3 a
0,5 MPa) en raison de différents artefacts liés a 1'appareil ou a I’organe connecté a faibles pressions

(Figure 3.3). En effet le flux mesuré (F) peut &tre décomposé en trois composantes :

- La composante élastique (Fe) : principalement due a I'élasticité des composants de I'HPFM.
Elle devient rapidement constante et n'influence plus la mesure.

- La composante liée aux bulles d'air (Fb) : lors de la connexion avec 1’organe a mesurer, ou au
sein de l'appareil ou du tissu mesuré, la présence de bulle d'air entraine la surestimation du
flux a basse pression. Au fur et a mesure que la pression s'accroit, les bulles sont comprimées,
puis se dissolvent n'influengant plus la mesure.

- La composante hydraulique (Fh) : celle que I'on cherche a mesurer, et qui est déterminée apres

avoir éliminé les composantes Fe et Fb.

11-2.3. Mise en ceuvre des mesures

Les tiges des plants ont été sectionnées 10 cm au-dessus du point d’insertion de la tige sur le
bois de la bouture. La base de la tige a été maintenue dans I'eau pendant les mesures racinaires. Aprés
avoir supprimé les tissus péri-xylémiens, la coupe a été rafraichie au scalpel et maintenue humide
durant la connexion avec I'HPFM. Durant 5 min, de I'eau osmosée et dégazéifiée a été perfusée au
travers de la tige a une pression de 0,5 MPa de maniere a éliminer toute embolie xylémienne. Deux
mesures en mode "Transitoire™ ont été realisées, puis la tige a été connectée a une seringue sous
pression de maniére & injecter en dix minutes 1 mL du réactif de Fenton (1V/1V, 0.6mM H,0,/3mM
FeSO,) (Figure 3.2B).
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Figure 3.4- Relationship between hydraulic conductance measurements made on root parts with
the «Red» and «Yellow» ranges (n = 67, R2= 0917, p-value = 69 .107).
Equation : Khyeg = 0.656 Khyeow - 1.58



La réaction produite génere des radicaux libres (OH’) dont le rble est d'inhiber l'activité des
aquaporines (Henzler et al., 2004; Pou et al., 2012). La coupe a de nouveau été rafraichie au scalpel,

puis la tige a été reconnectée a I'HPFM afin de réaliser deux nouvelles mesures en mode "Transitoire".

Dans notre expérimentation, la disparité de taille des échantillons connectés I’HPFM a conduit a
I'utilisation de deux gammes de flux, la gamme "yellow" de 0 & 28.10° (Kg s™) pour les parties
aériennes et la gamme "red" de 0 & 3,6.10° (Kg s™) pour les parties racinaires. Des tests préliminaires
ont montré que les valeurs de conductivité étaient différentes en fonction de la gamme choisie pour un
méme échantillon, l'ensemble des échantillons racinaires ont donc été mesurés selon ces deux
gammes. Les valeurs obtenues pour les systémes racinaires étant tres fortement corrélées entre les
deux gammes (Figure 3.4, R2= 0.92), les valeurs obtenues grace a la gamme "red" ont ensuite été
transformées de maniére a exprimer I'ensemble des données selon la gamme "yellow" selon I'équation
3. Les données ont ensuite été corrigées de maniere a exprimer la conductivité hydraulique a 25°C

selon I'équation 4.

(3) Khyeq = 0.656 KNyeiow - 1.58

(4) Khys-c = Khy- (0,554 + 0,0225 T°) / (0,554 + 0,0225 * 25).

Apres ajustement des données, la conductance hydraulique des différents organes a été normalisée par
les caracteres morphologiques pour obtenir des valeurs de conductance spécifique (unité de surface
foliaire ou biomasse racinaire) ou de conductivité hydraulique (unité de surface de section ou longueur
de la tige) selon I'équation 2. Comme au sein de la plante les résistances hydrauliques (1/Kh) sont
additives car considérées comme en série, la conductance hydraulique de la plante entiere a été

calculée selon I'équation (5).

(5) thlant = 1/Khshoot + 1/ Khroot
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Tableau 3.1- Main characteristics of the primers used for RT-PCR (Gambetta et al., 2012).

Forward primer (5" to 3")

Reverse primer (5' to 3%)

VIT_PIP1.1
VIT_PIP1.2:1.4
VIT_PIP1.3:15
VIT_PIP2.1
VIT_PIP2.2
VIT_PIP2.3
VIT_PIP2.4
VIT_Actin

VIT _EFIy
VIT_GAPDH

GAGTGGTGCTGGGCGTTGATC
GTTTCTTCTTTTATTTGCTGC
CCATTCAAGAGCAGGGCTTGAG
CCATTTTGATACCTTCTTCC
AACTAAAAACCCACAACACCC
CATTTCAATCCACATGGTCCG
GATGACCATTGGATGTTCTGG
CTTGCATCCCTCAGCACCTT
CAAGAGAAACAATCCCTAGCTG

CCACAGACTTCATCGGTGACA

GTGGAATGCTACAGACATTAC
GCTGCCCATTGTAATAGAAGC
ATTTACACACTTAGGTAGTAGG
TATCTACAATTTCATGCCCTC
CATCATCATAATCATCTCTGG
CCACAAATTCGTCACACATCC
GCTTTAATGGCCGCTGCTCTC
TCCTGTGGACAATGGATGGA
TCAATCTGTCTAGGAAAGGAAG

TTCTCGTTGAGGGCTATTCCA




11-3. Extraction d'ARN et RT-PCR

La quantification du niveau de transcrits des différentes isoformes d'aquaporines ayant eu lieu
sur les mémes échantillons que ceux utilisés pour 1’étude du métabolisme de 'ABA, toutes les étapes
jusqu'a l'obtention des ADNc sont décrites au chapitre 2. Les amorces utilisées en RT-PCR ont été
dessinées d'apres la littérature (Gambetta et al., 2012) et sont présentées dans le tableau 3.I. La
quantification des transcrits a été réalisée grace a un thermocycleur Biorad CFX96 et I'utilisation de 1Q
Sybr green Supermix dans un volume final de 10 pL (selon les recommandations du fabricant). Les Ct
obtenus ont permis la quantification relative selon la méthode du 2-AACT (Livak and Schmittgen,
2001) en utilisant la moyenne géométrique des transcrits de références, Vvi_Actin, Vvi EFI y et
Vvi_GAPDH. L'efficacité des amorces a €té vérifiée en utilisant directement les données de

fluorescence par le logiciel LinRegPCR (Ruijter et al., 2009).

I1-4. Analyses statistiques

L’effet du génotype a été testé sur les données morphologiques par une ANOVA a un facteur
suivi d'un test de Tukey (HSD) pour établir les groupes statistiguement homogénes. Les effets du
génotype et de I’application du réactif de Fenton sur les valeurs de conductance et de conductivité
hydraulique ont été testés grace une ANOVA a deux facteurs suivi d'un test de Tukey (HSD) pour
chacune des expérimentations séparément. Les effets du génotype et du déficit hydrique (jour 4 par
rapport a jour 1 aprés l’arrét de I’irrigation) sur le niveau de transcrits des génes codant les 7
aquaporines dans les tissus racinaires et foliaires ont été étudiés grace une ANOVA a deux facteurs
suivi d'un test de Tukey (HSD). Les « heat map » ont été générées a l'aide du logiciel R v.2.15.3 (R
Development Core Team, 2008). Les analyses factorielles discriminantes (AFD), 1’analyse en
composantes principales (ACP), ainsi que les coefficients de corrélation de Pearson entre les niveaux
de transcrits ont été établis a I'aide du logiciel XLStat (Addinsoft SARL., Paris, France). Ce logiciel a
également permis de générer les analyses de similarité entre variables, en utilisant la méthode

d'assemblage par la moyenne des coefficients de Pearson.

79



Tableau 3.11- Morphological data collected on the plants used for hydraulic conductance
measurements during the experiments 1( ) and 2(° ). Data are mean + standard deviation for the 9
studied genotypes. Fresh root biomass, cross section area of the stem, total leaf area and total stem
length. P-value of one way ANOVA are presented (n =3-5). Values with different letters are
statistically different (Tukey-HSD).

Root biomass (g) Cross section Leaf area (cm?) Cumulative stem
area (mm?) length (cm)

p-value < 0.0001 <0.0001 < 0.0001 0.001
Genotype Mean sd Mean sd Mean sd Mean sd
110R? 18.4 6.3 de 315 06 c 686.7 59.1 d 143.5 16.1  bc
140RU? 17.0 33 e 4.8 1.3 bc 885.3 84.5 cd 132.5 236 ¢
Syrahal 17.0 21 e 5.7 0.8 bc 885.1 68.8 cd 111.7 11.8 G
RGMP 52.8 53 ab 7.4 1.3 bc 23932 828.7 abc 2942 1077 abc
101-14Mg1;b 45.6 125 bc 10.1 36 b 2359.5 999.2 abc 3324 1329 ab
S04° 36.8 9.1 bcd 8.6 16 bc 19251 798.7 abcd 233.8 96.0 abc
161-49C" 314 7.1 cde 9.4 13 b 1445.8 172.2 bcd 214.5 24.6 abc
41B 28.4 11.1  cde 7.6 1.0 bc 18916 1215.7  abcd 269.2 142.6 abc
Syrahb 44.0 6.5 bc 104 45 b 3701.3 767.6 a 391.0 596 a

Grenache® 68.4 93 a 197 32 a 2845.8 498.2 ab 269.1 66.8 abc




I11- Résultats

I11-1. Caractéristiques morphologiques des plantes utilisées pour la

détermination des propriétés hydrauliques

Les données morphologiques issues des deux expérimentations d’évaluation de la conductivité
hydraulique sont présentées dans le tableau 3.11. La biomasse fraiche racinaire, la surface de la section
de la tige, la surface foliaire et la longueur cumulée des tiges varient significativement en fonction des
génotypes. Pour I'expérimentation 1, les différences génotypiques ne sont pas significatives quel que
soit le caractére mesuré. Pour I'expérimentation 2, la biomasse racinaire est significativement plus
importante pour les génotypes Grenache et RGM par rapport aux génotypes 161-49C et 41B. La
surface de la section de la tige est significativement plus importante pour le Grenache par rapport aux
autres génotypes. Pour la surface foliaire, seuls la Syrah et le 161-49C présentent des différences
significatives. Pour la longueur cumulée des tiges il n'y a pas de différence entre les génotypes. Dans
tous les cas, les valeurs enregistrées au cours de I’expérimentation 1 sont logiquement plus faibles que

celles enregistrées pour I'expérimentation 2.

80



A

-G :0.0001 I -G :<0.0001
100 - T: 0.001 [ -T: 0.601
-GXT:0561 | -G X T:0.635
“h [
©
o 80 I a
= |
-
v [
Z 60 | a
= [
“6\
= [
]
2 a |
= be ab
bc
X 20 c c :
0 |

\4
B QS
N Ny W Q)
e
enotypes
C
40 TG <oooor T -G :<0.0001
- -T: 0.006 [ -T: 0264
S -G XT:0702 | -G X T:0.252
o |
$ 30+ I
= a I T
-
o :
o ab T
¥ [
~— 20 -
A o [
?'_/ bc ¢ I
= c | b
b [
g 10
5 [
2 | ﬁ ﬁ
(%)
¢ , ]
0 I 1 L ‘

> S & O O & X @
FEFTITFFITE§
YS9 » Y QO o §
™ S <
S N Q)
N
Genotypes

kscross section (10_6) (Kg st MPa‘l) mm™

KS\oat area (10°°) (Kg s MPa™) m?

B
10 50062 I -G:0.018
-T: 0.007 [ ST:0.243
-GXT:0435 | -G X T:0.831
8 4 [
a [
[
61 1o ab |
Ta | |
b Rap|
4 - I
[
[
2 [
[
[
0 1A [N 1IN IV D LT I LN I |
SERS 5 Y O & X W©
SELTIFgIF &
RN SR Ny Q@ & &
s o N
N N v ¢}
N
Genotypes
D
500 -G:0.003 I -G:<0.0001
-T:00003 | -T: 0.040
-GXT:0292 | -G X T:0.094
400 - |
[
a |
300 4 @ -Lbd
bc I a
c =
c TI '1'
200 [ T
: b > b
C
bc bc
_ | be bc
100 Ibcc be Bebe
O T T \I\ T T T T T T
SEPS 5 5 X Q@
SELTTSLEES
VY ey MRS
A o Y &
& Ny v O
N
Genotypes

Figure 3.5- Hydraulic conductance and conductivity of stem - Experiments 1 and 2. Hydraulic
conductance (A), and hydraulic conductivity per cross section area (B), total stem length (C) and leaf
area (D) are presented as histograms for the studied genotypes. Bars represent means and standard
deviation before (black bars) and after (grey bars) the application of the Fenton solution. For each
panel the dotted line separates the experiments 1 and 2. P-values of two-ways ANOVA (n =5, n* = 3)
are presented for each experiments with G indicated « genotype effect », T « Fenton solution effect »
and GXT the interaction effect. Significant differences are indicated by different letters close to the

bars. (Tukey HSD)



I11-2. Propriétés hydrauliques des différents génotypes
I11-2.1. Conductance et conductivité des parties aériennes

Les données de conductance et de conductivité hydraulique des parties aériennes sont
présentées pour les deux expérimentations sur la figure 3.5. Pour la Syrah les différences ne sont pas
significatives entre les deux expérimentations (p = 0.39).

Dans l'expérimentation 1, la conductance des parties aériennes (Khgoo, Figure 3.5A) est
significativement plus élevée chez la Syrah que chez le 110R et le 140Ru. Dans I'expérimentation 2,
celle du Grenache est plus deux fois plus importante que celles des autres génotypes. On retrouve les
mémes effets pour la conductivité (KSshoot engnt, Figure 3.5C) et la conductance specifique (KSjeaf area,
Figure 3.5D). La conductivité par unité de surface de la section (KSgoss sections Figure 3.5B) ne permet

pas de discriminer significativement les génotypes.

L'effet du traitement au réactif de Fenton sur I’hydraulicité des parties aériennes est présenté sur la
figure 3.5. Pour I'ensemble des génotypes, a l'exception du Grenache, la perfusion avec le réactif de
Fenton a entrainé une diminution de la conductance et des conductivités hydrauliques. Pour
I'expérimentation 1, le traitement a eu un effet significatif sur tous les parametres hydrauliques, alors

gue pour l'expérimentation 2, I'effet n'est significatif que pour la conductance spécifique (KSeat area)-

Pour Khgnoot, le pourcentage d’inhibition est présenté dans le tableau 3.111. Il varie de 14 a 30% au
cours de la premiere expérimentation et de 7 & 32% pour la seconde expérimentation, a I’exception du
Grenache pour laquelle on observe une augmentation. L’effet génotype n’est pas significatif sauf pour

Grenache.

I11-2.2. Conductance et conductivité des parties racinaires

Les données de conductance et de conductivité hydraulique du systéme racinaire complet sont
présentées pour les deux expérimentations sur la figure 3.6. L’effet génotype est significatif pour
I’ensemble des paramétres au cours de l'expérimentation 1, et uniquement pour la conductance
hydraulique dans I'expérimentation 2. Pour la Syrah les différences ne sont pas significatives entre les

deux expérimentations.
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Figure 3.6- Hydraulic parameters of the root system and of the whole plant - Experiments 1 and
2. Hydraulic conductance for the root system (A), hydraulic conductivity per cross section area (B),
per fresh root system biomass (C), and hydraulic conductance of the whole plant (D) are presented as
histograms for the studied genotypes. Bars represent means and standard deviation before (black bars)
and after (grey bars) the application of the Fenton solution. For each panel the dotted line separates the
experiments 1 and 2. P-values of two-ways ANOVA (n
experiments with G indicated « genotype effect », T « Fenton solution effect » and GXT the interaction
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Pour I'expérimentation 1, la conductance hydraulique racinaire (Kh Figure 3.6A), la conductivité
par unité de surface de la section (Kreposs section, Figure 3.6B) et la conductance spécifique par unité de
biomasse fraiche racinaire (Krsresh biomass: Figure 3.6C) sont significativement plus importantes pour le
110R que pour le 140Ru, alors qu'elles sont intermédiaires pour la Syrah. Pour I'expérimentation 2,
tout comme pour les parties aériennes, Kh,o: du Grenache est significativement plus importante que
celle des autres génotypes (Figure 3.6A). Krgss section N€ permet pas de discriminer significativement les
génotypes malgré des valeurs plus importantes pour les génotypes RGM, Syrah et Grenache. Kriesn
biomass €St Significativement supérieure pour le Grenache en comparaison aux génotypes RGM et 101-

14 MGt; les autres génotypes sont intermédiaires.

L'effet du réactif de Fenton sur la conductance hydraulique des parties racinaires est présenté sur la
figure 3.6. Pour les deux expérimentations, le traitement a eu un effet inhibiteur significatif sur Khy,q,
Krcross sections €1 Krresh biomasss POUr l'ensemble des génotypes. Cet effet est significatif pour le génotype
110R sur I'ensemble des données racinaires et pour la Syrah, sur Khyo €t Kresh biomass POUr
I'expérimentation 1. Pour l'expérimentation 2, l'effet de l'inhibiteur n'est significatif que pour le
génotype Grenache sur les données de Kh;oot €t Krfresh biomass: POUr Khyoot, e pourcentage d’inhibition est
présenté dans le tableau 3.111. 1l varie de 38 a 55% au cours de la premiére expérimentation et de 24 a
67% pour la seconde expérimentation. L’effet génotype sur le pourcentage d’inhibition est significatif
seulement au cours de la seconde expérimentation avec le Grenache caractérisé par une inhibition plus
importante que les autres génotypes. Au cours de la premiére expérimentation, la Syrah présente le

pourcentage le plus élevé, mais les différences ne sont pas significatives.

111-2.3. Conductance de la plante entiére
La conductance hydraulique de la tige est environ deux fois plus élevée que celle des racines.
Les données de conductance hydraulique de la plante entiere (Khpa) sont présentees en figure 3.6D.
Pour l'expérimentation 1, Khp,y est significativement supérieure chez le 110R en comparaison avec le

140Ru; la Syrah est intermédiaire. Pour I'expérimentation 2, seul le Grenache présente une Khpjay

significativement supérieure aux autres génotypes.
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Tableau 3.111 : Percentage of inhibition of conductance following Fenton solution application

Inhibition of Khgoot

Inhibition of Kh,q

Inbibition of Khpjan

Genotype Mean sd Mean sd Mean sd
110R 29.31 15.6 43.81 13.2 41.07 11.3
140Ru 14.73 8.2 38.55 10.9 36.30 9.9
Syrah 18.06 6.93 55.47 14.8 51.79 15.1
RGM 2491 11.9 35.06 14.5 33.95 10.2
101-14 MGt 18.05 19.1 41.31 15.2 38.62 13.3
SO4 12.73 13.2 41.74 10.7 36.93 6.7
161-49C 24.17 5.5 24.43 8.9 24.63 6.5
41B 32.25 13.4 34.51 9.9 34.17 5.8
Syrah 7.36 51.0 37.25 16.6 33.16 20.3
Grenache -17.90 15.7 67.25 9.9 57.89 9.4




Pour les deux expérimentations, l'ajout de l'inhibiteur d'aquaporines présente un effet significatif.
Ainsi la Khpyey, diminue significativement pour les génotypes 110R et Syrah de I'expérimentation 1 et
pour le Grenache de I'expérimentation 2. Cet effet n'est pas significatif pour les autres génotypes. Le
pourcentage d’inhibition de Khy,y €St présenté dans le tableau 3.111. 11 refléte les résultats observés sur
Khgnoot €t Khyoor. Leffet génotype est significatif seulement au cours de I’expérimentation 2 avec le

Grenache significativement plus élevé que tous les autres génotypes hormis le 101-14MGt.
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Figure 3.7- Heat maps for transcript abundance of different aquaporin isoforms, 1 day after the
last irrigation (A, non-stressed), and the level of expression changes 4 days after the last
irrigation (B, water-stressed) for nine grapevine genotypes in the leaves and in root tips (C).
Green colors indicate the relative expression relatively to the lowest expression within genotypes and
organs (n = 3) for each gene. Blue and red colors indicate the level of expression changes at day 4
relatively to day 1 (n = 3).



I11-3. Expression et régulation des différentes isoformes d'aquaporines sous

I’effet d’une contrainte hydrique

L’abondance des transcrits pour les génes codant les différentes isoformes d'aquaporines dans
les feuilles et les pointes racinaires un et quatre jours aprés 1’arrét de I’irrigation des plants est
présentée sur la Figure 3.7. Les analyses de variance entre les tissus au jour 1 et pour chaque tissu
séparément entre le jour 1 et le jour 4 sont présentées dans les tableaux S3.I-11l pour les neuf
génotypes étudiés. Dans les deux conditions hydriques et les deux organes étudiés, le niveau
d'expression de l'isoforme VviPIP2.4 a été trop faible pour étre détecté en RT-PCR et n’est donc pas
présenté. Les coefficients de corrélations de Pearson entre le niveau d’expression des différents
transcrits sont présentés dans le tableau S3.1V. Seul I’abondance des transcrits de VViPIP2.2 dans les
feuilles est bien corrélé avec la teneur en eau du substrat SWC (r = 0.64). Par ailleurs, I’expression de
VViPIP1.1 est bien corrélé avec le niveau des transcrits VviPIP1.3/5 (r = 0.54) et WiPIP2.3 (r = 0.57)
dans les racines. Dans les feuilles, I’expression des génes VViPIP1.2/4 et WiPIP2.2 est corrélée (r =
0.52).

I11-3.1. Expression des genes en situation non contrainte

En I’absence de contrainte hydrique (Figure 3.7A), le niveau d’expression de la majorité des
génes codant des aquaporines varie de maniére significative entre les organes et les génotypes étudiés.
L’interaction entre les deux facteurs est également significative (Tableau S3.1). Seul le niveau
d’expression de VVIPIP1.3/5 ne varie pas entre les feuilles et les racines. L’abondance des transcrits
WiPIP1.1, WiPIP1.2/4 et WiPIP2.2 est d’une maniére générale plus importante dans les racines que
dans les feuilles alors que I’inverse est observé pour VWiPIP2.1 et VViPIP2.3. L’abondance des

transcrits VViPIP1.2/4 et VWiPIP2.1 est trés faible par rapport aux autres.

Le niveau de transcrits de VviPIP1.1 est environ cing cent fois plus élevé au niveau racinaire qu’au
niveau foliaire. Au niveau racinaire il est significativement plus élevé pour le génotype 41B en
comparaison des autres génotypes. Parmi les autres génotypes, les niveaux de transcrits sont
significativement différents entre le SO4 et le Grenache. Ce dernier est caractérisé par le niveau de

transcrits le plus faible.

Le niveau de transcrits de VViPIP1.2/4 était tres faible pour la plupart des génotypes, et n’a pas pu étre
détecté dans les deux tissus analysés du 41B et dans les feuilles du 110R. Son niveau d’expression est
environ dix fois inférieur dans les feuilles par rapport aux racines pour lesquelles on peut différencier
statistiquement trois groupes de génotypes. 101-14MGt, SO4 et 161-49C présentent les niveaux de
transcrits les plus forts, RGM et 140Ru sont intermédiaires alors que 110R, Syrah et Grenache ont des

niveaux significativement plus faibles que le premier groupe.
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WIPIP1.3/5 présente en moyenne un niveau de transcrits similaire dans les feuilles et les racines.
Malgré une valeur environ trois fois plus faible dans les feuilles des génotypes SO4, 161-49C, 41B,
110R et 140Ru par rapport a celle enregistrée pour les génotypes RGM, 101-14MGt, Syrah et
Grenache, la différence n’est significative que pour RGM par rapport aux génotypes 41B, 110R et
140Ru. Au niveau racinaire, le niveau de transcrits est le plus élevé pour les génotypes RGM, 101-
14MGt, SO4 et 41B et est le plus faible pour 110R et 140Ru.

WViPIP2.1 est plus exprimé au niveau foliaire qu’au niveau racinaire. Au niveau racinaire, il n’existe
pas de différence significative entre les génotypes, alors qu’au niveau foliaire le niveau de transcrits

est significativement plus élevé pour Grenache et plus faible pour RGM et 101-14MGt.

WiPIP2.2 est en moyenne plus exprimé dans les racines que dans les feuilles. Les niveaux de
transcrits les plus faibles sont observés pour les génotypes SO4, 161-49C et 41B dans les feuilles et les

plus forts dans les racines des génotypes 41B et 140Ru.

WIPIP2.3 est en moyenne six fois plus exprimé dans les feuilles que dans les racines ou il n’y a pas de
différences entre les génotypes. Au niveau foliaire 1’expression du geéne est plus importante chez

Grenache.

111-3.2. Expression des génes en situation de contrainte hydrique

Le niveau d’induction ou de répression des geénes codant différentes isoformes d’aquaporines
en situation de contrainte hydrique est présenté en figure 3.7B pour les différents tissus et génotypes
étudiés. L’arrét de I’irrigation a eu un effet significatif pour ’ensemble des genes étudiés dans au
moins I’un des compartiments, sauf pour VViPIP1.3/5 dont le niveau de transcrits n’a pas varié¢ que ce

soit dans les feuilles ou dans les racines.

WIiPIP1.1 a été réprimé de maniére significative dans les feuilles, alors que la contrainte hydrique n’a
eu aucun effet dans les racines. A I’inverse, le niveau de transcrits de VViPIP1.2/4 n’a pas varié¢ dans
les feuilles, alors qu’il a été réduit dans les racines. En moyenne, il est 6 fois plus faible en situation de
contrainte hydrique par rapport a la situation non contrainte pour les génotypes RGM, 101-14MGt,
S04 et 161-49C, mais D’effet n’est significatif que pour le génotype 161-49C dont le niveau de

transcrits est pourtant 8 fois plus faible qu’au jour 1.

WIPIP2.1 et WiPIP2.2 ont été réprimés dans les feuilles et les racines. Pour WiPIP2.1, I’effet est
significatif pour les génotypes 140Ru et Grenache dans les feuilles. Pour ViPIP2.2, il est significatif
pour RGM, 110R, 140Ru, Syrah et Grenache dans les feuilles.
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Figure 3.8 —Discriminant function analysis on « Genotype » variable. The analysis was performed
on transcript abundance data for genes encoding aquaporin isoforms at day 1, 3 and 4 after
withholding irrigation. A: Representation of the contribution of variables to the discriminant functions
F1 and F2. The transcript names highly correlated to the discriminant function (R>0.5) are underlined.
B: Plot of individual scores for the two discriminant functions F1 and F2. Barycenter for each
genotype is identified by a cross and annotated. Three groups of genotypes have been established and
their genetic background is given.



En situation de contrainte hydrique, VviPIP2.3 a vu son niveau de transcrits dans les feuilles varier de
maniére différente en fonction des génotypes. En moyenne le niveau de transcrits a été multiplié par 2
pour les génotypes RGM, 101-14MGt, SO4 et 161-49C, alors qu’il a été réduit de moitié¢ pour les
génotypes 41B, 140Ru, Syrah et Grenache. Il est resté inchangé pour le génotype 110R. Cependant
I’effet n’est significatif que pour le génotype 161-49C. Au niveau racinaire, VViPIP2.3 a été
globalement induit. Cette induction est significative uniquement pour le génotype 140Ru en

comparaison avec le Grenache pour lequel le niveau d’expression n’a pas été modifié.

111-3.3. Analyse factorielle discriminante sur les données d'expression des genes
codant différentes aquaporines au cours de D’application de la contrainte
hydrique

Le niveau de transcrits des différentes isoformes d'aquaporines enregistré au cours de
I’application de la contrainte hydrique a été soumis a une analyse factorielle discriminante sur la
variable "Génotype" (Figure 3.8). Au total 67,16 % de la variabilité est représenté par les axes F1 et F2
(Figure 3.8A). L'axe F1 est expliqué du coté positif par le niveau de transcrits de VviPIP1.3/5 au
niveau des feuilles et des racines et de ViPIP2.3 au niveau des feuilles et du c6té négatif par celui de
WIPIPL1.1 dans les feuilles et de VViPIP2.1 et VWiPIP2.2 dans les racines. L'axe F2 est expliqué du
coté positif par le niveau de transcrits de WiPIP1.2/4, WiPIP2.1 et WiPIP2.2 dans les feuilles et du
coté négatif par celui de WiPIP1.1, PIP1.2/4 et PIP2.3 dans les racines.

La position des individus sur le plan factoriel défini par les axes F1 et F2 permet de discriminer trois
groupes selon leur origine génétique (Figure 3.8B). Les génotypes hybrides V. berlandieri X V.
ruspestris se regroupent du coté négatif de I'axe F1 avec dans la partie positive de I'axe F2 le génotype
140Ru et dans la partie négative le génotype 110R. Les génotypes d'origine V. vinifera Syrah et
Grenache se regroupent dans la partie positive de I'axe F1 et F2. Les génotypes RGM et 101-14MGt,
qui sont respectivement un V. riparia pur et un hybride V. riparia X V. rupestris, se regroupent dans la
partie positive de l'axe F1 et négative de I'axe F2. Le génotype SO4 est au centre du plan factoriel

alors que les génotypes 161-49C et 41B se situent du c6té négatif des axes F1 et F2.
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Figure 3.9- Discriminant function analysis on « Genotype » variable. The analysis was
performed on transcript abundance data for genes encoding aquaporin isoforms and invoved in
ABA metabolism and signal transduction at day 1, 3 and 4 after withholding irrigation in leaves
(-L) and in root tips (-R). A: Representation of the contribution of variables to the discriminant
functions F1 and F2. B: Plot of individual scores for the two discriminant functions F1 and F2.
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Figure 3.10 : Tree of similarities between variables established from Pearson correlation
coefficients.



I11-4. Analyse conjointe des données d’expression des genes codant des
aquaporines et ceux impliqués dans le métabolisme et la transduction du signal
ABA.

L’ensemble des données d’expression de geénes obtenus lors de I’expérimentation d’arrét
d’irrigation sur boutures a été analysé conjointement par le biais d’une analyse factorielle
discriminante sur le facteur « Génotype ». La similarité entre les variables (qui sont les données
d’abondance des transcrits) a été établie a partir des coefficients de corrélation de Pearson et
représentée sous forme d’un arbre des similarités. Les résultats sont présentés sur les figures 3.9 et
3.10. Au total 63,20 % de la variabilité est représenté par les axes F1 et F2 (Figure 3.9A). L'axe F1 est
majoritairement expliqué du coté positif par le niveau de transcrits de VviSnRK2.6 dans les feuilles et
WIPIPL1.1 dans les racines; et du coté négatif par celui de ViABF1 dans les feuilles et de VWiPIP2.1
dans les feuilles. Le niveau des transcrits VViABF2 et ViPIP1.3/5 dans les feuilles contribuent de
maniére importante et positive a 1’axe F2. VviSnRK2.6 dans les racines et VviPIP1.1 dans les feuilles y

contribuent de maniére négative.

La représentation des individus sur le plan défini par F1 et F2 (Figure 3.9B) met en évidence une
séparation claire des génotypes étudiés. Du c6té négatif de I'axe F1 se regroupent les génotypes Syrah
et Grenache d'origine V. vinifera. Du c6té négatif de I’axe F2, on retrouve les hybrides V. berlandieri x
V. ruspestris. Dans la partie positive des axes F1 et F2 se regroupent les génotypes RGM et 101-
14MGt qui sont respectivement un V. riparia pur et un hybride V. riparia X V. rupestris. Les
génotypes SO4, 161-49C et 41B se situent entre ces 3 groupes bien séparés. On constate que chaque
génotype est mieux séparé des autres que dans les analyses portant uniquement sur les génes impliqués
dans le métabolisme et la transduction du signal ABA (chapitre 2) ou sur les géenes codant des

aquaporines (ci-dessus).

Finalement ’analyse de similarité entre variables (Figure 3.10) met en évidence de fortes corrélations
(r>0.6) entre ’expression de VVviSnRK2.6 dans les racines et étonnement celle de ViPIP1.1 dans les
feuilles, entre VViABF2 et VviPIP1.3/5 au niveau foliaire et racinaire, et aussi entre VviHYD1 et
WiPIP2.2 dans les racines. L’étude du tableau des corrélations de Pearson (Tableau S3.1V) montre
également que I’expression de VViPIP1.1 dans les feuilles et dans les racines est également bien
corrélée a celle de VVviABF2dans les racines. On retrouve une corrélation croisée feuilles — racines pour
WIRCARS et WiPIP2.2. L’expression de VViHYD1 et de VviPIP2.1 dans les feuilles, ainsi que celle
de WiIABF1 et VWiSnRK2.1 avec celle de VviPIP2.3 dans les racines sont également bien corrélées
(p>0.5).
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1\VV-Discussion

Le travail présenté dans ce chapitre a consisté a déterminer certaines caractéristiques
hydrauliques des compartiments racinaires et aériens des boutures de 9 génotypes, et évaluer la part de
la conductivité associée a 1’activité des aquaporines. Dans un second temps, 1’expression de 7 genes
codant des aquaporines de type PIP a été étudiée au cours d’une expérimentation d’application d’une
contrainte hydrique et les données ont été rapprochées des observations faites au chapitre précédent

sur le métabolisme de I’ABA.

VI-1. Les caractéristiques hydrauliques des différents génotypes étudiés

La conductance hydraulique de la totalité du systéme racinaire et de la partie aérienne de
jeunes boutures a été évaluée sur 9 génotypes par la méthode HPFM. L’ordre de grandeur des
conductances mesurées dans notre travail est en adéquation avec celles publiées par ailleurs pour ce
qui est du compartiment racinaire (Vandeleur et al., 2009 ; Tramontini et al., 2013 ; Barrios-Masias et
al., 2015). Cela tend a valider le protocole de mesure utilisé.

Dans chacune des deux expérimentations, le génotype de 1’espéce V. vinifera est caractérisé par une
conductance et de conductivité hydraulique (par unité de longueur) de la tige significativement plus
¢élevée que les autres génotypes. Il n’y a pas de différence significative entre les autres génotypes. Pour
les racines, les génotypes 110R et Grenache présentent respectivement une conductance hydraulique et
une conductance spécifique (par unité de biomasse fraiche des racines) significativement supérieure en
comparaison de la Syrah et du 140Ru au cours de la premiére expérimentation et en comparaison du
RGM et du 101-14MGt lors de la deuxiéme expérimentation. Nos données confirment la variabilité
entre génotypes déja rapportée par plusieurs auteurs (Peterlunger et al., 1990 ; de Herralde et al.,
2006 ; Lovisolo et al., 2008 ; Tyerman et al., 2009 ; Gambetta et al., 2012 ; Tramontini et al., 2013).
Cependant en dehors des écarts entre 110R et Grenache d’une part et du RGM et 101-14MGt de
I’autre, les différences entre génotypes apparaissent faibles. La contrainte d’avoir réalisé les mesures
lors de deux expérimentations distinctes avec un seul génotype répété limite I’intérét des
comparaisons. Méme si les méthodes de mesures et 1’expression des données de conductance et de
conductivité sont trés variables d’une publication a l’autre, la conductance hydraulique racinaire
élevée enregistrée pour 110R est en adéquation avec les observations réalisées sur d’autres hybrides V.
rupestris x V. berlandieri (Peterlunger et al., 1990, Lovisolo et al., 2008, Gambetta et al., 2012,
Barrios-Marios et al., 2015). Par contre nos résultats ne confirment pas ici la forte conductance décrite
pour 140Ru et I’écart important avec SO4, rapportés par Tramontini et al. (2013). Nos observations
sur le Grenache confirment également une conductance hydraulique élevée pour ce génotype que ce
soit au niveau racinaire ou au niveau aérien. Au niveau aérien, Schultz (2003) a rapporté que la

différence se fait principalement au niveau du pétiole.
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Les résultats obtenus font ressortir également que la conductivité hydraulique du systéme racinaire est
plus faible que celle de la partie aérienne (Khroot de 20 a 50% de Khshoot). Il y a un effet génotype
sur le ratio Khroot/Khshoot seulement dans la premiére expérimentation avec le 110R caractérisé par
un ratio significativement plus élevé que 140Ru et Syrah. La comparaison des données pour la Syrah
montre que le ratio a augmenté avec I’age des plants, éventuellement pour répondre a une demande
évaporative plus grande, comme suggéré par Gambetta et al. (2012). Dans notre étude, il y a une
corrélation significative entre les paramétres de biomasse et de surface foliaire et les différentes
composantes de la conductance hydraulique totale (non présentées). L’ensemble de ces observations
confirment que le compartiment racinaire présente une résistance non négligeable au transport de 1’eau
dans la plante (Steudle et al., 2000) et que cette résistance varie au cours du temps en fonction du

développement du systeme racinaire (Alsina et al., 2011).

IV-2. Part du transport hydrique liée a I’activité des aquaporines

L’utilisation d’inhibiteurs d’aquaporines est largement répandue pour estimer la part du transport de
I’eau dépendant des aquaporines. Le chlorure de mercure a été initialement utilisé, mais ses effets
toxiques ont conduit a remettre en question les résultats obtenus (Maurel et al., 2015). Des solutions a
base de peroxyde d’oxygéne se sont montrées aussi efficaces et moins toxiques et sont employées
depuis (Henzler et al., 2004, Gambetta et al., 2012). La part du transport lié aux aquaporines est
variable d’une espece a I’autre et des pourcentages d’inhibition supérieurs a 70% ont été rapportés (Li

et al., 2014 et références citées).

Dans notre étude, la perfusion des tissus pendant 10 minutes avec le réactif de Fenton a conduit a une
réduction de la conductance hydraulique des différentes parties de la plante, sauf pour la partie
aérienne du Grenache pour laquelle une augmentation a été observée. Le pourcentage d’inhibition a
varié de 7 a 32 % pour les parties aériennes, et de 34 a 67% pour les parties racinaires, ce qui pourrait
s’expliquer par une contribution plus faible des aquaporines au contréle des flux hydriques dans les
parties aériennes que dans les racines (Li et al., 2014). Mais ces différences pourraient également étre
liées a des limites d’ordre méthodologique. Il est possible que la quantité de réactif de Fenton ne soit
pas suffisante pour inhiber I’ensemble des aquaporines au niveau aérien. Par ailleurs Benabdellah et al.
(2009) ont mis en évidence une augmentation de la conductance hydraulique au niveau des racines de
Phaseolus vulgaris suite a un traitement avec du peroxyde d’oxygéne a différentes concentrations, en
lien avec des réponses de type stress oxydatif. L’augmentation de la conductivité hydraulique de la

partie aérienne chez le Grenache pourrait éventuellement relever des mémes processus.
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Globalement I’inhibiteur a réduit significativement la conductance hydraulique et la conductance
spécifique (unité de poids frais) du compartiment racinaire pour les génotypes 110R, Syrah et
Grenache, ainsi que la conductance spécifique (unité de surface foliaire) du compartiment aérien pour
le 110R. Les pourcentages d’inhibition estimés dans ce travail sont conformes a ceux rapportés dans la
littérature pour le compartiment racinaire chez la vigne (Lovisolo et al., 2008 ; Gambetta et al., 2012,
Tramontini et al., 2013). Nous avons mis en évidence peu de différences significatives entre
génotypes. Les représentants de 1’espéce V.vinifera (considérés comme trés tolérants a la sécheresse,
cf chapitre 2) et le 110R un hybride V. rupestris x V berlandieri (classé comme tres tolérant), sont
caractérisés par des pourcentages d’inhibition plus élevés, ce qui pourrait suggérer une plus grande
part du transport de I’eau sous contréle métabolique chez les génotypes (Lovisolo et al., 2008). Mais
nos résultats ne confirment pas cette hypothese de maniere générale, puisque dans notre étude le
140Ru, un autre hybride V. rupestris x V berlandieri également trés tolérant, ne se distingue pas des
autres génotypes, contrairement a ce qui est rapporté par Lovisolo et al. (2008) et Tramontini et al.
(2013).

IV-3. Profil d’expression des aquaporines en conditions non contraintes

Etant donné le lien entre 1’activité des aquaporines et les propriétés hydrauliques des tissus
chez les végétaux (Maurel et al., 2010), nous avons étudi¢ 1’abondance des transcrits pour 7 génes
codant des aquaporines de type PIP1 et PIP2 dans les racines et les feuilles de 9 génotypes. Les genes
choisis étaient ceux précédemment définis par Gambetta et al. (2012) et étudiés pour différents porte-
greffes de vigne.

Parmi les genes codant des aquaporines chez la vigne, 6 ont été identifiés comme de type PIP1 et 5 de
type PIP2 (Shelden et al. 2009). Etant donné le fort pourcentage d’homologie entre les différentes
formes d’aquaporines, les amorces ont ¢été définies conformément & Gambetta et al. (2012), afin
d’amplifier toutes les séquences de variants alléliques trés proches. C’est particuliérement le cas pour
PIP1-2 et PIP1-4 qui sont identiques a 98% au niveau de I’ADN, et PIP1-3 et PIP1-5 qui sont
identiques a 96%. Ainsi les données d’expression présentées dans ce travail seront décrites comme
celles de PIP1-2/4 et PIP3/5. 1l a été montré par expression dans des ovocytes de xénope que parmi ces
deux groupes chez la vigne, les aquaporines de type PIP1 n’avaient pas d’activité de transport de 1’eau,
contrairement aux aquaporines de type PIP2 (Chaumont et al., 2000, Shelden et al., 2009, Tyerman et
al., 2009).
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Parmi les aquaporines étudiées, VViPIP2-4 est considérée comme spécifique des racines et le gene de
la catégorie des PIP2 le plus exprimé dans les racines (Perrone et al., 2012). Nos travaux n’ont pas
permis de détecter une expression significative pour ce gene, que ce soit dans les racines ou dans les
feuilles. Une forte expression a été rapportée par Gambetta et al. (2012) dans les pointes et les parties
matures des racines de vigne cultivées en terre, mais pas en hydroponie. Son expression a également
été détectée dans les cellules associées aux vaisseaux du xyleme dans le pétiole du cépage Grenache,
mais pas sur le pétiole entier (Chittara et al. 2014). Nos conditions de culture (sable et solution
nutritive), le fait de travailler a 1’échelle de la feuille, mais aussi les variations journaliéres de
I’expression des aquaporines (Takase et al., 2011; Vandeleur et al., 2009) peuvent expliquer 1’absence

d’expression dans notre étude. En effet les prélévements ont été réalisés en fin de période nocturne.

Dans notre étude, ce sont les génes VViPIP1.1, WiPIP1.3/5, WiPIP2.2 et WiPIP2.3 qui sont les plus
exprimés, quel que soit le tissu étudié. WiPIP1.1, WiPIP1.2/4 et WiPIP2.2 sont significativement
plus exprimés dans les racines avec un rapport d’expression allant jusqu’a 500 pour VViPIP1.1.
WiPIP2.1 et WiPIP2.3 sont significativement plus exprimés dans les feuilles, avec un rapport
d’expression de 6 pour VViPIP2.3. VivPIP1.3/5 est exprimé de manieére homogene dans les feuilles et
les racines. Ces données, qui mettent en évidence une expression tissu-spécifique en fonction des
aquaporines, sont en accord avec les précédents travaux conduits sur la vigne (Galmes et al., 2007 ;
Vandeleur et al., 2009; Gambetta et al., 2012) et sur d’autres especes (Chaumont et Tyermann, 2014).
Dans les racines, une variabilité d’expression a été mise en évidence radialement et longitudinalement
(Gambetta et al., 2013). Il en est de méme dans les feuilles entre le limbe, le pétiole et les cellules

associées aux vaisseaux (Chittara et al., 2014).

Nos travaux confirment des effets génotypes sur le niveau d’expression des différentes formes
d’aquaporines, et ce en fonction des tissus analysés. Pour les geénes VViPIP1.1 et WiPIP2.2 qui sont
tres fortement exprimés dans les racines, 41B a de maniére répétée le niveau de transcrits le plus élevé
et Grenache le plus faible. 140Ru présente un niveau d’expression de VViPIP1.1 parmi les plus faibles
et WiPIP2.2 parmi les plus élevés. Au niveau foliaire, Grenache présente le niveau de transcrits le
plus élevé pour WiPIP2.1 et VWiPIP2.3. Pour WiPIP1.3/5, on observe un niveau d’expression
significativement plus élevé pour RGM et 101-14MGt et plus faible pour 110R et 140Ru. En matiére
d’expression d’aquaporines, Grenache parait présenter une nouvelle fois des spécificités avec une forte
expression des génes plus spécifiques aux feuilles et une faible expression des génes plus spécifiques
aux racines. Comme rapporté par Gambetta et al. (2012), ’expression de WiPIP2.2 dans les racines
parait plus élevée chez les génotypes de porte-greffes connus pour induire une vigueur végetative
¢élevée au greffon tels que 41B, SO4, 110R et 140Ru. Par contre il ne semble pas possible d’établir de
lien entre le niveau d’expression des aquaporines pour les différents génotypes et les caractéristiques

hydrauliques (conductance et conductivité) évaluées separément.
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IV-4. Profils d’expression en conditions de contrainte hydrique

Dans les feuilles, le niveau de transcrits des genes VviPIP1.1, WiPIP2.1 et WiPIP2.2 est
significativement réduit par la contrainte hydrique dans les feuilles. Pour WiPIP1.1, la répression est
surtout marquée pour 101-14MGt. Pour WiPIP2.1, I’inhibition est surtout marquée pour 140Ru et a
un moindre niveau pour 110R, Grenache et 101-14MGt. Pour WiPIP2.2, le pourcentage d’inhibition
est le plus élevé pour 140Ru, Grenache ; Syrah, 110R et 101-14MGt. Le niveau d’expression de ce
gene dans les feuilles est bien corrélé (RPearson = 0.64) a la teneur en eau du sol (SWC) et ces
génotypes sont effectivement caractérisés par le potentiel hydrique le plus négatif au moment du
prélevement (chapitre 2, figure 2.1A). Pour WiPIP2.3, il y a une tres forte interaction génotype —
contrainte hydrique, avec une induction pour les génotypes RGM, 101-14MGt, SO4 et 161-49C, et

une inhibition pour 41B, 140Ru, Syrah et Grenache, 110R n’étant pas significativement affecté.

Plusieurs études conduites chez la vigne (Pou et al., 2012, Galmés et al., 2007 ; Chitarra et al., 2012
Zarrouk et al., 2015) permettent d’émettre 1’hypothése que 1’expression de ces génes peut étre induite
dans les feuilles de maniére momentanée quand le niveau de contrainte est limité, mais qu’elle est
réprimée quand la contrainte est maintenue pendant plusieurs jours ou de forte intensité (faible

potentiel hydrique).

Dans les racines, le niveau de transcrits de VviPIP1.2/4, WiPIP2.1, WiPIP2.2 est significativement
réduit en situation de contrainte hydrique, alors que ’expression de VViPIP2.3 est induite et que celle
de WiPIP1.1 et VWPIP1.3/5 n’est pas affectée significativement. Pour ViPIP1.2/4, les porte-greffes
161-49, RGM, 101-14MGt et SO4 sont parmi les plus affectés. Pour WiPIP2.1 et 2.2, les différences
entre génotypes sont peu marquées. Pour WiPIP2.3, I’induction est plus marquée pour 140Ru, et de

maniéere secondaire 110R et Syrah.

Les résultats rapportés dans la littérature (Galmes et al. 2007, Vandeleur et al., 2009 ; Perrone et al.,
2012, Zarrouk et al., 2015) sont trés variables et ne permettent pas de dégager des tendances réguliéres
quant a I’inhibition ou I’induction de telle ou telle aquaporine dans les racines en conditions de
contrainte. Comme dans le cas des feuilles, cela peut dépendre de I’intensité et de la nature de la
contrainte hydrique appliquée, mais aussi de I’heure des prélévements puisque 1’activité de certaines

aquaporines comme VViPIP1.1 est variable au cours de la journée (Vandeleur et al., 2009).
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Beaucoup de travaux font état d’une inhibition de I’activité des aquaporines et du transport de I’eau en
situation de contrainte hydrique (références citées par Maurel et al., 2015), alors que d’autres
rapportent la tendance opposée (Beaudette et al., 2007 ; Hachez et al., 2012). Dans notre étude, les
aquaporines les plus exprimées dans les racines et les feuilles sont significativement réprimées ou non
affectées, et ViPIP2.3 plus faiblement exprimée est induite dans les racines et dans les feuilles de
certains génotypes. Ceci traduit une certaine réaction de la plante pour moduler le transfert d’eau via la
voie intracellulaire afin de maintenir I’homéostasie de 1’eau en conditions de contrainte (Galmes et al.,
2007), avec une coordination entre racines et feuilles. 1l est possible que différentes stratégies soient
mises en ceuvre en réponse au desséchement du sol avec une augmentation de la conductance
hydraulique racinaire dans les phases précoces du desséchement pour optimiser 1’absorption de 1’eau,
mais a long terme, une inhibition empéche le flux inverse des racines vers le sol. Toutes les

aquaporines ne seraient pas sensibles au méme niveau de contrainte hydrique.

De la méme maniére que nous 1’avons rapporté au chapitre précédent pour I’ABA, 1’analyse factorielle
discriminante conduite sur les données d’expression des génes codant des aquaporines de type PIP
montre également que des groupes de génotypes peuvent étre établis en fonction de leur origine
génétique. On retrouve le groupe des V. vinifera, associé au c6té positif a I’axe F1, expliqué par une
forte abondance des transcrits VviPIP1.3/5 dans les feuilles et dans les racines, et ’axe F2, expliqué
par une forte abondance des transcrits VViPIP2.1 et WiPIP1.2/4 dans les feuilles, et une faible
abondance de VWiPIP1.1 dans les racines. On retrouve également le groupe des hybrides V.rupestris x
V. berlandieri, associé au c6té négatif de 1’axe F1 avec une forte expression des transcrits VVPIP1.1
dans les feuilles et @ un moindre degré de WiPIP2.1 et 2.2 dans les racines. Il est intéressant de noter
que dans ce groupe, les 2 génotypes se distribuent selon 1’axe F2 avec 140Ru du coté positif (comme
les V. vinifera, forte abondance des transcrits VViPIP2.1 et WiPIP1.2/4 dans les feuilles) et 110R du
coté négatif (plus forte abondance VViPIP1.1 dans les racines). Finalement on peut établir un troisieme
groupe de génotypes avec RGM et 101-14MGt (un hybride V. riparia x V. rupestris) associé au coté
positif de I’axe F1 (forte abondance des transcrits VviPIP1.3/5 dans les feuilles et dans les racines) et
au coté négatif de I’axe F2 (plus forte abondance VViPIP1.1 dans les racines). On constate finalement
que ces 3 groupes se distinguent surtout le long de 1’axe F1 (plutot expliqué par I’expression de genes
au niveau foliaire) et que la variabilité intra-groupe se distribue selon 1’axe F2 (plutét expliqué par une

opposition entre expression foliaire de différentes aquaporines et expression racinaire de VviPIP1.1).
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La conductance hydraulique et la conductivité (par unité de longueur) de la partie aérienne pour le
Grenache et la Syrah mises en évidence dans la premiére partie de ce chapitre pourraient étre associées
a une forte expression de WiPIP2.1 et WiPIP1.2/4 dans les feuilles, conformément aux observations
de Pou et al. (2012). Par contre aucune hypothése ne peut étre avancée concernant la conductance
hydraulique racinaire élevée pour 110R et Grenache. Le niveau de transcrits de VViPIP1.1 ne donne
aucune tendance cohérente entre ces 2 génotypes. Par ailleurs Grenache est caractérisé au niveau
racinaire par une forte conductance hydraulique, le pourcentage le plus élevé de transport par voie
intracellulaire, mais le plus faible niveau de transcrits pour les génes VviPIP1.1 et WiPIP2.2 en

situation non contrainte.

IV-5. Aquaporines et signalisation ABA

L’analyse de I’ensemble des données d’expression des geénes recueillies au cours de
I’expérimentation d’arrét de I’irrigation sur des boutures de 9 génotypes a permis de rechercher les

liens entre les réponses associées a I’hydraulicité du systéme et au signal ABA.

L’analyse factorielle discriminante, 1’étude du tableau des coefficients de corrélation de Pearson, ainsi
que I’analyse de la similarité entre variables permet de faire ressortir 3 conclusions majeures de cette

expérimentation:

1- Parmi les genes codant des aquaporines et ceux associés au métabolisme (biosynthese/dégradation)
de ’ABA, on retrouve des corrélations seulement entre 1’expression de VViPIP2.1 et VViINCED1 dans
les feuilles d’une part et celle des aquaporines de type PIP2 et VviHYD1 dans les racines et dans les

feuilles d’autre part ;

2- Une corrélation peut étre établie entre 1’expression de plusieurs aquaporines dont VViPIP1.1,
WIPIP1.3/5 et ViPIP2.3 et celle de génes de la voie de transduction du signal tels que VViABF1 et 2,

SnRK2.1 au sein d’un méme organe ;

3- Une forte similarité (ou corrélation) entre I’expression de VViPIP1.1 et WiSnRK2.6, ainsi que celle

de WiPIP2.2 et VWIRCAR5, mais de maniére croisée entre feuilles et racines.

L’ABA intervient dans la régulation des flux hydriques dans la plante et le fonctionnement des
aquaporines. En utilisant soit des applications externes d’ABA, soit les capacités de synthése variables
de plantes transgéniques, il a ét¢ montré que 1’expression des aquaporines et la conductivité
hydraulique des différents tissus de la plante peuvent étre modifiées, avec des effets variables en

fonction des tissus analysés et des especes étudiées (Dodd, 2013 ; Maurel et al., 2015).
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Peu de travaux sont relatifs a [D’étude en parallele de 1’ensemble de la voie du
métabolisme/transduction du signal ABA et de I’expression de plusieurs aquaporines a la fois dans les

racines et dans les feuilles en conditions de contrainte hydrique.

Il a été montré que ’ABA peut augmenter de manicre transitoire la conductivité hydraulique des
racines (Hose et al., 2000 ; Thompson et al., 2007) ainsi que I’expression de certaines aquaporines
dans ces tissus (Aroca et al., 2006 ; Parent et al., 2009). Mais 1’absence d’effet de I’ABA sur la
conductivité racinaire a été aussi rapporté chez Populus tremuloides Michx (Wan et Zwiazek, 2001) et
des effets variables sur 1’expression d’aquaporines ont été mis en évidence chez Pisum sativum en
fonction de la concentration en ABA appliquée (Beaudette et al., 2007). A I’inverse il apparait que
I’ABA réduit la conductivité hydraulique au niveau des feuilles en réprimant 1’expression des
aquaporines dans les cellules associées aux vaisseaux (Shatil-Cohen et al., 2011 ; Pantin et al., 2013)
et leur activité via la phosphorylation de résidus Sérine (Kline et al., 2010). Pourtant 1’induction de
I’expression de certaines aquaporines foliaires a été rapportée chez Arabidopsis en situation de déficit
hydrique (Alexandersson et al., 2005). Dodd (2013) suggére que ces effets variables pourraient étre
associés a la concentration en ABA, I’inhibition de la conductivité hydraulique étant marquée surtout a

des concentrations élevées.

Nos travaux montrent que la contrainte hydrique, qui s’accompagne d’une augmentation de la teneur
en ABA dans la séve xylémienne d’origine racinaire ou aérienne (cf chapitre 2), a des effets variables
sur I’expression des différentes aquaporines étudiées. En effet elle n’agit pas sur 1’expression de
WiPIP1.1 dans les racines, de ViPIP1.2/4 dans les feuilles et VWiPIP1.3/5 dans les 2 tissus étudiés.
Elle s’accompagne d’une répression de I’ensemble des autres génes dans les deux tissus, sauf pour
WiPIP2.3 qui est induite dans les racines et induite ou réprimée en fonction des génotypes dans les
feuilles. Nos résultats confirment la variabilité de réponse rapportée par ailleurs au niveau des racines
et des feuilles. Dans notre cas, la variabilité peut étre liée a 1’aquaporine considérée ou au génotype
considéré. L’absence d’induction des aquaporines racinaires pourrait étre associée aux fortes
concentrations en ABA constatées dans notre étude, comme suggéré par Beaudette et al. (2007). Par
ailleurs dans les feuilles, une certaine corrélation entre lI'expression des génes associés a la synthése et
au catabolisme de I'ABA et celle des différentes aquaporines a été obtenue. Ce qui suggére un lien
entre synthése de I'ABA et expression de certaines aquaporines comme I'observent Parent et al. (2009)
avec des plants de mais transgéniques sur-exprimant le géne NCED et observé également par Perrone

et al. (2012) avec des vignes transgéniques sur exprimant le géne VViPIP2.4.
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Notre étude met en évidence des corrélations significatives au sein d’un méme tissu entre 1’expression
de génes codant certaines aquaporines et celles des génes codant des protéines impliquées dans les
derniéres étapes de la voie de transduction du signal ABA, telles que SnRK2.1 et les facteurs de
transcription de type ABF, illustrant le réle du signal ABA sur la régulation des flux hydriques au
niveau tissulaire via la régulation des aquaporines au niveau transcriptionnel (Finkelstein, 2013) et
niveau post-traductionnel via les processus de phosphorylation-déphosphorylation médiés par I’ABA
(Kline et al., 2010, Grondin et al., 2015).

Notre étude met également en évidence des corrélations étroites entre 1’expression de genes codant des
aquaporines dans les racines ou les feuilles et celle de génes codant des protéines impliquées dans la
voie de transduction du signal ABA dans le tissu opposé. Une corrélation n’implique pas de lien de
cause a effet direct entre les deux cibles. Elle pourrait signifier que 1’expression des 2 génes est
contr6lée de maniére étroite par le méme signal chimique et hydraulique qui circule entre les 2
compartiments, soulignant une nouvelle fois 1’interaction forte entre les 2 types de signaux (Dodd,
2013). 1I faut aussi rappeler que 1’expression de ViPIP1.1 et VviSnRK2.6 dans les racines n’est pas
affectée par la contrainte hydrique, mais est marquée par un fort effet génotype, alors que ces 2 génes
dans les feuilles répondent a I’effet de la contrainte hydrique. Il est donc possible que des différences

constitutives entre génotypes au niveau racinaire induisent des réponses variables au niveau foliaire.

Le classement issu de 1’analyse factorielle discriminante de I’ensemble des niveaux de transcrits pour
les genes codant des aquaporines et pour ceux impliqués dans le métabolisme et la transduction du
signal ABA permet une amélioration du classement des génotypes selon leur origine génétique par
rapport a celui établi au chapitre 2. Les individus apparaissent trés groupés autour de leur barycentre
par génotype, et tous les génotypes apparaissent séparés les uns des autres. Leur positionnement relatif
illustre bien leur origine génétique. Le positionnement des génotypes V. vinifera est bien expliqué par
I’expression des génes au niveau des feuilles, surtout VViPIP2.1 et VWINCED1, WiHYDL1 et différents
génes de la voie de transduction du signal (VViABF1). Le positionnement des génotypes du groupe des
hybrides V. rupestris x V. berlandieri est bien expliqué par la corrélation croisée entre VviPIP1.1 dans
les feuilles et VviSnRK2.6 dans les racines. Le positionnement du groupe Riparia avec RGM et 101-
14MGt (hybride V. riparia x V. rupestris) sont expliqués par la corrélation entre VViPIP1.3/5 et
WIABF2 dans les racines et la corrélation croisée VviPIP1.1 racines et VviSnRK2.6 feuilles.
Finalement les 3 autres génotypes se positionnent entre ces 3 groupes : le 41B (V. berlandieri x V.
vinifera) prés du groupe des V. vinifera, le SO4 et 161-49C (hybrides V. riparia x V. berlandieri) entre

les groupes Riparia et des hybrides V. rupestris x V. berlandieri.
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Des hypothéses concernant des stratégies variables en fonction des génotypes de réponse a la
contrainte hydrique peuvent étre établies a partir de ces résultats. Au sein de 1’espéce V. vinifera, la
réponse serait majoritairement coordonnée au niveau des feuilles. Chez les Vitis américains et leurs
hybrides, la coordination racines-partie aérienne et régulation ABA-hydraulicité du systeme via un

signal a distance pourrait plus influencer la réponse.

V- Conclusions

Notre étude fait ressortir des différences de propriétés hydrauliques entre génotypes que ce
soit au niveau aérien ou racinaire. Les génotypes Grenache, Syrah et 110R ressortent comme ayant des
capacités de transfert de 1’eau plus importantes par rapport aux autres génotypes étudiés. Le systeme
racinaire contribue a moins de la moitié de la conductance hydraulique totale. Une part non-
négligeable de la capacité de transport de I’eau est associée a ’activité des aquaporines, et cette part
est plus importante au niveau racinaire que dans la tige. L’étude de 1’expression de 7 génes codant
pour les aquaporines de type PIP1 et 2 dans les racines et dans les feuilles a permis de confirmer une
expression différentielle en fonction des tissus et des différences entre génotypes. Cependant ces
différences sont difficilement associables aux propriétés hydrauliques évaluées par ailleurs sur les
mémes génotypes, certainement en raison des processus de régulation post-transcriptionnelle et post-
traductionnelle que nous n'avons pas étudiés. La contrainte hydrique a des conséquences variables sur
I’expression des différents geénes codant pour les aquaporines. La plupart sont réprimés ou non
affectés, seul VViPIP2.3 est induit dans les racines et dans les feuilles pour certains génotypes.
L’analyse conjointe des données d’expression des geénes codant des aquaporines et des protéines
impliquées dans le métabolisme et la transduction du signal ABA permet d’établir une classification
poussée des génotypes en fonction de leur origine génétique et de leur sensibilité a la sécheresse. Nos
résultats suggerent une forte intégration des processus au niveau foliaire (pour la régulation des flux
hydriques en situation de contrainte hydrique) pour les génotypes de V. vinifera, alors qu’une

coordination partie aérienne / partie racinaire apparait chez les hybrides interspécifiques de Vitis.
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VI1- Données supplémentaires

180
e RGM
— y=1.299 x .
160 4 ©° 101-14 Mgt
y =1.170 x
v S04
140 - y=1.142 x
a  161-49C . . *
y =1.345x “
120 A n 41B Mgt o <
— y=1174Xx > o
~ o 110R 3
E 100 - y = 1.065 x 7 ¢
= ¢ 140Ru
o —— y=1.020x °
< <o
— ¢ Syrah S
< 80 ~
3 — y=1014x
e  Grenache
s0d y =1.060 x
A
40 1 i) ouSA 2
A p XS
on ‘ / 15/"’
204 negde® o
o "3 [';/" v aco
ff-of"’" v e
0 | | | | |
0 20 40 60 80 100 120

(Leaf length)? (cm?)

Figure S3.1- Linear regression of leaf area by scare of leaf length for each genotypes (n = 72 -
110, p <0.001, R2=0.91-0.97). Symbol legends and equation is shown in figure.
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Tableau S3.1- The transcript abundance of 6 VViPIPs genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied at day 1. p-values from a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block
of the table for each gene in leaves and root tips. Tissue, genotype and interaction effects are
presented within the following three bold blocks for each genes, values with the same letter are not
statistical different (Tukey-HSD).

VWPIP1.1 VWWPIP1.2/4 WWPIP1.3/5 WPIP2.1 VVPIP2.2 WPIP2.3
Genotype <0.0001 0.009 <0.0001 <0.0001 0.024 <0.0001
m’g‘\‘;; Tissue <0.0001 <0.0001 0.192 0.002 <0.0001  <0.0001
Interaction <0.0001 0.040 <0.0001 <0.0001 0.002 < 0.0001
VWPIP1.1 VWWPIP1.2/4 VWWPIP1.3/5 WPIP2.1 VVPIP2.2 WPIP2.3
Tissue Leaves 0.005 b 2.14E-06 b 0.869 a 0067 a 0944 b 0668 a
Root tips 2503 a 2.76E-05 a 0.989 a 0045 b 2788 a 0111 b
RGM 1313 b 299E-05 a 1629 a 0008 d 1679 ab 0264 ¢
101-14 Mgt  1.255 b 235E-05 ab 1625 ab 0009 cd 1208 ab 0514 ab
S04 1619 ab 226E-05 ab 1129 abc 0051 bc 1496 ab 0.363 bc
161-49C 1211 b 3.24E-05 a 0614 c¢d 0062 b 1057 b 0271 ¢
Genotype 41BMgt 3201 a nd - 0964 bcd 0044 bcd 2958 a 0285 ¢
110R 1030 b 103E-05 ab 0349 d 0.046 bcd 1787 ab 0404 bc
140Ru 0680 b 123E-05 ab 0317 d 0073 b 2428 ab 0.396 bc
Syrah 0749 b 571E-06 b 0937 bcd 0.057 2368 ab 0.329 bc
Grenache 0230 b 7.06E-06 b 1032 abc 0135 a 1592 ab 0724 a
Interaction VVPIP1.1 WPIP1.2/4 WPIP1.3/5 VWWPIP2.1 WPIP2.2 VWWPIP2.3
RGM 0.004 d 3.01E-06 bc 1510 ab 0.003 d 1150 bc 0.424 cde
101-14 Mgt 0.003 d 2.18E-06 ¢ 1469 abc 0005 cd 0688 bc 0911 b
S04 0007 d 164E-06 <c 0542 bcd 0.042 bcd 0392 c¢ 0576 bed
161-49C  0.004 d 1.39E-06 c¢ 0499 bcd 0060 bed 0379 c¢ 0377 def
Leaves 41B Mgt 0002 d nd - 0306 cd 0032 bcd 0302 c 0430 cde
110R 0010 d nd - 0447 cd 0.054 bcd 0.925 bc 0.704 bc
140Ru 0008 d 268E-06 <c 0416 cd 009 b 118 bc 0.676 bcd
Syrah 0004 d 938E-07 ¢ 1400 abc 0.079 bc 1845 bc 0.620 bcd
Grenache  0.005 d 244E-06 ¢ 1435 abc 0207 a 1544 bc 1379 a
RGM 2622 bc 388E-05 ab 1748 a 0014 «cd 2207 bc 0104 efg
101-14 Mgt 2508 bcd 448E-05 a 1781 a 0.012 cd 1729 bc 0.117 efg
S04 3232 b 436E-05 a 1715 a 0060 bcd 2600 bc 0.149 efg
161-49C 2417 bcd 4.80E-05 a 0728 abcd 0.064 bed 1.734 bc 0.165 efg
Root tips 41B Mgt 6.399 a nd - 1622 a 0057 bed 5614 a 0141 efg
110R 2.050 bcd 1.03E-05 bc 0250 d 0038 bcd 2650 bc 0.104 efg
140Ru 1351 bcd 2.18E-05 abc 0217 d 0050 bed 3.671 ab 0.116 efg
Syrah 1.494 bcd 8.10E-06 bc 0473 bcd 0.036 bed 2.891 abc 0.038 g
Grenache  0.455 cd 1.17E-05 bc 0630 abcd 0.062 bed 1.640 bc 0.070 fg
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Tableau S3.11- The transcript abundance of 6 VViPIPs genes in the leaves of genotypes studied at
day 1 and day 4. p-values from a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block of the
table for each genes. Day of sampling, genotype and interaction effects are presented within the
following three bold blocks for each genes, values with the same letter are not statistical different
(Tukey-HSD).

WPIP1.1 WPIP1.2/4 WPIP1.3/5 WPIP2.1 WPIP2.2 WPIP2.3
Genotype <0.0001 0.177 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
X,‘\‘I’S'\L/’eA Day <0.0001 0.200 0.369 <0.0001 <0.0001 0.106
Interaction 0.173 0.654 0.001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
VVPIP1.1 VWPIP1.2/4 VWPIP1.3/5 WPIP2.1 VVPIP2.2 WPIP2.3
Day Day 1 0.005 a 2.04E-06 a 0.869 a 0067 a 0944 a 0.668 a
Day 4 0.004 b 1.76E-06 a 0.845 a 0029 b 0176 b 0.800 a
RGM 0.003 «cd 233E-06 a 1.604 a 0002 d 0797 ab 0711 bcd
101-14 Mgt 0.002 d 1.71E-06 a 1255 ab 0.003 cd 0347 cd 1453 a
S04 0.006 ab 142E-06 a 0.811 c 0.042 bc 0371 cd 0694 bc
161-49C 0.004  bcd 156E-06 a 0476 cd 0054 b 0242 cd 0.828 d
Genotype 41B Mgt 0002 cd nd 0491 cd 0.027 bed 0197 d 0298 bed
110R 0.008 a nd 0.311 d 0.037 bed 0528 bed 0.756  bed
140Ru 0.007 a 2.34E-06 a 0.299 d 0.054 b 0.626 abc 0547 bcd
Syrah 0.003 «cd 9.38E-07 a 1.230 b 0060 b 1.009 a 0467 cd
Grenache 0.004 bc 259E-06 a 1.301 ab 0144 a 0825 ab 0.986 a
Interaction WPIPL.1 WPIP1.2/4 WPIPL3/5  WPIP21  WPIP2.2 WPIP2.3
RGM 0.004 cedf 3.01E-06 a 1510 ab 0003 d 1150 bc 0424 cd
101-14 Mgt 0.003  cedf 2.18E-06 a 1.469 ab 0005 d 0688 cde 0911 a
S04 0.007  abc 164E-06 a 0542 def 0042 bed 0392 de 0576 bed
161-49 C 0.004  cedf 139E-06 a 0499 ef 0060 bcd 0379 de 0377 «cd
Day 1 41B Mgt 0.002  ef nd 0.306 f 0.032 cd 0302 de 0430 cd
110R 0.010 a nd 0.447 f 0.054 bed 0.925 bed 0704  bed
140Ru 0.008 ab 2.68E-06 a 0416 f 0.096 b 1186 bc 0676 bcd
Syrah 0.004  cedf 9.38E-07 a 1400 ab 0079 bc 1845 a 0.620 bcd
Grenache 0.005 cdef 244E-06 a 1435 ab 0207 a 1544 ab 1379 ab
RGM 0.003  def 165E-06 a 1.698 a 0.002 d 0443 de 0998 abc
101-14 Mgt 0.001 f 1.24E-06 a 1111 bed 0.002 d 0.119 e 1.814  abcd
S04 0.005  cedf 121E-06 a 1.080 bed 0041 bed 0350 de 0.813 bced
161-49 C 0.003  def 1.74E-06 a 0.453 f 0.047 bed 0104 e 1278 ab
Day 4 41B Mgt 0.002  def nd 0.675 cdef 0022 cd 0.091 e 0.166 d
110R 0.006  bcd nd 0.175 f 0.019 cd 0131 e 0808 bcd
140Ru 0.006 bcde  1.99E-06 a 0.181 f 0012 d 0.067 e 0419 cd
Syrah 0.002  def nd 1.061 bcde 0041 bed 0173 e 0314 cd
Grenache 0.004  cedf 2.73E-06 a 1168 abc 0080 bc 0106 e 0593 bcd
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Tableau S3.111- The transcript abundance of 6 VViPIPs genes in the root tips of genotypes
studied at day 1 and day 4. p-values from a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block
of the table for each genes. Day of sampling, genotype and interaction effects are presented within
the following three bold blocks for each genes, values with the same letter are not statistical different

(Tukey-HSD).

Genotype 0.012 0.014 0.001 0.001 0.014 0.019
Pale  Day 0237 <0001 0116 0001 0001 <0.0001
Interaction 0.149 0.024 0.436 0.145 0.293 0.146
VVPIP1.1 VWPIP1.2/4 VWWPIP1.3/5 VVPIP2.1 VVPIP2.2 VWPIP2.3
Day Day 1 2503 a 2.76E-05 a 0.989 a 0.045 a 2.788 a 0111 b
Day 4 1951 a 1.18E-05 b 1419 a 0.027 1.600 b 0.260 a
RGM 2.365 ab 2.33E-05 a 1.982 ab 0.015 bc 2.051 ab 0.160 ab
101-14 Mgt 3.336 ab 2.90E-05 a 2937 a 0.009 c 1541 b 0.245 ab
SO4 2.825 ab 291E-05 a 1.715 abc 0.044 ab 1.906 ab 0.143 ab
161-49 C 3.065 ab 2.59E-05 a 0.979 bc 0.051 a 1623 b 0.260 ab
Genotype  41B Mgt 4054 a 3.53E-05 a 1.180 abc 0.041 abc 3931 a 0.206 ab
110R 1.765 ab 1.17E-05 a 0.250 ¢ 0.040 abc 1.981 ab 0.228 ab
140Ru 1.332 ab 1.90E-05 a 0.261 c 0.044 ab 3.101 ab 0.300 a
Syrah 1.021 ab 5.57E-06 a 0.672 bc 0.033 abc 1.835 ab 0.085 ab
Grenache 0.420 b 1.07E-05 a 1.184 abc 0.041 abc 1.566 b 0.067 b
Interaction WPIP1.1 WPIP1.2/4 WPIPL3/5  WPIP21  WPIP22  WPIP23
RGM 2.622 ab 3.88E-05 ab 1.748 ab 0.014 bc 2207 ab 0.104 b
101-14 Mgt 2.508 ab 4.48E-05 a 1.781 ab 0.012 bc 1729 b 0.117 ab
SO4 3232 ab 4.36E-05 a 1.715 ab 0.060 ab 2.600 ab 0.149 ab
161-49 C 2417 ab 4.80E-05 a 0.728 b 0.064 a 1734 b 0.165 ab
Day 1 41B Mgt 6.399 a nd - 1622 ab 0.057 ab 5614 a 0.141 ab
110R 2.050 ab 1.03E-05 ab 0.250 b 0.038 abc 2.650 ab 0.104 b
140Ru 1.351 ab 2.18E-05 ab 0217 b 0.050 abc 3.671 ab 0.116
Syrah 1.494 ab 8.10E-06 ab 0473 b 0.036 abc 2.891 ab 0.038
Grenache 0.455 b 1.17E-05 ab 0.630 b 0.062 ab 1.640 b 0.070
RGM 2.107 ab 7.68E-06 ab 2217 ab 0.015 abc 1.896 b 0.216 ab
101-14 Mgt 3.888 ab 1.33E-05 ab 3.707 a 0.007 ¢ 1416 b 0.330 ab
SO4 2417 ab 7.18E-06 ab 1714 ab 0.028 abc 1211 b 0.136 ab
161-49 C 3.714 ab 3.83E-06 b 1.229 ab 0.038 abhc 1512 b 0.354 ab
Day 4 41B Mgt 1.709 ab 3.53E-05 ab 0.738 b 0.024 abc 2.248 ab 0.270 ab
110R 1.479 ab 1.56E-05 ab 0249 b 0.042 abhc 1313 b 0.352 ab
140Ru 1.313 ab 1.62E-05 ab 0.305 b 0.039 abc 2531 ab 0.485 a
Syrah 0547 b 3.88E-06 b 0.870 b 0.031 abc 0.780 b 0.132 ab
Grenache 0.385 b 9.25E-06 ab 1.737 ab 0.019 abc 1493 b 0.064 b
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Tableau S3.1V- Pearson correlation matrice from soil water content (SWC), aquaporins and
ABA related genes expression in leaves (-L) and root tips (-R). Bolded values are significant (p <
0.05).

PIP1.1- PIP1.2/4- PIP1.3/5- PIP2.1- PIP2.2- PIP2.3- PIP1.1- PIP1.2/4- PIP1.3/5- PIP2.1- PIP2.2- PIP2.3- NCED1- NCED2- ABF1- ABF2- HYD1- HYD2-
Variables L L L L L L R R R R R R L L L L L L

PIP1.1-L 1.00 0.12 -029 015 034 -0.05 -0.25 0.10 -0.44 013 017 -0.18 -0.10 0.05 -0.14 -040 012 0.07
PIP1.2/4-

L 0.12 1.00 034 052 019 032 -0.17 0.16 0.05 -009 -0.06 -0.14 -0.12 0.07 -012 018 035 -0.03
PIP1.3/5-
L -0.29 0.34 1.00 029 036 037 -017 -0.02 042 -037 -0.24 -0.25 0.06 -0.23 008 061 039 -0.25

PIP2.1-L 0.15 0.52 029 100 019 041 -0.21 -0.12 -0.07 024 -0.06 -0.23 0.03 -0.03 009 026 054 -0.10
PIP2.2-L 0.34 0.19 036 019 1.00 0.04 -0.17 0.07 -0.20  0.02 019 -043 -0.44 -0.23 -045 -0.15 039 -0.48
PIP2.3-L  -0.05 0.32 037 041 0.04 100 0.15 -0.13 041 -013 -014 025 0.00 022 0.03 0.09 044 -0.03

PIP1.1-R  -0.25 -0.17 -0.17  -021 -017 015 1.00 -0.02 054 019 045 057 -0.17 031 -016 -0.17 -0.18 -0.05
PIP1.2/4-

R 0.10 0.16 -0.02 -012 0.07 -0.13 -0.02 1.00 0.03 -0.02 -0.01 -0.03 -0.13 0.04 -0.15 -0.14 -0.08 -0.10
PIP1.3/5-
R -0.44 0.05 042 -0.07 -020 041 054 0.03 1.00 -0.25 011 0.28 0.03 0.16 0.04 027 -0.03 -0.14

PIP2.1-R 0.13 -0.09 -037 024 002 -013 019 -0.02 -025 100 025 021 -0.12 0.17 -0.04 -0.24 013 -0.08
PIP2.2-R 0.17 -0.06 -024 -006 019 -0.14 045 -0.01 011 025 1.00 0.12 -0.25 0.08 -025 -0.28 -0.03 -0.14

PIP2.3-R  -0.18 -0.14 -0.25 -023 -043 025 057 -0.03 028 021 012 1.00 0.23 032 028 -0.07 -016 0.0
NCED1-

L -0.10 -0.12 0.06 003 -044 000 -0.17 -0.13 0.03 -012 -025 0.23 1.00 -0.17 092 046 004 063
NCED2-
L 0.05 0.07 -0.23 -003 -023 022 031 0.04 0.16 017 0.08 0.32 -0.17 1.00 -0.18 -0.19 0.02 0.09

ABF1-L -0.14 -0.12 0.08 009 -045 0.03 -0.16 -0.15 0.04 -004 -025 0.28 0.92 -0.18 1.00 049 009 0.60
ABF2-L  -0.40 0.18 061 026 -0.15 0.09 -0.17 -0.14 0.27 -024 -0.28 -0.07 0.46 -0.19 049 100 018 0.19
HYD1-L 0.12 0.35 039 054 039 044 -0.18 -0.08 -0.03 013 -0.03 -0.16 0.04 0.02 0.09 018 1.00 -0.10

HYD2-L 0.07 -0.03 -025 -0.10 -048 -0.03 -0.05 -0.10 -0.14 -008 -0.14 0.40 0.63 0.09 060 019 -010 1.00
RCARS5-

L 0.01 -0.12 -011 -001 038 -021 0.24 -0.09 -0.06 012 050 -0.31 -0.44 -0.01 -049 -030 -0.03 -0.39
RCﬁR& -0.09 0.04 -010 -012 017 -030 0.17 0.25 -0.01 013 014 -0.28 -0.49 030 -053 -0.26 -0.06 -0.41
SnRIIfz.l- 0.10 0.40 -011 026 -036 019 -0.10 -0.05 0.00 -0.05 -0.02 0.23 0.33 028 037 015 0.08 048
SHREZ-G- -0.05 -0.18 -0.26  -049 -025 -0.07 0.26 0.22 0.07 -0.18 0.03 0.33 -0.19 052 -0.20 -0.06 -0.19 0.07

PP2C4-L  -0.23 -0.14 0.08 -0.01 -048 -0.03 -0.17 -0.08 0.08 -0.15 -0.27 0.29 0.82 -0.15 083 059 -001 056

PP2C9-L  -0.09 0.06 -0.10 0.02 -048 000 -0.15 -0.14 -0.07 -011 -0.18 034 0.75 -0.06 076 041 -005 0.67
NCED1-

R -0.31 -0.11 014 014 -042 031 -0.02 -0.21 032 -008 -0.33 023 0.66 -0.09 068 039 008 035
NCED2-
R -0.39 -0.07 010 -019 -044 041 0.07 -0.11 038 -031 -033 038 0.29 0.08 032 016 -0.03 0.18

ABF1-R  -0.20 -0.20 -0.08 -0.06 -046 024 0.16 -0.08 032 -011 -010 0.56 0.53 010 057 014 -0.03 0.39
ABF2-R  -0.58 -0.16 017 001 -032 014 059 -0.19 0.67 005 018 0.39 0.21 0.01 027 041 -010 0.02
HYD1-R  -0.15 -0.20 -0.21 -012 -015 -0.05 031 -0.19 010 016 061 0.23 0.01 012 0.00 -015 -0.16 0.04

HYD2-R  -0.14 -0.17 -0.22 -024 -035 -0.09 0.00 0.01 -0.09 010 -0.09 0.28 0.04 0.00 010 0.01 -020 0.23
RCARS5-

R 0.17 -0.13 0.01 -004 056 -013 021 0.05 -0.04 012 048 -0.35 -0.48 -0.11 -050 -0.36 -0.02 -0.45
RCQRG_ 0.06 -0.20 -0.11 -006 031 -015 0.34 0.04 005 022 046 -0.25 -0.43 018 -046 -032 -012 -0.37
SnRgz.l_ -0.22 -0.22 -0.15 -0.03 -048 012 0.20 -0.09 029 002 -0.01 051 0.59 0.02 059 016 -014 041
SHREZ-& 0.67 0.12 -035 0.00 016 -0.17 -0.33 0.26 -0.45 0.00 0.09 -0.09 -0.04 -0.09 -0.04 -0.37 005 0.09

PP2C4-R  -0.26 -0.07 -0.02 0.01 -041 -0.05 -0.24 0.04 -0.08 -0.12 -0.35 0.15 0.45 -023 050 031 -0.10 0.26
PP2C9-R  -0.17 -0.07 -0.16 -0.18 -045 0.02 -0.02 -0.02 -0.01 -019 -0.10 0.35 0.32 012 037 010 -020 0.39

SWC 0.37 0.12 0.04 007 064 -015 0.05 0.30 -0.13 015 036 -0.40 -0.54 -0.06 -0.57 -0.40 0.11 -0.53
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Tableau S3.1V (suite)

RCARS5- RCARG6- SnRK2.1- SnRK2.6- PP2C4- PP2C9- NCED1- NCED2- ABF1- ABF2- HYD1- HYD2- RCAR5- RCARG- SnRK2.1- SnRK2.6- PP2C4- PP2C9-

Variables L L L L L L R R R R R R R R R R R R sSwcC
PIP1.1-L 0.01  -0.09 0.10 -0.05 -023 -009 -031 -039 -020 -058 -0.15 -0.14 0.17 0.06 -0.22 0.67 -0.26 -0.17 0.37
PIPJI:2/4- -0.12 0.04 0.40 -0.18 -0.14 0.06 -0.11 -0.07 -020 -0.16 -0.20 -0.17 -0.13  -0.20 -0.22 0.12 -0.07 -0.07 0.12
PIPtSIS- -0.11  -0.10 -0.11 -0.26  0.08 -0.10 0.14 0.10 -0.08 0.17 -0.21 -0.22 0.01 -0.11 -0.15 -0.35 -0.02 -0.16 0.04
PIP2.1-L -0.01  -0.12 0.26 -0.49 -0.01 0.02 014 -019 -0.06 0.01 -0.12 -024 -0.04 -0.06 -0.03 0.00 0.01 -0.18 0.07
PIP2.2-L 0.38 0.17 -0.36 -0.25 -048 -048 -042 -044 -046 -032 -015 -0.35 0.56 0.31 -0.48 0.16 -041 -0.45 0.64
PIP2.3-L -0.21  -0.30 0.19 -0.07 -0.03  0.00 0.31 041 024 014 -005 -0.09 -013 -0.15 0.12 -0.17  -0.05 0.02 -0.15
PIP1.1-R 0.24 0.17 -0.10 0.26 -0.17 -015 -0.02 0.07 016 059 031 0.00 0.21 0.34 0.20 -0.33  -0.24 -0.02 0.05
PIP:EZM- -0.09 0.25 -0.05 0.22 -008 -014 -021 -011 -0.08 -019 -0.19 0.01 0.05 0.04 -0.09 026 0.04 -0.02 0.30
P|PJ§3/5' -0.06  -0.01 0.00 0.07 0.08 -0.07 0.32 038 032 0.67 010 -0.09 -0.04 0.05 0.29 -0.45 -0.08 -0.01 -0.13
PIP2.1-R 0.12 0.13 -0.05 -0.18 -0.15 -0.11 -0.08 -031 -0.11 005 016 0.10 0.12 0.22 0.02 0.00 -0.12 -0.19 0.15
PIP2.2-R 0.50 0.14 -0.02 003 -027 -018 -033 -033 -010 0.18 061 -0.09 0.48 0.46 -0.01 0.09 -035 -0.10 0.36
PIP2.3-R -0.31  -0.28 0.23 033 029 034 0.23 038 056 039 023 028 -035 -0.25 0.51 -0.09 015 0.35 -0.40
NCED1-L -0.44  -0.49 0.33 -0.19 082 0.75 0.66 029 053 021 001 004 -048 -043 0.59 -0.04 045 0.32 -054
NCED2-L -0.01 0.30 0.28 052 -0.15 -0.06 -0.09 0.08 010 0.01 012 000 -0.11 0.18 0.02 -0.09 -0.23 0.12 -0.06
ABF1-L -0.49  -0.53 0.37 -0.20 0.83 0.76 0.68 032 057 027 000 010 -050 -0.46 0.59 -0.04 050 0.37 -0.57
ABF2-L -0.30  -0.26 0.15 -0.06 059 041 0.39 0.16 014 041 -015 001 -036 -0.32 0.16 -0.37 031 0.10 -0.40
HYDI1-L -0.03  -0.06 0.08 -0.19 -0.01 -0.05 0.08 -0.03 -0.03 -010 -0.16 -0.20 -0.02 -0.12 -0.14 0.05 -010 -0.20 0.11
HYD2-L -0.39 -041 0.48 0.07 056 067 0.35 018 039 0.02 004 023 -045 -0.37 0.41 009 026 0.39 -0.53
RCAR5-L 1.00 0.51 -0.36 -0.09 -051 -044 -042 -044 -043 -003 045 -0.35 0.74 0.71 -0.35 -0.16 -044 -0.30 0.66
RCARG6-L 0.51 1.00 -0.28 022 -052 -046 -044 -035 -044 -0.11 005 -0.24 0.38 0.50 -0.41 -0.15 -041 -0.31 0.53
SnREZIl- -0.36  -0.28 1.00 -0.04 029 059 0.19 0.16 027 0.06 -005 009 -041 -0.28 0.31 0.16 023 0.46 -0.42
SHREZ-G' -0.09 0.22 -0.04 1.00 003 -0.04 -0.18 020 014 -001 007 025 -022 -0.13 0.00 0.05 -0.02 0.27 -0.15
PP2C4-L -0.51  -0.52 0.29 0.03 100 0.79 0.57 037 060 038 -001 016 -056 -0.51 0.65 -0.09 0.60 0.45 -0.63
PP2C9-L -0.44  -0.46 0.59 -0.04 079 1.00 0.44 027 046 021 002 013 -050 -0.42 0.53 0.06 052 0.54 -0.56
NCED1-R -0.42  -0.44 0.19 -0.18 057 044 1.00 054 066 046 -004 002 -044 -0.40 0.65 -0.31 043 0.8 -0.53
NCED2-R -0.44  -0.35 0.16 020 037 027 0.54 1.00 066 030 006 044 -042 -0.37 0.47 -0.09 0.61 0.52 -0.58
ABF1-R -0.43  -0.44 0.27 0.14 0.60 0.46 0.66 066 1.00 052 019 027 -042 -0.35 0.85 -0.04 048 0.46 -0.57
ABF2-R -0.03  -0.11 0.06 -0.01 038 021 0.46 030 052 1.00 023 003 -012 0.02 0.57 -056 014 0.1 -0.32
HYD1-R 0.45 0.05 -0.05 0.07 -001 002 -0.04 006 019 023 100 0.05 0.15 0.25 0.19 -0.13  -0.03 0.24 0.05
HYD2-R -0.35  -0.24 0.09 025 016 013 0.02 044 027 003 005 100 -029 -0.22 0.20 0.14 044 0.37 -0.48
RCAR5-R 0.74 0.38 -0.41 -022 -056 -050 -0.44 -042 -042 -0.12 015 -0.29 1.00 0.80 -0.31 0.02 -046 -0.43 0.73
RCARG6-R 0.71 0.50 -0.28 -0.13 -051 -042 -040 -037 -035 002 025 -0.22 0.80 1.00 -0.21 -0.18 -045 -0.30 0.61
SnRgz.l_ -0.35 -041 0.31 0.00 0.65 053 0.65 047 085 057 019 020 -031 -0.21 1.00 -0.09 048 0.37 -0.52
SnREZ.G_ -0.16  -0.15 0.16 005 -009 006 -031 -009 -0.04 -056 -0.13 0.14 0.02 -0.18 -0.09 1.00 019 013 013
PP2C4-R -0.44 041 0.23 -0.02 060 052 0.43 061 048 014 -003 044 -046 -0.45 0.48 019 1.00 0.61 -0.56
PP2C9-R -0.30  -0.31 0.46 0.27 045 054 0.18 052 046 011 024 037 -043 -0.30 0.37 0.13 061 1.00 -0.53
SWC 0.66 0.53 -0.42 -0.15 -0.63 -056 -053 -058 -057 -0.32 0.05 -0.48 0.73 0.61 -0.52 0.13 -0.56 -0.53 1.00
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Chapitre 4 : Effet du greffage sur la régulation
des flux transpiratoires en situation de déficit hydrique

I- Introduction

Le greffage est utilisé en agriculture depuis plus de 2000 ans afin d'augmenter la production
du greffon et de réduire la sensibilité des plantes aux maladies édaphiques (Kubota et al., 2008). Dans
I’histoire, les premieres mentions du greffage sont souvent associées a la vigne, puis cette technique a
beaucoup été utilisée pour les Rosacées fruitiéres qui présentent des difficultés d'enracinement a partir
de boutures (Mudge et al., 2009). Ce procedé associant deux génotypes a permis de sauver la
viticulture francaise du phylloxera (Pouget, 1990). Son usage s'est ensuite étendu au court du XX™

siecle aux solanacées et aux cucurbitacées (King et al., 2010).

Par son role primordial dans I'acquisition des ressources minérales et hydriques, le porte-greffe
influence le développement, la physiologie, ainsi que la production et sa qualité au niveau greffon
(Tandonnet et al., 2008; Jones et al., 2009; Rouphael et al., 2010). De plus par ces propriétés
intrinséques, le porte-greffe peut conduire a une meilleure adaptation du greffon a certaines
contraintes, notamment au déficit hydrique (Jones, 2012; Albacete et al., 2015). L'actuel changement
climatique (IPCC, 2014) rend indispensable la recherche de solutions permettant une meilleure
adaptation a la sécheresse, notamment pour les espéces d'intérét économique majeur. Pour la vigne, les
porte-greffes constituent 1’une de ces solutions (Duchéne et al. 2014, Marguerit et al., 2014) car ils
sont caractérisés par une forte diversité de leur capacité d’adaptation (Carbonneau, 1985; Peccoux,

2011; Marguerit et al., 2012, Serra et al., 2014, Tramontini et al., 2013 ; Ollat et al., 2015).

La comparaison de porte-greffes sensibles et tolérants a la sécheresse a permis d'identifier
certains mécanismes qui pourraient étre responsables d'une meilleure adaptation. De cette maniere, la
tolérance des porte-greffes est souvent associée a une densité racinaire plus importante (Peccoux,
2011, Serra et al., 2014) ou a des différences morphologiques permettant une meilleure pénétration
dans le sol (Branas et Vergnes, 1957). La capacité des porte-greffes tolérants a développer des racines
profondes (Southey et Archer, 1988) ou a maintenir sa croissance racinaire en situation de contrainte
hydrique (Bauerle et al., 2008) sont aussi évoquées. Ces éléments aboutissent a une meilleure
prospection racinaire augmentant la fourniture en eau de la vigne. Ces caractéres peuvent étre étudiés
au champ, bien que difficilement, mais ne sont pas pris en compte dans les systemes d'étude en pot
(Marguerit et al., 2010).

104






Chez la vigne il existe un déterminisme génétique de la capacité d’extraction de 1’eau par le systeme
racinaire (Marguerit et al., 2012) qui pourrait étre expliqué par la morphologie racinaire et sa plasticité
en situation de deéficit hydrique (Serra et al., 2014). La conductance hydraulique racinaire des porte-
greffes tolérants est souvent supérieure a celle des porte-greffes sensibles que ce soit ou non en
situation de contrainte (de Herralde et al., 2006; Lovisolo et al., 2008 ; Alsina et al., 2011; Tramontini
et al., 2013 ; Barios-Masias et al., 2015). En situation de déficit hydrique, le développement de
barriéres apoplastiques est plus important pour les porte-greffes sensibles (Alsina et al., 2011, Barios-
Masias et al., 2015), ce qui réduirait leur conductivité hydraulique racinaire. De plus la part du
transport transcellulaire liée a l'activité des aquaporines serait supérieure chez les porte-greffes
tolérants (Lovisolo et al., 2008a; Gambetta et al., 2012; Tramontini et al., 2013). L'ensemble de ces
éléments peuvent concourir & une meilleure capacité d'absorption des porte-greffes tolérants en

situation de contrainte ou non.

Le transport de I'eau par les parties racinaires est dépendant de la morphologie des vaisseaux
conducteurs et leur plasticité en situation de déficit hydrique. En conditions naturelles, la forte
demande transpiratoire en situation de contrainte édaphique conduit a des écarts importants de
potentiel hydrique pouvant entrainer la cavitation des vaisseaux du xyléme (Tyree et Sperry, 1989).
Chez la vigne, les racines et les feuilles y sont plus sensibles que la tige (Tramontini et Lovisolo,
2015). 1l apparait que les porte-greffes tolérant a la sécheresse sont plus résistants a I'embolie que les
sensibles (Lovisolo et al., 2008a; Alsina et al., 2011; Knipfer et al., 2015). Le diametre initial des
vaisseaux ainsi que sa réduction en situation de déficit hydrique pourraient permettre une protection
accrue des porte-greffes tolérants (Peccoux, 2011). Il est également proposé que I'ajustement des flux
hydriques par le transport transcellulaire participe d'avantage au phénoméne de récupération chez les

porte-greffes bien adaptés a la sécheresse (Knipfer et al., 2015).

Si l’adaptation a la sécheresse de différents porte-greffes peut dépendre de leurs
caractéristiques propres, les effets du greffage et de I’interaction avec le greffon sont également
déterminants. En effet le transport de I'eau vers les parties aériennes est fortement dépendant du point
de greffe qui représente la plus forte résistance hydraulique a 1’échelle de la plante (de Herralde et al.,
2006). En comparant 110R et SO4 associés a un méme greffon, il apparait aussi que la résistance
hydraulique au point de greffe serait plus importante pour le porte-greffe sensible SO4 (de Herralde et
al., 2006).
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Le porte-greffe influence le développement de la canopée et la régulation de la transpiration du
greffon. Les porte-greffes dit tolérants a la sécheresse sont souvent ceux qui conduisent a un
développement accru des parties aériennes (Ollat et al., 2003; Gambetta et al., 2012) mémes si ce n’est
pas toujours le cas (Ollat et al., 2003). La transpiration, l'ouverture stomatique et l'efficience
d'utilisation de I'eau sont aussi largement influencées par le porte-greffe (lacono et al., 1998; Soar et
al., 2006a; Peccoux, 2011; Marguerit et al., 2012, Tramontini et al., 2013). D’aprés Alsina et al.
(2011), le porte-greffe pourrait influencer le caractére an-isohydrique d’un greffon donné. Outre son
role sur le contrble des propriétés hydrauliques de la plante présenté précédemment et décrit par
Tramontini et al. (2013), le porte-greffe peut agir sur la régulation de la transpiration du greffon en
modifiant la teneur en ABA xylémienne (Soar et al., 2006a). Néanmaoins, le rdle du porte-greffe dans
la signalisation partie racinaire — partie aérienne de 1’état hydrique du sol et les mécanismes impliqués

pour réguler les pertes en eau du greffon restent a définir plus précisément

Dans ce chapitre, la réponse de la transpiration de 23 combinaisons greffon/porte-greffe placées en
situation de déficit hydrique a été étudiée. Une étude comparative de la régulation des flux hydriques
au sein de la plante et des teneurs en ABA au niveau foliaire et racinaire a été menée sur ces
combinaisons. Les différences génotypiques seront caractérisées en situation d'homogreffe et
d'hétérogreffe ainsi qu'en situation non contrainte et de déficit hydrique. L'objectif est d’essayer de
comprendre comment sont régulés les signaux hormonaux et hydrauliques au sein de la plante greffée

et de les lier au contrdle transpiratoire.
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Tableau 4.1 - Genotypes, clone number and supplier for plant material.

Genotypes Clone number Supplier
Syrah 524
The Aude chamber
Grenache 136 .
of agriculture
Riparia Gloire 1030
101-14 Mgt 1043 Amblevert
SO4 762
161-49 C 197 The Aude chamber
41B Mgt 194 of agriculture
110R 756
140Ru 101 ENTAV-INRA

Figure 4.1- Grafting process. In the above panel, complete grafting process is shown, from left to
right, scion/rootstock assembly with the machine, the omega graft, parafin bath, and stratification box.
In the below panel, longitudinal sections of a graft union after 14 and 28 day of stratification showing
the cal development (Photo :Sarah Jane Cookson).



I1- Matériel et méthodes

11-1. Matériel végétal

Les neuf génotypes précédemment caractérisés en tant que boutures ont été cultives greffés
(Tableau 4.1). Les génotypes commercialement utilisés en tant que porte-greffe ont a la fois été étudies
en situation d'homogreffe et d'hétérogreffe associés aux génotypes greffons Syrah (SY) et Grenache
(GR). Les deux génotypes greffon (SY et GR) ont également été étudiés en situation d’homogreffe

(Tableau 4.11). Au total 23 combinaisons greffon/porte-greffe ont été étudiées.

Les combinaisons greffon/porte-greffe ont été assemblées par I'équipe technique du pole
matériel végétal du laboratoire. Les bois ont été achetés en janvier et février chez différents
pépiniéristes, puis stockés en chambre froide a 5°C. A la mi-mars, les bois ont été réhydratés durant
24h dans de I'eau a 25°C, débités en boutures greffables éborgnées (30cm) pour les porte-greffes, ou
en boutures a 1 bourgeon (7-8 cm) pour les greffons, puis associés a la machine par une greffe en
oméga (Figure 4.1). Le point de greffe a été protégé a l'aide de paraffine et les greffes ont été placées
pendant 21 jours en stratification. Cette étape permet la formation du cal de soudure entre le greffon et
le porte-greffe. Elle est réalisée a I'obscurité dans des caisses en bois remplis de sciure et stockées a
28°C sous forte humidité relative (>80%). Début mai, les jeunes greffes ont été plantées dans du sable,
avant d'étre forcées sous tunnel plastique ou elles étaient arrosées quotidiennement a l'eau. Apres le
débourrement et 1’émergence des racines, 20 a 60 greffes par combinaison ont été déterrées
délicatement pour ne pas abimer les racines, pesées et rempotées dans des pots de 4L contenant
exactement 4 kg de sable humide. Lors du rempotage, des prélevements réguliers de sable ont permis

d'estimer sa teneur en eau et de déterminer, pour chaque pot, la quantité absolue de sable sec.

Aprés rempotage, les plantes ont été placées sous serre en conditions semi-controlées et arrosées 3 fois
par jour avec la solution nutritive utilisée couramment au laboratoire (Tandonnet et al., 2010). Les
bourgeons axillaires ont été supprimés réguliérement afin de conduire les plants sur un seul axe. Aprés
3 a 5 semaines de croissance, les plantes ayant une tige d'environ 1m50 et possédant une quinzaine de
feuilles ont été tuteurées. La surface foliaire de chaque plante a été déterminée comme précédemment
(voir Chapitre 2), par mesure de la longueur de la nervure principale de chaque feuille et
transformation de la longueur en surface via les régressions établies précédemment pour chaque
génotype. La veille de I'expérimentation, I'ensemble des plantes ont été rognées de maniére a limiter la
surface foliaire totale a 800 cm? et lorsque cette surface n'était pas atteinte, seul I'apex foliaire a été
Oté. Les pots ont été ensachés de maniére a limiter les pertes en eau par évaporation et placés en serre

expérimentale équipée d'un systéme de contrdle des températures par cooling.
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Tableau 4.11- Presentation of the studied scion/rootstock combinations, their abbreviation in the

manuscript and the dates of the three experiments undertaken.

N° of Duration of the

experiment experiment

1 From 04/07/2014 to
21/07/2014

2 From 01/08/2014 to
18/08/2014

3 From 22/08/2014 to
08/09/2014

Graft combinaison

Scion

101-14 Mgt
Syrah
Grenache
110R
Syrah
Grenache
Syrah
Grenache
Riparia Gloire
Syrah
Grenache
41B Mgt
Syrah
Grenache
Syrah
Grenache
SO4
Syrah
Grenache
161-49 C
Syrah
Grenache
140Ru
Syrah
Grenache
Syrah

Rootstock

101-14 Mgt
101-14 Mgt
101-14 Mgt
110R

110R

110R

Syrah
Grenache
Riparia Gloire
Riparia Gloire
Riparia Gloire
41B Mgt

41B Mgt

41B Mgt
Syrah
Grenache
S04

SO4

S04

161-49 C
161-49C
161-49 C
140Ru

140Ru

140Ru

Syrah

Abbreviation in
the manuscript

101-14/101-14
SY/101-14
GR/101-14
110R/110R
SY/110R
GR/110R
SYISY
GR/GR
RGM/RGM
SY/RGM
GR/RGM
41B/41B
SY/41B
GR/41B
SYISY
GR/GR
S04/S04
SY/SO4
GR/SO4
161-49/161-49
SY/161-49
GR/161-49
140Ru/140Ru
SY/140Ru
GR/140Ru
SY/ISY




L'intensité lumineuse (PPFD, Photosynthetic Photon Flux Density) au-dessus de la canopée a été
déterminée grace a deux capteurs de rayonnement (LI1-190, LI-COR, Nebraska, USA) et les
températures séches et humides ont été mesurées par deux psychrometres. L'ensemble des données ont
été enregistrées toutes les 15 minutes (Campbell 21X, Campbell Scientific Inc., Loughborough, UK)
durant toute I'expérimentation et le déficit de pression de vapeur a été calculé selon Allen et al. (1998).

11-2. Stratégie expérimentale

La serre expérimentale semi-contr6lée dispose d'un dispositif de 150 balances (CH15R11
CHAMPII, Obaus GmbH, Nénikon, Switzerland) précédemment décrit par Marguerit et al. (2012)
(Figure 4.2). Les pesées sont enregistrées automatiquement toutes les 15 minutes permettant un suivi
fin de la transpiration. Au total, 20 plantes de chacune des 23 combinaisons greffon/porte-greffe ont
été étudiées, ce qui représente une quantité de plants treés largement supérieure a la capacité d'accueil
de la serre. L'expérimentation a donc été conduite en 3 fois de maniére a caractériser le comportement
de 2 a 3 génotypes en homo- et hétérogreffe par expérimentation (noté comme Expérimentation 1, 2 et
3; Tableau 4.11). De maniére a pouvoir comparer lI'ensemble des combinaisons entre elles, les
combinaisons SY/SY et GR/GR ont été étudiées lors de chaque expérimentation. Seule la combinaison
GR/GR était absente de 1’expérimentation 3, en raison d’un manque de plants li¢ au faible taux de

reprise de cette combinaison apres stratification.

La durée de chaque expérimentation étant de 18 jours, les étapes de greffage précédemment décrites
ont été réalisées en deux fois avec deux semaines de décalage afin d’obtenir des plantes de taille
relativement homogéne pour les différentes combinaisons sur toute la durée de 1’étude (du 4 juillet au
8 septembre). Les génotypes ont été sélectionnés pour les différentes expérimentations en fonction de
leur précocité du développement en prenant soin de sélectionner un génotype dit tolérant au déficit

hydrique & chaque expérimentation (Carbonneau, 1985).
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Figure 4.2- Glasshouse balance platform.
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Figure 4.3- Experimental design. During the first eight days, the plants were manually irrigated at
8:00 a.m. to maintain 100% of soil water content (SWC). During the three next days, the irrigation
was withheld to reach 20% of SWC and this content was maintained during the six following days by
daily irrigation. At day 17, a full irrigation was performed and maintained until day 18. The blue line
shows the substrate water content during the 18 days of the experiment. Crosses display the different
sampling dates and their names. The arrows display the days where the leaf area measurement was
performed. Boxes show the three days of plant hydraulic measurement in well-watered conditions and
during the period of maintenance of water deficit.



11-3. Contrdle du statut hydrique du substrat

Lors des expérimentations, le statut hydrique du substrat de chaque pot a été évalué
quotidiennement par pesée a partir du calcul de la teneur en eau du sol (SWC, Soil Water Content).

SWC (%) = (Wt — Wd — Wp — Ws ) * 100 / (Ws * 0s)

Avec, Wt (Weight total) correspondant au poids total obtenu par le dispositif de balances et Wd
(Weight device) correspondant a la somme du poids des tuteurs, des pots, des coupelles et du sac en
plastique. Le poids des tuteurs et des coupelles a été mesuré individuellement alors que le poids du pot
et du sac en plastique a été moyenné sur deux lots de 50. Wp (Weight plant) correspond a la biomasse
de la plante au rempotage pour les calculs en cours d’expérimentation, puis cette valeur a été corrigée
par la biomasse fraiche de la plante a la récolte. Ws (Weight dry sand) correspond au poids du sable
sec, évalué pour chaque plant lors du rempotage des plants. 6s (Water holding capacity of soil)
correspond a la capacité de rétention en eau du sable évaluée sur 10 pots et rapporté au gramme de

sable sec.

11-4. Traitements hydriques appliqués

Durant les 18 jours d'expérimentation, la teneur en eau des pots a été contr6lée par pesée afin
de l'ajuster aux valeurs cibles désirées pour les différentes phases. Quatre phases distinctes ont été
définies (Figure 4.3). Durant les 7 premiers jours, les plants ont été arrosés a la solution nutritive de
maniére a maintenir un SWC de 100%. Deux arrosages quotidiens ont été effectués, le premier de 8h a
9h30 pour ramener SWC a 100%, et le second de 21h a 22h ou 50 mL ont été ajoutés lorsque les
plantes avaient transpiré au moins la valeur équivalente dans la journée. Le 8°™ jour, I’arrosage
matinal a ramené la teneur en eau a 100%, puis durant les 3 a 4 jours suivant, 1’irrigation a été stoppée
pour conduire a un desséchement non contrdlé jusqu’a un SWC de 20%. Durant les jours 11 a 16, un
arrosage matinal (8h a 9h30) a permis de maintenir le statut hydrique a 20% du SWC. Finalement le
jour 17, les plants ont été ré-arrosés de maniére a atteindre 100% du SWC, et ce niveau a été maintenu

jusqu’au jour 18.
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11-5. Détermination de la transpiration journaliére

La transpiration a été déterminée par l'analyse des variations de poids des pots installés sur
chacune des balances a l'aide d'une procédure automatique mise en place par G. Gambetta. Ce
programme additionne la différence de poids entre chaque enregistrement (toutes les 15 minutes) pour
chaque plante tout en écartant toutes les valeurs aberrantes. Les résultats de cette procédure ont été

comparés a un calcul manuel sur plus de 580 mesures de transpiration journaliere (Figure 4.4).

Les mesures de transpiration journaliere ont été rapportées a la surface foliaire de chaque plante. La
surface foliaire a été évaluée en début d'expérimentation et les jours 7 et 14 comme décrit
précédemment (Figure 4.1), puis intégrée tout au long de I'expérimentation, en prenant soin de

retrancher la surface de chaque feuille supprimée lors des différentes mesures de potentiel hydrique.

11-6. Mesure de conductance hydraulique

La conductance hydraulique de la plante entiére (Khyan) a été évaluee par la méthode de flux
transpiratoire décrite par Lovisolo et Tramontini (2010) en divisant le flux transpiratoire par la

différence de potentiel hydrique du sol et de la tige.

Le potentiel hydrique du sol a été déterminé par la mesure du potentiel de base réalisée sur la premiere
ou la deuxieme feuille basale entre 4h et 5h (avant le lever du jour). Le potentiel hydrique de tige a été
mesuré sur deux feuilles matures ensachées au moins 2h avant entre 13h et 14h30. Les deux feuilles
choisies se situent aux extrémités apicales et basales de la tige. Elles ont été choisies dans le but de
séparer la conductance hydraulique racinaire et celle de la tige. Cependant dans une large majorité des
cas, la différence entre le potentiel hydrique de la feuille basale et de celle apicale était négative,
rendant impossible le calcul de conductance hydraulique de la tige (Wstempasa - Wstemgpica < 0). Le
choix a donc été fait d’utiliser uniquement le potentiel de tige déterminé pour la feuille apicale. En
effet ces deux valeurs sont fortement corrélées (Expérimentation n°2, R2= 0.71 ; Expérimentation n°3,
R2 = 0.72) mais dans la majorité des cas le potentiel hydrique de tige déterminé a partir la feuille
basale s’écarte de la relation 1:1. La transpiration a été déterminée par gravimétrie sur la période de

11h a 13h et rapportée a la surface foliaire.

Lors de I’expérimentation n°l, une erreur d’organisation a entrainé 1’arrosage des plantes entre la
mesure du potentiel hydrique de base et les mesures de potentiel hydrique de tige, les données n’ont

alors pas pu étre exploitées pour le calcul de la conductance hydraulique.

Du fait du grand nombre de potentiel hydrique a mesurer, le choix a été fait d'étaler les mesures sur 2 a

3 jours de maniere & limiter I'écart de temps entre la premiére et la derniére mesure (Figure 4.3).
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11-7. Mesure de conductance stomatique

La conductance stomatique (gs), I'assimilation carbonée (A) et la transpiration foliaire (E) des
plantes ont été déterminés par un appareil de mesure d'échange gazeux (GFS-3000, Heinz Walz
GmbH, Effeltrich, Germany). Les mesures ont été effectuées sur les mémes plantes et au méme
moment que les mesures de conductance hydraulique. La 4°™ ou la 5°™ feuille en partant de
I'extrémité apicale (en fonction de la taille de la feuille) a été placée dans la chambre d’assimilation de
8 cm? de surface mesurée. Les parametres climatiques a l'intérieur de la cuvette ont été fixés pour
obtenir un rayonnement de 1200 umol m™ s sur la surface adaxiale de la feuille, une concentration en
CO, atmosphérique de 380 umol mol™, et une température de 25°C. L'humidité relative n'a pas été
contrblée. Les mesures ont été prises aprés observation d'une différence de teneur en CO, et en H,O

stable, soit environ 2 minutes.

11-8. Prélevements des échantillons

Lors des jours 7, 11, 15 et 18, 5 plants par combinaison ont été échantillonnés de 13h a 14h-
14h30, ce qui correspondait a 4 prélévements: un témoin en situation non contrainte au jour 7 (Well-
watered), un en déficit hydrique au jour 11 (water deficit), un en déficit hydrique prolongé au jour 15
(3 days at 20% of SWC, prolonged water deficit) et un en réhydratation au jour 18 (Rehydratation)
(Figure 4.3). Au moment de ces 4 prélévements, le potentiel de tige a été déterminé a ’aide d’une
chambre & pression, sur la 4°™ feuille en partant de I’extrémité apicale et préalablement ensachée a

I’obscurité (au moins 2h avant).

La feuille juste au-dessus et celle juste en dessous ont été prélevées sans pétiole pour les extractions
d’ARN totaux (Cf Chapitre 5) et les dosages hormonaux. Les plants ont ensuite été déracinés et des
échantillons racinaires ont été prélevés. Les pointes racinaires d’environ 2 cm de long ont été utilisées
pour les extractions d’ARN totaux et les dosages hormonaux. Aprés prélévement, les échantillons ont
été plongés dans I’azote liquide et stockés a -80°C avant analyse. Le reste de la plante a été pesé et

séché en séparant, les racines, le tronc, la tige (comprenant les pétioles) et les feuilles sans pétiole.

Pour les échantillons en déficit hydrique (Without irrigation) et en réhydratation, le potentiel de base a
été déterminé le jour de la récolte entre 4h et 5h du matin, sur la premiere ou la deuxieme feuille située

a la base de la tige.
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11-9. Dosage hormonaux (ABA, PA, DPA et ABA-GE)

Contrairement aux dosages de métabolites réalisés au chapitre 2, les dosages ont été effectués
sur les feuilles et les pointes racinaires et non sur la seve xylémienne. Les deux tissus analysés ont été
broyés sous azote liquide par un broyeur a bille (MM 400, Retsch GmbH, Hann, Germany). En
moyenne 150 mg de matiére fraiche ont été lyophilisés (Alpha LSC 1-4, Christ, Germany) avant d’étre
envoyé en Australie (CSIRO) pour étre extraits et analysés selon les méthodes décrites par Speirs et al.

(2013). Seuls les échantillons sans contrainte et en déficit hydrique ont été analyses.

11-10. Analyses statistiques

Les analyses de variance réalisées sur les données de surface foliaire, le potentiel hydrique, de
conductance stomatique, de conductivité hydraulique, ou de teneur en métabolites sont décrites au fur
et a mesure dans la partie résultat. Les effets sont considérés comme significatifs au seuil de 5%, et les
comparaisons multiples ont été réalisées par un test de Tukey (HSD). Il est important de noter que
I'ensemble des combinaisons possibles avec les génotypes utilisés n'ont pas été étudiées (par exemple
RGMY/SY). L'analyse de variance montrant des effets porte-greffes sur les génotypes SY et GR et des
effets greffon sur les génotypes RGM, 101-14, SO4, 161-49, 41B, 110R et 140Ru correspond a la
comparaison des homogreffes respectives avec les autres combinaisons. Les analyses de variance, les
analyses en composantes principales (ACP), les analyses discriminantes ainsi que le calcul des
coefficients de corrélation de Pearson ont été réalisés a l'aide du logiciel XLStat (Addinsoft SARL.,
Paris, France). Ce logiciel a également permis de générer les analyses de similarité entre variables, en
utilisant la méthode d'assemblage par la moyenne des coefficients de Pearson. Les cartes de chaleur
ont été générées a l'aide du logiciel R v.2.15.3 (R Development Core Team, 2008). Les régressions
entre la conductance stomatique et I'assimilation carbonée avec le potentiel de base ont été établies a

I’aide de la procédure incluse dans le logiciel Sigmaplot 11.0 (Jandel Scientific, Erkrath, Germany).
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Figure 4.5- Evolution of the VPD during the three experiments. Average VPD per day and its
distribution between 8:00 and 22:00 were calculated from Allen et al. (1998). Colored bars show the
days of sampling, in well-watered (green), water deficit (orange), prolonged water deficit (red) and
rehydratation (blue) conditions.



I11- Résultats

I11-1. Présentation générale des trois experimentations
I11-1.1. Conditions climatiques

Les données climatiques durant les trois expérimentations sont présentées en figure 4.5 et
S4.1-2. Les conditions climatiques au sein de la serre expérimentale étant semi-contrélées par un
systéeme de refroidissement de l'air de type "Cooling"”, I'amplitude des variations de VPD et de
température est relativement faible au cours des différentes expérimentations. Cependant
I'expérimentation n°1 présente des valeurs de VPD plus variables. De plus, au cours de cette
expérimentation, les valeurs de VPD les plus élevées ont été enregistrées le jour de la récolte des
plants en situation non contrainte (Jour 7) et durant toute la durée du déficit hydrique édaphique

prolongé (Jour 11 a 16).

De la méme maniere, les données de rayonnement sont plutét stables au cours des expérimentations
mais certaines journées sont caractérisées par des valeurs trés faibles. Pour I'expérimentation n°1, une
baisse de rayonnement importante a eu lieu durant l'application du déficit hydrique (Jour 10), ainsi que
le jour des prélévements en déficit hydrique prolongé (Jour 15). Pour I'expérimentation n°2, une baisse
de rayonnement est également survenue durant l'application du déficit hydrique (Jour 9), alors que lors

de I'expérimentation n°3, seul le jour 6 est caractérisé par une baisse importante.
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Figure 4.6- Box plot of the substrate water content (SWC) during the three experiments at 10:00
(just after the daily irrigation). Lines for each box plot show from top to bottom 90", 75™, 50", 25",
10™ percentile. Colored bars show the days of sampling in well-watered (green), water deficit
(orange), prolonged water deficit (red) and rehydratation (blue) conditions.



111-1.2. Evolution de la teneur en eau du substrat

La teneur en eau du substrat (SWC), exprimée en pourcentage de la capacité de rétention
maximale est présentée en figure 4.6. Le contr6le du statut hydrique permet clairement de distinguer
les quatre phases de chaque expérimentation. Du jour 1 au jour 8, l'arrosage quotidien a permis de
maintenir le statut hydrique du sol a plus de 80% de la capacité au champ. Du jour 8 au jour 11, I'arrét
de l'irrigation a permis de diminuer cette teneur jusqu'a atteindre une valeur de 20%, qui a été
maintenue jusqu'au jour 16. Le jour 17, la teneur en eau du sol a été ramenée et maintenue jusqu'au

dernier prélévement & une valeur proche de 100%.

La phase de déshydratation des pots (jours 8 a 11) présente des différences de cinétique entre les
expérimentations. Pour l'expérimentation n°1, la diminution globale de la teneur en eau du jour 10 au
jour 11 est tres faible. Il en est de méme pour l'expérimentation n°2 entre les jours 9 et 10. Ces
différences témoignent des différences climatiques observées précédemment et notamment au niveau

du rayonnement (Figure S4.2).

Les teneurs en eau du substrat au jour 11 présentent une grande variabilité pour les trois
expérimentations liée a des vitesses de transpiration différentes entre les génotypes, mais aussi a des
surfaces foliaires variables. Pour ce point de prélévement, les plantes ont été choisies de maniére non
aléatoire, afin de sélectionner pour chague combinaison greffon/porte-greffe, les plantes ayant une

teneur en eau du substrat la plus proche de 20% a 8:00 a.m..

Pour I'expérimentation n°3, la teneur en eau au jour 18 est plus faible qu'au jour 17, ce qui n'est pas
observé pour les autres expérimentations. Cette observation est en lien avec un changement de
stratégie expérimentale. En effet, une mesure de potentiel hydrique de base étant le matin du
préléevement en réhydratation, et du potentiel de tige au moment du prélévement (13:00 a 14:30), le
choix a été fait de ne pas arroser les plantes entre ces 2 temps de mesures de maniére a pouvoir
calculer la conductance hydraulique des plantes dans cette condition. Ces données ne seront pas

présentées dans le manuscrit.
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Figure 4.7- Leaf area per plant after the normalization process at day 0. Mean and standard
deviation for each scion/rootstock combination. One-way ANOVA was performed for each
experiment separately. p-value and number of plants are displayed. Combinations with same letter are
not statistically different (Tukey-HSD).



111-1.3. Surface foliaire

La surface foliaire initiale des plants pour les différentes combinaisons greffon/porte-greffe
étudiées est présentée en figure 4.7 pour les trois expérimentations. Pour I'expérimentation n°1 et n°2,
des différences significatives sont observées pour la surface foliaire aprés normalisation. Pour
I'expérimentation n°1, les combinaisons SY/101-14 et GR/101-14 présentent une surface foliaire
moyenne plus importante que pour les combinaisons 110R/110R et SY/110R. Pour I'expérimentation
n°2, les combinaisons greffon/porte-greffe SY/RGM et SY/SY présentent une surface foliaire plus
importante que les combinaisons GR/RGM et 41B/41B. Pour l'expérimentation n°3, les surfaces
foliaires des plants des combinaisons ne présentent pas de différence significative.

Pour les expérimentations n°1 et n°2, les différences observées proviennent de plantes n'ayant pas
atteint la surface foliaire désirée avant I'étape de rognage. Pour la série n°3, le décalage dans le temps
de I'expérimentation a permis d'obtenir des plantes plus grandes, ce qui se traduit par une meilleure

homogénéisation de la surface foliaire.
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Figure 4.8- Average plant daily transpiration per day normalized by the plant leaf area for all
the combinations for each experiment. Bars represent the standard deviation.



I11-1.4. Transpiration de la plante entiére

Les données de transpiration journaliére par plante pour I'ensemble des combinaisons au cours des
trois expérimentations sont présentées en figure 4.8. Globalement la transpiration des plantes en
situation non contrainte (Jour 1 & 8) est supérieure a la transpiration en situation de déficit hydrique

édaphique prolongé (Jour 11 a 16).

Une forte diminution de la transpiration journaliére est observée les jours 10, 9 et 5 pour les
expérimentations n°l, n°2 et n°3 respectivement. Ces baisses sont associées aux conditions
climatiques avec pour les expérimentations n°1 et n°2 une forte diminution du rayonnement (Figure

S4.2), et pour I'expérimentation n°3 une forte diminution du VPD (Figure 4.5).
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Figure 4.9- Predawn water potential recorded for the different sampling days. Mean and
standard deviation of predawn leaf water potential is shown for each scion/rootstock combination.
Two-way ANOVA was performed for each experiment separately. p-value is shown and combinations
with same letter are not statistical different (n= 3-5; Tukey-HSD).



I11-2. Caractéristiques transpiratoire des plantes le jour des prélévements
111-2.1. Potentiel hydrigue de base

Les données de potentiel de base déterminées le jour du prélévement pour les conditions de
déficit hydrique et de réhydratation et celles déterminées lors des mesures de conductance hydraulique
en condition non contrainte et en contrainte prolongée sont présentées en figure 4.9. Une analyse de
variance a été réalisée en fonction des combinaisons greffon/porte-greffe, de la condition hydrique de

la mesure et de leur interaction, de maniére séparée pour les trois expérimentations (Figure 4.9).

Au sein des trois expérimentations, le potentiel de base en situation non contrainte n'est pas
significativement différent entre les combinaisons greffon/porte-greffe. 1l en est de méme pour le

potentiel de base en condition de réhydratation.

L'évolution du potentiel de base lors du défit hydrique et du déficit hydrique prolongé présente de
fortes divergences entre les trois expérimentations. Pour I'expérimentation n°1, le potentiel de base en
situation de déficit hydrique n'est pas différent entre les combinaisons ni avec la situation non
contrainte. Cependant pour la situation de déficit hydrique prolongé, une diminution significative est

observée pour I'ensemble des combinaisons a I'exception des combinaisons GR/101-14 et GR/110R.

Pour les expérimentations n°2 et n°3, une légere diminution du potentiel de base est observée entre la
condition non contrainte et la condition de déficit hydrique mais elle n'est significative que pour les
combinaisons GR/41B et GR/GR. Le potentiel hydrique de base est maintenu en déficit hydrique
prolongé pour I'ensemble des combinaisons par rapport a la situation de déficit hydrique a I'exception

de la combinaison 140Ru/140Ru ou elle diminue significativement.

Globalement, entre les traitements hydriques de faibles variations du potentiel hydrique de base sont
observées. Les mesures de potentiel hydrique de base étant réalisées avant l'irrigation, la forte
diminution observée pour I'expérimentation n°1 en situation de déficit hydrique prolongé, témoigne

des conditions atmosphériques trés stressantes observées précédemment.
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Figure 4.10- Stem water potential recorded for the different sampling days. Mean and standard
deviation of stem water potential is shown for each scion/rootstock combination. Two-way ANOVA
was performed for each experiment separately. p-value is shown and combinations with same letter
are not statistical different (n= 3-5; Tukey-HSD).



111-2.2. Potentiel hydrique de tige

Les données de potentiel hydrique de tige lors des différents prélévements sont présentées
pour les trois expérimentations en figure 4.10. Une analyse de variance a été réalisée en fonction des
combinaisons greffon/porte-greffe, du jour de prélévement et de leur interaction, de maniére séparée
pour les trois expérimentations (Figure 4.10).

Au sein des trois expérimentations, le potentiel de tige & la récolte en situation non contrainte n'est pas
significativement différents entre les combinaisons greffon/porte-greffe.

D'une maniere générale, la situation de déficit hydrique entraine une diminution significative du
potentiel hydrique de tige pour ’ensemble des combinaisons a l'exception de quelques-unes : 101-
14/101-14 (Expérimentation n°1), GR/RGM, 41B/41B, SY/41B (Expérimentation n°2) et SO4/SO4,
SY/SO4, GR/SO4, 161-49/161-49, SY/161-49 (Expérimentation n°3). En moyenne, le potentiel
hydrique de tige lors de l'expérimentation n°l est plus négatif (-1.02 MPa) que lors des
expérimentations n°2 (-0.74MPa) et n°3 (-0.75MPa).

Pour les trois expérimentations, les potentiels hydriques de tige mesurés aprés un déficit hydrique
prolongé et aprés un jour de réhydratation ne sont pas significativement différents. 1ls ne sont pas non
plus significativement différents de ceux enregistrés en situation non contrainte pour toutes les

combinaisons, a I'exception de la combinaison 140Ru/140Ru (Expérimentation n°3).

En effet, pour certains individus de cette combinaison, I'application du déficit hydrique a entrainé un
jaunissement foliaire ainsi que le dessechement global du plant. De plus le point de greffe de ces
plants présentait un cal d'une taille importante et des racines aériennes au niveau de la base du greffon
étaient visibles. Pour ces plants, il est fort probable que le maintien du potentiel hydrique a des valeurs
basses apres trois jours de déficit hydrique et apres un jour de réhydratation soit principalement di a

des difficultés de reprise au greffage connus pour ce génotype (Keller, 2010).
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Figure 4.11- Effect of water treatment on scion/rootstock transpiration for the three
experiments. Means and standard deviation are displayed for day 6 (n>11), day 14 (n>5) and day 17
(n = 3-6, n*=1, n**=2). Mean percentage of transpiration decrease between day 6 and day 14 is shown
in bold. ANOVA result is shown for each experiment. Scion/rootstock combinations with the same
letter are not statistical different (Tukey-HSD).



I111-2-3. La transpiration des plantes entieres par combinaison

Les données de transpiration au jour 6 (sans contrainte hydrique), au jour 14 (apres trois jours
de déficit hydrique stabilisé) et au jour 17 (aprés réhydratation du sol) sont présentées pour les trois
expérimentations et pour chaque combinaison greffon/porte-greffe en figure 4.11. Les résultats de
I'analyse de variance, effectuée séparément pour les trois expérimentations, sur la transpiration en
fonction de la combinaison greffon/porte-greffe, des traitements hydriques ainsi que de leur interaction
sont également présentés en figure 4.11. Pour les trois expérimentations, I'analyse de variance permet
d'observer des différences significatives entre les combinaisons greffon/porte-greffe, ainsi qu'entre les
différents traitements hydriques.

En I’absence de contrainte hydrique, la transpiration des combinaisons SY/101-14 et SY/110R est
significativement plus importante que celle observée pour la combinaison 101-14/101-14. La
transpiration des combinaisons 41B/41B et GR/GR est significativement plus importante que celles
des combinaisons GR/RGM et SY/41B. La transpiration de la combinaison 161-49/161-49 est plus
importante que celle des combinaisons SY/SO4, GR/SO4 et GR/161-49.

Pour I'ensemble des combinaisons étudiées au cours des trois expérimentations, le déficit hydrique
provoque une baisse significative de la transpiration. Pour les expérimentations n°1 et n°2, la baisse de
transpiration est plus importante pour la combinaison GR/GR (72 et 64 %) que pour la combinaison
SY/SY (59 et 60%). Pour les génotypes RGM, 101-14 et 110R en situation d'hétérogreffe avec le
greffon SY, la transpiration est réduite de maniére plus importante par rapport aux homogreffes
correspondantes. L'inverse est observé pour ces génotypes lorsque le greffon est GR. Pour les
génotypes 41B et 161-49, la situation d'hétérogreffe avec le greffon SY ne modifie pas le pourcentage
de réduction de la transpiration entre la situation non contrainte et celle en déficit hydrique prolongé.
Pour SO4, la situation d'hétérogreffe augmente le pourcentage de réduction de la transpiration alors

que l'inverse est observé pour 140Ru quel que soit le génotype de greffon.

Lors de la réhydratation, la transpiration de chaque combinaison n'est pas significativement différente

de celle en situation de contrainte hydrique prolongeée.
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Figure 4.12- Scion/rootstock hydraulic conductance for experiment n°2 (A and B) and n°3 (C
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111-2.4. La conductance hydraulique

La conductance hydraulique de la plante (Khyay) calculée selon la méthode des flux
transpiratoires pour chaque combinaison au cours des expérimentations n°2 et n°3, en situation non
contrainte et aprés un déficit hydrique prolongé, est présentée en figure 4.12. Pour chaque situation
hydrique, une analyse de variance a été réalisée afin d’évaluer l'effet du greffon, du porte-greffe et de
leur interaction (Figure 4.12). Une seconde analyse de variance est disponible dans les données
supplémentaires afin de comparer pour chaque combinaison greffon/porte-greffe, l'effet de la
contrainte hydrique et leur interaction de maniere séparée pour les deux expérimentations (Tableau
S4.1).

Pour les deux expérimentations et pour les deux situations hydriques étudiées, les analyses de variance
ne permettent pas de séparer significativement la conductance hydraulique de la plante par le génotype
de greffon, de porte-greffe, ainsi que par les combinaisons greffon/porte-greffe. Seul le traitement

hydrique entraine une baisse significative de la conductance hydraulique de la plante (Tableau S4.1).

Le pourcentage de conductance hydraulique maintenue aprés le déficit hydrique prolongé est de 44%
pour la combinaison SY/SY au cours des deux expérimentations (Figure 4.12). Pour la combinaison
GR/GR ce pourcentage est beaucoup plus faible (18%). L'homogreffe 161-49/161-49 présente le
rapport de conductance hydraulique en déficit hydrique prolongé le plus élevé (74%). Pour ce
génotype en situation d'hétérogreffe, la réduction de conductance hydraulique est beaucoup plus forte,
quel que soit le greffon. Pour les génotypes RGM et SO4, le pourcentage de conductance hydraulique
maintenue change peu avec le greffon SY alors qu’il augmente avec le greffon GR. Pour le génotype
41B, les greffons SY et GR favorisent de maniere semblable le maintien de conductance hydraulique
restant apreés le déficit hydrique par rapport a I'nomogreffe. Alors que pour 140Ru, cette augmentation

est beaucoup plus marquée en situation d'hétérogreffe avec le greffon SY que pour le greffon GR.
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Figure 4.13- Stomatal conductance gs (A), carbon assimilation rate A (B), transpiration E (C)
and intrinsic water use efficiency A/gs (D) for each scion/rootstock combination in experiment
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I11-2-5. Analyse des échanges gazeux des feuilles

Les données d'échange gazeux ne seront présentées que pour l'expérimentation n°1 (Figure
4.13) et I'analyse de variance réalisée sur le facteur combinaison greffon/porte-greffe, sur le traitement
hydrique et sur leur interaction est disponible dans les données supplémentaires (Tableau S4.11).

Le flux transpiratoire (E), la conductance stomatique (gs), ainsi que 1’activité photosynthétique (A) et
I'efficience intrinseque de l'utilisation de l'eau (A/gs) présentent des variations significatives en
fonction du traitement hydrique. L'analyse de variance permet d'établir trois groupes significatifs en
fonction du traitement hydrique pour E, gs et A. Ces trois variables physiologiques sont
significativement réduites aprés trois jours de déficit hydrique, puis augmentent lors de la
réhydratation des plantes. Cependant, apres réhydratation le niveau est intermédiaire aux situations
non contrainte et de déficit hydrique prolongé. Pour A/gs seulement deux groupes significatifs sont
établis par l'analyse de variance. En situation non contrainte et de déficit hydrique prolongé, A/gs est

significativement plus faible qu'en situation de réhydratation.

Au sein de chaque traitement, I'analyse de variance ne permet pas de séparer significativement les

combinaisons greffon/porte-greffe.

Les résultats obtenus pour les expérimentations n°1 s'étendent aux expérimentations n°2 et n°3, hormis
pour A/gs. Pour I'expérimentation n°2, la valeur la plus élevée est obtenue aprés le déficit hydrique
prolongé, alors que pour I'expérimentation n°3, la valeur maximale est obtenue aprés réhydratation.

Dans tous les cas, A/gs en situation non contrainte présente la plus faible valeur.

Le rapport entre les valeurs enregistrées apres trois jours de déficit hydrique ou aprés un jour de
réhydratation et celles enregistrées en situation non contrainte est présenté en données supplémentaires
(Tableau S4.111). Pour E, gs, et A, plus de 94% de réduction est observée pour les combinaisons 101-
14/101-14, 110R/110R, SY/110R et GR/GR en condition de déficit hydrique prolongé alors que pour
les autres combinaisons cette réduction est moindre (74 a 86 %). Cependant en condition de
réhydratation, la récupération des trois parametres physiologiques est plus importante pour les
combinaisons 101-14/101-14, SY/101-14, SY/SY et GR/GR que pour les autres. Ces pourcentages de
réduction ne peuvent pas étre analysés statistiquement car les mesures ont été réalisées sur des plantes
différentes au cours des 3 phases de I’expérimentation. Mais il semblerait que la capacité de fermeture

et ré-ouverture stomatique varie en fonction de l'association greffon - porte-greffe.
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Pour les combinaisons 101-14/101-14 et 110R/110R, la fermeture stomatique est presque totale en
situation de déficit hydrique prolongé (95 et 94%) et la réouverture stomatique aprés 24h de
réhydratation est importante (50 et 49%). Pour ces deux porte-greffes, la situation hétéro-greffée
modifie le pourcentage de fermeture stomatique par rapport a I'nomogreffe, quel que soit le greffon
pour 101-14, et uniquement avec le greffon GR pour le 110R. A l'inverse aprés réhydratation, la
combinaison GR/101-14 présente une réponse différente par rapport a la combinaison 101-14/101-14
et SY/101-14. Pour les combinaisons SY/110R et GR/110R aprés réhydratation, l'ouverture
stomatique est plus faible que chez I'nomogreffe 110R/110R. De telles observations peuvent

également étre faites pour les expérimentations n°2 et n°3 (données non présentées).

Les relations entre les variables ont été établies et présentées sur la figure 4.14. La conductance
stomatique ainsi gque la photosynthése sont fortement corrélées au potentiel hydrique du sol, quelle que
soit la combinaison de génotype (Figure 4.14A et B). Ces grandeurs sont fortement liées en situation
non contrainte et en situation de déficit hydrique prolongée. Par contre, la corrélation est beaucoup
moins bonne lorsque les données de réhydratation sont prises en compte pour la conductance
stomatique (données non présentées, R2= 0,38), alors que pour la photosynthese cette relation reste

sensiblement identique (données non présentées, R2= 0,60).

A l'inverse, il ne semble pas y avoir de corrélation entre le potentiel hydrique de tige et la conductance
stomatique, ni méme avec 1’activité photosynthétique en situation non contrainte et de déficit hydrique

prolongé (Figure 4.14C et D).

Pour les expérimentations n°2 et n°3, les corrélations établies pour I'expérimentation n°l sont
vérifiées, bien que moins bonnes (expérimentation n°2, R2= 0.48 et R2= 0.48, expérimentation n°3 R2=
0.29 et Rz= 0.21, pour les relations respectives entre la conductance stomatique et I’activité

photosynthétique avec le potentiel hydrique de base).
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Figure 4.15- Heat maps for the content (ng mg™ FW) in abscisic acid (ABA), ABA-glucose ester
(ABA-GE), phaseic acid (PA) and dihydrophaseic ester (DPA) in the leaves and roots tips of 23
combinations of scion/rootstock in well-watered conditions. Green shade indicates the level of
expression relative to the lowest value for each experiment and each tissue (n = 3).



111-3. Analyses des composés liés au métabolisme de I'ABA
111-3.1. Situation non contrainte
I11-3.1.1. Présentation globale des métabolites

Les teneurs en composeés liés au métabolisme de I'ABA dans les feuilles et les racines en
situation non contrainte (Jour 7) sont présentées sous forme de cartes de chaleur (Figure 4.15). Les
teneurs en métabolites racinaires étant plus de dix fois inférieures aux teneurs foliaires, la
normalisation des données a été réalisée de maniére indépendante pour chacun des tissus mesurés. Une
analyse de variance permettant de caractériser I'effet du greffon, du porte-greffe et de leur interaction
pour chaque expérimentation est disponible dans les données supplémentaires (Tableau S4.1V).

Les résultats de l'analyse de variance ne seront pas présentés en détail. Seuls les éléments majeurs
seront décrits. Globalement, I'expérimentation n°l présente le plus d'effets significatifs, avec
I'ensemble des métabolites affectés de maniére significative par le greffon ou par le porte-greffe.
L"interaction greffon x porte-greffe n'est significative que pour la teneur en PA foliaire dans
I'expérimentation n°3. De maniére globale, les teneurs en métabolites sont largement dépendantes du

greffon au niveau foliaire, alors que le porte-greffe joue un r6le majeur sur les teneurs racinaires.

Au niveau foliaire, I'ABA et le PA sont affectés significativement par le greffon et le porte-greffe dans
les trois expérimentations, alors qu'au niveau racinaire les effets sont variables pour ces métabolites

selon les expérimentations.

Les greffons 110R, RGM, SO4 présentent les plus fortes teneurs foliaires en ABA, et sont
significativement différents des génotypes SY et GR. Le greffon GR présente des teneurs en ABA plus
faibles que le greffon SY, mais cet effet n'est significatif que dans I'expérimentation n°1. Au niveau
racinaire, la teneur en ABA est significativement plus élevée pour le porte-greffe SY en comparaison
des porte-greffes 101-14, 110R, GR au cours de I'expérimentation n°1 et en comparaison du 161-49 au

cours de I'expérimentation n°3.

La teneur en ABA-GE foliaire est significativement affectée par le greffon et le porte-greffe au cours
des expérimentations n°1 et n°3. Les greffons 110R, 161-49 et 140Ru présentent les teneurs en ABA-
GE largement supérieures aux greffons SY et GR. Au niveau racinaire, la teneur en ABA-GE est
affectée significativement par le porte-greffe lors de l'expérimentation n°1, sans aboutir a une

séparation statistique des génotypes.
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La teneur en PA foliaire est significativement plus importante pour le greffon GR par rapport aux
greffons SY, 110R et 41B pour les trois expérimentations. Au niveau racinaire, un effet significatif est
retrouvé pour I'expérimentation n°1 et n°2. Les porte-greffes RGM et 101-14 présentent les valeurs les
plus élevées par rapport aux autres porte-greffes.

La teneur en DPA foliaire n'est affectée significativement par le greffon que pendant I'expérimentation
n°l. Cependant dans toutes les expérimentations, le greffon SY possede les valeurs les plus
importantes. Les mémes conclusions peuvent étre établies au niveau racinaire, avec un effet

significatif du porte-greffe pour les expérimentations n°1 et n°2.

[11-3.1.2. Analyses factorielles discriminantes

Les teneurs en métabolites liées au métabolisme de I'ABA en situation non contrainte déterminées au
cours des trois expérimentations ont été soumises a une analyse factorielle discriminante sur la
variable "Génotype du greffon" (Figure 4.16). Au total 71,4 % de la variabilité est représentée par les
axes F1 et F2 (Figure 4.16A). L'axe F1 est principalement expliqué du c6té positif par la teneur en
ABA et en ABA-GE foliaire. L'axe F2 est principalement expliqué du c6té positif par la teneur en PA

foliaire.

La dispersion des individus permet de discriminer principalement trois groupes de greffons (Figure
4.16B). L'ensemble des combinaisons avec le greffon SY se regroupent du c6té négatif des axes F1 et
F2 au cours des trois expérimentations. L'ensemble des combinaisons avec le greffon GR sont
distribuées le long de l'axe F2 dans sa partie positive pour les trois expérimentations. Les
combinaisons avec les greffons RGM, 161-49, 110R et 140Ru se distribuent le long de lI'axe F1 dans
sa partie positive. Les combinaisons avec les greffons 101-14 et 41B se positionnent au centre du plan
factoriel, alors que celles avec le greffon SO4 se situent dans la partie positive de I'axe F1 et négative
de l'axe F2.

Cette analyse montre que la discrimination des greffons se fait majoritairement grace aux teneurs
foliaires. La séparation entre les greffons SY et GR est principalement due a la teneur en PA foliaire.
Pour les greffons RGM, SO4, 161-49, 110R et 140Ru la teneur en ABA et en ABA-GE foliaire sont
les principaux facteurs de discrimination. Les greffons 101-14 et 41B semblent avoir des teneurs

hormonales proches des greffons SY et GR.

Les teneurs en métabolites précédemment décrites ont également été soumises a une analyse
factorielle discriminante sur la variable "Geénotype du porte-greffe" (Figure 4.17). Au total 83,47 % de
la variabilité est représentée par les axes F1 et F2 (Figure 4.17A). L'axe F1 est principalement expliqué
du c6té positif par la teneur en ABA et DPA racinaire. L'axe F2 qui explique seulement 7% de la

variabilité est principalement déterminé du c6té positif par la teneur en ABA-GE racinaire.
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Figure 4.17- Discriminant function analysis on « rootstock genotype » variable. The analysis was
performed on ABA, ABA-GE, PA and DPA metabolites in leaves (-L) and root tips (-R) in well-
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and F2. The metabolites names highly correlated to the discriminant function (R>0.5) are bolded. B:
Plot of individual scores for the two discriminant functions F1 and F2. Barycenter for each genotype is
identified by a yellow dot and annotated. For SY and GR, A, B, C were add to make differentiation
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La dispersion des individus permet principalement de séparer deux groupes de combinaisons en
fonction du porte-greffe (Figure 4.17B). Les combinaisons avec le porte-greffe SY se positionnent le
long de l'axe F1 du cété positif pour des expérimentations n°1 et n°3. L'ensemble des combinaisons
avec les autres porte-greffes se distribuent le long de I'axe F2, avec du c6té positif les porte-greffes
101-14 et SO4, et du cOté négatif les porte-greffes GR des deux expérimentations et SY de
I'expérimentation n°2. Les combinaisons avec les porte-greffes RGM, 161-49, 41B, 110R et 140Ru se

positionnent plutdt au centre du plan factoriel.

Cette analyse montre que la discrimination des combinaisons selon les porte-greffes est principalement
liée aux teneurs en métabolites racinaires. La teneur en ABA et DPA racinaire permet de discriminer
le génotype SY. Les autres porte-greffes se différencient tres peu, mais I'ABA-GE racinaire est le

principal facteur de discrimination.

Finalement une analyse discriminante a également été réalisée a partir des données métaboliques pour
les trois expérimentations sur la variable "Combinaison greffon/porte-greffe" (Figure S4.3). Celle-ci
ne sera pas décrite, mais les résultats vont dans le méme sens que les deux analyses précédentes
(Figure 4.16 et 4.17). L'ABA et I'ABA-GE au niveau foliaire permettent de discriminer les
homogreffes 101-14, SO4, 161-49, 41B, 110R et 140Ru des homogreffes SY et GR. En association
avec le greffon SY ou GR, les hétérogreffes sont proches des homogreffes SY/SY et GR/GR. L'effet
est plus marqué avec le greffon GR qu'avec le greffon SY. On remarque cependant que la combinaison
GR/110R est tres peu affectée par le génotype du greffon.
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Figure 4.18- Bar chart of abscisic acid (ABA), ABA-glucose ester (ABA-GE), phaseic acid (PA)
and dihydrophaseic ester (DPA) content by fresh biomass in the leaves (A, C, E) and roots tips (B,
D, F) of the 23 scion/rootstock combinations in water deficit conditions for experiment n°1 (A, B), n°2
(C, D) and n°3 (E, F). Mean and standard deviation is shown for each combination (n=3). Colors
legend is show in figure C.



111-3.2. Situation de déficit hydrique
I11-3.2.1. Présentation globale

La teneur en composés liés au métabolisme de I’ABA en situation de déficit hydrique (Jour
11) est présentée sous forme d'histogramme pour les trois expérimentations (Figure 4.18). Une analyse
de variance a également été réalisée sur chaque tissu séparément afin d'identifier un effet du traitement

hydrique, de la combinaison greffon/porte-greffe et de leur interaction (Tableau S4.V-VII).

Pour les trois expérimentations, la teneur en ABA foliaire et racinaire, ainsi que celle en ABA-GE, en
PA et en DPA racinaire sont significativement affectées par le déficit hydrique. Pour I'expérimentation
n°l, les teneurs en PA et en DPA foliaire sont également affectées de maniere significative par le
traitement hydrique.

La teneur en ABA foliaire augmente en moyenne d'un facteur de 4,3 en situation de déficit hydrique
alors que la teneur racinaire augmente d'un facteur de 22,6. Pour I'expérimentation n°3, un effet
significatif de la combinaison et de son interaction avec le traitement hydrique est retrouvé pour la
teneur en ABA foliaire et racinaire. Dans les deux cas, les combinaisons 140Ru/140Ru et GR/140Ru

présentent les plus fortes teneurs en ABA.

Au niveau foliaire, la teneur en ABA-GE est soumise a un effet significatif de la combinaison pour les
expérimentations n°1l et n°3. Cet effet discrimine principalement les combinaisons 161-49/161-49,
110R/110R et 140Ru/140Ru qui possedent les plus fortes teneurs en ABA-GE foliaire. Au niveau
racinaire, le traitement hydrique induit en moyenne une augmentation de la teneur en ABA-GE d'un
facteur de 3. Pour I'expérimentation n°1, un effet significatif est observé pour la combinaison et pour
son interaction avec le déficit hydrique. Ces effets mettent en avant la forte accumulation en ABA-GE
racinaire pour les combinaisons 101-14/101-14, SY/101-14 et GR/101-14.

Au niveau foliaire, la teneur en PA est significativement affectée par la combinaison greffon/porte-
greffe pour les expérimentations n°2 et n°3. Dans les deux cas, la combinaison SY/SY présente les
plus faibles teneurs, alors que les combinaisons GR/161-49, GR/41B, GR/140Ru et GR/GR présentent
les teneurs les plus élevées. Au niveau racinaire, une augmentation moyenne d'un facteur de 5,3 est
observée pour les teneurs en PA. Un effet significatif de la combinaison est observé, et un effet
d'interaction avec le traitement hydrique est retrouvé pour les expérimentations n°l et n°3.
Globalement les combinaisons RGM/RGM, 101-14/101-14, SY/101-14, GR/101-14 et 140Ru/140Ru

présentent les teneurs en PA racinaire les plus élevées.
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Figure 4.19- Discriminant function analysis on « scion genotype » variable. The analysis was
performed on ABA, ABA-GE, PA and DPA metabolites in leaves (-L) and root tips (-R) in water
deficit conditions. A: Representation of the contribution of variables to the discriminant functions F1
and F2. The metabolites names highly correlated to the discriminant function (R>0.5) are bolded. B:
Plot of individual scores for the two discriminant functions F1 and F2. Barycenter for each genotype is
identified by a yellow dot and annotated. For SY and GR, A, B, C were add to make differentiation
between experiment 1, 2 and 3.



La teneur en DPA foliaire est significativement affectée par les combinaisons pour les
expérimentations n°1 et n°3. Mais globalement pour les trois expérimentations, la combinaison SY/SY
présente les plus fortes teneurs. De plus, toutes les hétérogreffes avec le greffon SY présentent des
teneurs en PA foliaire plus importante que les homogreffes correspondantes ou que les hétérogreffes
avec le greffon GR. Au niveau racinaire, la teneur en DPA augmente en moyenne de 7,3 en déficit
hydrique. Pour les trois expérimentations, un effet significatif de la combinaison et de son interaction
avec le traitement hydrique est mis en évidence. De la méme maniere qu'au niveau foliaire, la
combinaison SY/SY posséde la plus forte teneur en DPA racinaire, cependant pour I'expérimentation

n°3, la combinaison 140Ru/140Ru présente une teneur similaire.

[11-3.2.2. Analyses factorielles discriminantes

Les teneurs en métabolites étudiés en situation de déficit hydrique ont également été soumises a une
analyse factorielle discriminante sur la variable "Génotype du greffon" conjointement pour les trois
expérimentations (Figure 4.19). Au total 72,75 % de la variance est expliquée par les axes F1 et F2
(Figure 4.19A). L'axe F1 est principalement expliqué du cété positif par la teneur en DPA foliaire et
du cbté négatif par la teneur en ABA-GE foliaire. L'axe F2 est principalement expliqué du cété positif

par la teneur en ABA, ABA-GE et PA racinaire et du coté négatif par la teneur en PA foliaire.

La distribution des individus permet de discriminer principalement quatre groupes de combinaisons en
fonction du greffon (Figure 4.19B). Du c6té positif de I'axe F1 se regroupent les combinaisons avec le
greffon SY pour les trois expérimentations. Du c6té négatif des axes F1 et F2 se regroupent les
combinaisons avec le greffon GR pour les trois expérimentations, ainsi que celles avec les greffons
RGM et 41B. Les combinaisons avec les greffons 101-14, 110R et 140Ru se regroupent du coté
négatif de l'axe F1 et du coté positif de I'axe F2. Les combinaisons avec les greffons SO4 et 161-49 se

répartissent le long de I'axe F1 dans sa partie négative.

Cette analyse en situation de déficit hydrique permet de discriminer les combinaisons selon les
greffons d’une maniére trés proche a celle obtenue en situation non contrainte (Figure 4.16). La
discrimination des génotypes se fait majoritairement par les composés de stockage et de dégradation
plutdt que sur les teneurs en ABA. Les teneurs hormonales racinaires apparaissent jouer un role plus
important en situation de déficit hydrique qu'en situation non contrainte. Le greffon 101-14 est
discriminé dans cette analyse alors que ce n’était pas le cas en situation non contrainte. L'inverse est

observé pour le génotype RGM entre les deux situations hydriques.
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Figure 4.20 —Discriminant function analysis on « rootstock genotype » variable. The analysis was
performed on ABA, ABA-GE, PA and DPA metabolites in leaves (-L) and root tips (-R) in water
deficit conditions. A: Representation of the contribution of variables to the discriminant functions F1
and F2. The metabolites names highly correlated to the discriminant function (R>0.5) are bolded. B:
Plot of individual scores for the two discriminant functions F1 and F2. Barycenter for each genotype is
identified by a yellow dot and annotated. For SY and GR, A, B, C were add to make differentiation
between experiment 1, 2 and 3.



Les données de teneur en métabolites déterminées en situation de déficit hydrique ont également été
soumises a une analyse factorielle discriminante sur la variable "Génotype du porte-greffe"”
conjointement pour les trois expérimentations (Figure 4.20). Au total 74,49 % de la variance est
expliquée par les axes F1 et F2 (Figure 4.20A). L'axe F1 est principalement expliqué du c6té positif
par la teneur en ABA-GE et PA racinaire, alors que du c6té négatif I'axe est principalement expliqué
par la teneur en DPA racinaire. L'axe F2 est principalement expliqué du c6té positif par la teneur en
ABA-GE et DPA racinaire.

La distribution des individus permet de discriminer principalement trois groupes de combinaisons en
fonction des porte-greffes (Figure 4.20B). Du cbté négatif des axes F1 et F2 se regroupent les
combinaisons avec le porte-greffe SY des trois expérimentations. Du c6té positif des axes F1 et F2 se
positionne les combinaisons avec le porte-greffe 101-14. Le long de I'axe F2 dans sa partie négative se

regroupent l'ensemble des autres combinaisons.

Cette analyse en situation de déficit hydrique ne permet pas de bien discriminer les combinaisons en
fonction des porte-greffes. Les résultats observés sont similaires a ceux observés en situation non
contrainte (Figure 4.20) avec un meilleur regroupement des combinaisons avec le porte-greffe SY
pour les trois expérimentations et une discrimination plus forte des combinaisons avec le porte-greffe
101-14. Pour ce dernier, la teneur en ABA-GE racinaire joue un réle majeur dans sa discrimination et
comme au niveau foliaire (Figure 4.19) les teneurs en ABA ne semblent pas contribuer fortement a la
discrimination des porte-greffes.
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Figure 4.21- Discriminant function analysis on « scion/rootstock combination » variable. The
analysis was performed on ABA, ABA-GE, PA and DPA metabolites in leaves (-L) and root tips (-R)
in well-watered and water deficit condition. A: Representation of the contribution of variables to the
discriminant functions F1 and F2. The metabolites names highly correlated to the discriminant
function (R>0.5) are bolded. B: Plot of individual scores for the two discriminant functions F1 and F2.
Barycenter for each genotype is identified by a yellow dot and annotated, homograft are underlined.
For SY/SY and GR/GR, A, B, C were add to make differentiation between experiment 1, 2 and 3.



111-2.3. Analyse globale des métabolites

L'ensemble des données métaboliques foliaires et racinaires en situation non contrainte et de
déficit hydrique ont été soumises a une analyse discriminante sur la variable "Combinaison
greffon/porte-greffe” (Figure 4.21). Au total 60,56 % de la variabilité est expliquée par les axes F1 et
F2 (Figure 4.21A), principalement définis par les teneurs en PA et DPA dans les feuilles, et ABA-GE
dans les feuilles et DPA racinaire respectivement.

Cette analyse ne sera pas décrite en détail car les résultats sont pour la plupart redondants avec les
analyses en situation non contrainte et de déficit hydrique. Cette analyse fait principalement ressortir
que les homogreffes se distribuent sur I’ensemble du plan factoriel contrairement aux hétérogreftes
dont le positionnement dépend beaucoup du greffon (Figure 4.21B). En effet, I'ensemble des
hétérogreffes avec le greffon SY se regroupent dans la partie négative des axes F1 et F2, alors que la
plupart des hétérogreffes avec le greffon GR se regroupent dans la partie positive de l'axe F1 et
négative de l'axe F2. Il est intéressant de noter, que la combinaison GR/110R est la seule hétérogreffe
dans la partie positive de I'axe F2. Il semblerait que cette combinaison soit moins affectée par le

greffon GR que les autres combinaisons.

La corrélation générale entre les teneurs en métabolites foliaire et racinaire au cours des 3 séries
expérimentales est présentée sous forme de classification hiérarchique ascendante (Figure 4.22) est la
matrice de corrélation avec les variables physiologiques dans le Tableau S4.VIII. L'ensemble des
métabolites racinaires analysés ainsi que I'ABA foliaire forment un groupe de variables fortement
corrélées entre elles alors que les corrélations entre la teneur en ABA-GE, PA et DPA foliaire sont
beaucoup plus faibles.

0.04 |
0.14 +
0.24 +
0.34 —+
044 +

054 +
0.64 +
0.74 +

0.84 +
0.94 +

Similarity

DPA-L
DPA-R
ABA-L
PA-R
ABA-R
PA-L

ABA-GE-R
ABA-GE-L

Figure 4.22- Tree of similarities between variables established from Pearson correlation
coefficients between ABA-related metabolites in leaves (-L) and in root tips (-R).
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1\VV- Discussion

Le travail présenté dans ce chapitre a permis de définir le comportement transpiratoire et
I'évolution du potentiel hydrique de base et de tige pour I'ensemble des 23 combinaisons greffon/porte-
greffe testées sous quatre niveaux de déficit hydrique. En parallele, la conductance hydraulique a
I’¢échelle de la plante, et les capacités transpiratoires et photosynthétiques a 1’échelle de la feuille ont
été évaluées en situation non contrainte et de contrainte hydrique prolongée. Finalement une analyse
de la teneur en ABA et ses principaux métabolites a été réalisée sur des feuilles et de racines prélevées
en situation non contrainte (J7) et suite a la mise en place du déficit hydrique (J11) dans le but de

mettre en évidence les différences entre les combinaisons au niveau foliaire et racinaire.

IV-1. Réponse genérale des combinaisons au traitement hydrique

L'ensemble des combinaisons présente une réponse générale typique a 1’application d’une
contrainte hydrique. La transpiration est maximale en situation non contrainte et largement affectée
par les conditions environnementales. Aprés la mise en place du déficit hydrique (J11), le potentiel
hydrique de base n'est globalement pas significativement réduit ce qui explique les valeurs de
transpiration encore importantes. Cependant au moment du prélévement (J11), la teneur en eau du sol
a atteint en moyenne 21% (+ 5%) de la teneur maximale, et la diminution significative du potentiel
hydrique de tige indique un fort niveau de stress des plantes récoltées.

Les teneurs en ABA au niveau foliaire et racinaire ainsi que les teneurs en ABA-GE, PA et
DPA racinaires augmentent significativement lors de la mise en place du déficit hydrique et sont
fortement corrélées au potentiel hydrique de tige. Durant le déficit hydrique prolongé, la transpiration,
le flux transpiratoire, I'assimilation carbonée et la conductance hydraulique des plantes sont
significativement réduites indiquant un important contrble stomatique des plantes mis en évidence,
notamment par les relations entre la conductance stomatique et l'assimilation carbonée avec le
potentiel hydrigue de base. Ce dernier diminue en effet pendant les 3 jours de maintien du déficit, mais
de maniere non significative pour la plupart des combinaisons. Aprés 3 jours de déficit prolongé, le
potentiel de tige est remonté plus ou moins au niveau initial (en 1’absence de contrainte), sans pour
autant que cela s’accompagne d’une augmentation de la transpiration des plantes qui reste

significativement réduite par rapport a la situation non contrainte.
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La réhydratation du sol entraine en 24h une augmentation supplémentaire du potentiel
hydrique de base et de tige sans pour autant que la transpiration des plantes revienne au niveau sans
contrainte, ce qui confirme les observations de Lovisolo et al. (2006 et 2008b) et Pou et al. (2012). Ces
auteurs suggerent que la fermeture prolongée des stomates permet la réparation des embolies dans les
vaisseaux et la récupération en maticre de conductance hydraulique a 1’échelle de la plante entiére, ce
qui se traduit par une augmentation rapide du potentiel hydrique de base et de tige. Le maintien d’une
teneur élevée en ABA dans les feuilles issu du pool racinaire pourrait expliquer la non-réouverture
immédiate des stomates en situation de réhydratation. Lovisolo et al. (2010) rapportent que les plantes
récuperent 35 a 40 % de la conductivité hydraulique initiale aprés 24h, et Pou et al. (2012) observent
une récupération totale de la conductance stomatique et de la transpiration seulement 8 jours aprés la
réhydratation. Nous montrons également que cette capacité de récupération varie en fonction des

combinaisons greffon/porte-greffe.

Le rapport A/gs témoignant de l'efficience intrinséque de 1’eauest significativement affecté par le
traitement hydrique. Il augmente en situation de déficit hydrique ou de réhydratation en fonction des

expérimentations, comme précédemment rapporté par Chaves et al. (2010).

IV-2. Réponse de la transpiration a la contrainte hydrique pour les combinaisons
SY/SY et GR/GR

Entre les différentes combinaisons, le pourcentage de réduction de la transpiration et du
potentiel hydrique de tige entre la situation non contrainte et aprés le déficit hydrique prolongé est
variable. Cette variabilité témoigne de différentes stratégies de régulation transpiratoire entre les
combinaisons. Lorsque la teneur en eau du sol diminue, deux modes de régulation du potentiel
hydrique foliaire et de la conductance stomatique ont été mis en évidence chez la plante. Certaines
plantes comme le mais voient leur potentiel foliaire maintenu, ce qui s’accompagne en général d’une
baisse de la conductance stomatique et de la transpiration. Elles sont dites isohydriques. D’autres
comme le tournesol voient leur potentiel diminuer et leur conductance stomatique partiellement
maintenue. Elles sont dites anisohydriques (Tardieu et Simonneau, 1998). Une variabilité pour ce
caractére a été mis en évidence entre génotypes de vigne (Schultz, 2003 ; Chaves et al., 2010 ; Prieto
et al., 2010, Coupel-Ledru et al., 2014). Dans notre travail, nous avons estimé le caractére
iso/anisohydrique des génotypes homo ou hétérogreffés a partir de la baisse de transpiration et de
conductance stomatique mesurées a 1’échelle de la feuille entre la situation non contrainte et celle en

déficit hydrique prolongé.
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La diminution de la transpiration et de la conductance stomatique est plus importante pour la
combinaison GR/GR que pour SY/SY au cours de I’expérimentation 1. C’est moins net au cours de
I’expérimentation 2 a 1’échelle de la feuille, mais observée a 1’échelle de la plante enti¢re. De plus le
potentiel hydrique de tige apres I'application du déficit hydrique est plus négatif pour la combinaison
SY/SY que pour GR/GR (de maniere significative pour I'expérimentation n°1l). La régulation
stomatique plus importante chez la combinaison GR/GR peut étre associée au comportement
isohydrique de ce génotype. A l'inverse, la réduction de la transpiration est moins importante pour la
combinaison SY/SY, ce qui est en adéquation avec un comportement anisohydrique, Le caractere
iso/anisohydrique de ces deux génotypes a été précédemment décrit en situation non greffée (Soar et
al., 2006) et en situation d'hétérogreffe (Schulz et al., 2003; Prieto et al., 2010 ; Coupel-Ledru et al.,
2014). Notre étude révele également un comportement différent de la conductance hydraulique pour
ces deux combinaisons. Pour l'expérimentation n°2 et n°3, la combinaison SY/SY est caractérisée par
un maintien plus important de sa conductance hydraulique en situation de déficit hydrique que la
combinaison GR/GR. Comme suggéré par Alsina et al. (2007) et Vandeleur et al. (2009), le maintien
plus important de la conductance hydraulique des variétés anisohydriques serait d0 a une sensibilité

plus faible a I'embolie permettant ainsi un maintien de la transpiration en période de déficit hydrique.

L'ensemble de ces éléments concourent a valider le caractere iso et anysodrique des génotypes GR et
SY en situation d'homogreffe.

IV-3. La réponse transpiratoire des autres combinaisons

Le caractére iso- ou anisohydrique des autres génotypes étudiés n'est pas disponible au sein de
la littérature a I'exception du génotype 110R en condition non greffée (Galmes et al., 2007). Pour ce
génotype un comportement isohydrique a été défini en situation de déficit hydrique (Galmes et al.,
2007). Notre étude montre qu'en situation de déficit hydrique prolongé la conductance stomatique de
la combinaison est réduite de 94%, un niveau similaire a la combinaison GR/GR. De plus le potentiel
hydrique de tige apres le déficit hydrique est similaire a la combinaison GR/GR et significativement
plus élevé que celui de la combinaison SY/SY. Les données de conductance hydraulique ne sont pas
disponibles dans notre expérimentation, mais il semblerait que le comportement de I'hnomogreffe
110R/110R soit conforme au comportement défini en situation non greffée (Galmes et al., 2007). Le
comportement des autres homogreffes peut également étre défini de la méme maniére avec les
génotypes 101-14, RGM, SO4 et 140Ru qui réduisent fortement leur transpiration, et les génotypes

41B et 161-49 qui la réduisent moins fortement.
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Que se passe-t-il alors en situation greffée ? Les travaux de Tramontini et al. (2013) suggérent que le
greffon est principalement responsable du caractere iso- ou anisohydrique et que le porte-greffe, via la
régulation des flux hydriques, peut permettre de modifier ce caractére. Coupel-Ledru et al. (2014)
mettent également en évidence un contrdle génétique fort du greffon pour ce caractére au sein d’une
population issue d’un croisement SY x GR. Nos travaux montrent en effet que, pour les hétérogreffes
ayant les génotypes 161-49 et 140Ru, la réponse des greffons de type iso- ou anisohydrique des
greffons semble maintenue. Le pourcentage de réduction stomatique entre la situation non contrainte
et celle en déficit hydrique prolongé est plus important pour le greffon GR que pour le greffon SY
pour un méme potentiel hydrique de tige (données non présentées). De plus la part de conductance
hydraulique maintenue en situation de déficit hydrique est plus importante pour les combinaisons avec
le greffon SY. Par contre pour les hétérogreffes avec les porte-greffes RGM, 41B et SO4, 110R et
101-14, il apparait que la réponse du greffon est modifiée. Avec RGM, 41B, SO4 et 110R, une
fermeture stomatique plus importante pour le greffon SY (a potentiel hydrique équivalent) est
observée. De plus pour ces combinaisons (hormis celles avec 110R ou elle n’a pas été déterminée), la
réduction de la conductance hydraulique devient aussi importante que pour les combinaisons avec le
greffon GR. Pour le porte-greffe 101-14, une fermeture stomatique moins importante est enregistrée
avec le greffon GR, alors qu’elle n’est pas modifiée pour le greffon SY. Ces résultats confirment ceux
précédemment observés (Tramontini et al., 2013), mais montrent aussi que le contréle stomatique peut
étre modifié par le porte-greffe (revue par Chaves et al., 2010, Lovisolo et al., 2010, Alsina et al.,
2011). De plus la perte de conductivité hydraulique en situation de déficit apparait étre en lien majeur
avec le contrdle stomatique, comme le suggerent Coupel-Ledru et al. (2014).

Plusieurs auteurs rapportent que le caractere iso/anisohydrique est variable pour un génotype donné en
fonction du porte-greffe, du climat (VPD et température) et de I’intensité et de la durée du déficit
hydrique (Franks et al., 2007 ; Chaves et al., 2010 ; Lovisolo et al., 2010 ). Rogiers et al. (2012) et
Zhang et al. (2012) mettent en évidence des différences liées aux variations conjointes de 1’état
hydrique du sol et du déficit de pression de vapeur qui pourraient modifier la sensibilité des stomates
au VPD. Un signal de type hormonal ou hydraulique variable en fonction de 1’état hydrique du sol
pourrait expliquer ce changement de comportement (Domec et al., 2012). A 1’échelle de la feuille, une
étroite intégration entre ces 2 types de signaux a été mise en évidence et pourrait expliquer le caractére
iso ou anisohydrique (Pantin et al., 2013). Les variations de ces signaux en fonction du génotype de
porte-greffes pourraient expliquer les modifications de la régulation de la transpiration et de la

conductance stomatique en fonction des interactions greffon / porte-greffe.
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IV-4. Régulation des métabolites liées a I'ABA

Les teneurs en ABA, ABA-GE, PA et DPA ont été évaluées sur I'ensemble des génotypes au niveau
foliaires et racinaires, en situation de non contrainte et en situation de déficit hydrique (J11).

L'analyse de corrélations menée sur I'ensemble des données métaboliques montre que dans les racines,
il y a une trés forte corrélation entre tous les métabolites, ainsi qu’avec la teneur en eau du sol et avec
les potentiels hydriques de base et de tige (Tableau S4.VIII). Au niveau foliaire, seule la teneur en
ABA foliaire est significativement corrélée (R > 0.3) a la teneur racinaire en ABA, au potentiel

hydrique du sol ou de tige ainsi qu'a la teneur en eau du sol.

L'absence de corrélation générale au niveau foliaire peut étre expliquée par les différences observées
entre les greffons SY et GR pour leur teneur en PA et DPA en situation ou non de contrainte hydrique.
Une analyse de corrélation a été réalisée séparément pour chaque greffon (données non présentées) et
met en évidence des corrélations significatives (R> 0.3) entre les teneurs en ABA-GE, PA et DPA
avec le potentiel hydrique de base pour le greffon GR. A l'inverse les concentrations en métabolites ne

sont pas corrélées aux parametres physiologiques pour le greffon SY.

En effet des fortes différences génotypiques ont été identifiées au niveau racinaire et foliaire sur les
produits de dégradation de I'ABA, mais aussi pour sa forme de stockage ABA-GE. Notre étude a
montré que les génotypes SY et GR se différencient principalement par leur produit de dégradation de
I'ABA. Le génotype SY au niveau foliaire et racinaire accumule principalement du DPA alors que le
génotype GR accumule préférentiellement du PA en situation de déficit hydrique ou non. C’est la
principale distinction entre les génotypes au niveau racinaire. Ces résultats déja rapportés au chapitre 2
pour ces deux génotypes pour les concentrations dans la séve xylémienne, traduisent une régulation
différentielle du catabolisme de I'ABA. PA pourrait intervenir dans la fermeture précoce des stomates
du génotype GR (Loveys et Kriedmann, 1974), mais son rdle sur le contrle stomatique n'a pas été

confirmé depuis.

Au niveau foliaire, lI'accumulation d'/ABA-GE permet de discriminer les génotypes en situation ou non
de contrainte hydrique. En situation non contrainte, I'ABA-GE foliaire est le principal discriminant des
génotypes ayant un fond génétique V. vinifera (SY, GR et 41B) de I'ensemble des autres génotypes
testés. En situation de déficit hydrique, la discrimination est la méme (a l'exception du RGM qui n'est
pas discriminé). La présence d'ABA-GE peut permettre de libérer rapidement de I'ABA (Lee et al.,
2006) en situation de déficit hydrique afin de réguler I'ouverture stomatique. Certains auteurs ont
suggéré que I'ABA-GE jouait un réle mineur sur cette régulation car la concentration observée était
trés faible (Neill et al., 1983; Priest et al., 2006). Cependant dans notre étude les concentrations en
ABA-GE en situation de déficit hydrique sont similaires voire supérieures a celles en ABA pour les

génotypes cités ce et pourrait donc intervenir sur le contrdle stomatique propre de ces génotypes.
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Cette étude montre que la teneur en ABA dans les racines et les feuilles est principalement expliquée
par le statut hydrique des plantes, et qu’elle discrimine trés peu les génotypes entre eux, que ce soit au
niveau foliaire ou racinaire en situation d’homogreffe ou d’hétérogreffe. Par contre on révele des
différences marquées entre genotypes au niveau foliaire et au niveau racinaire pour la forme de
stockage et les catabolites de I’ABA. Ces effets sont soumis a I’interaction greffon-porte-greffe et les
teneurs en métabolites racinaires ne sont globalement pas corrélées aux teneurs foliaires. 1l semblerait
alors que le métabolisme (stockage/dégradation) de I'ABA au niveau foliaire et racinaire soit

indépendant, et pas forcément relié a 1’état hydrique.

En ce qui concerne les greffons GR et SY, on constate des différences principalement au niveau de la
teneur en PA/DPA et de leur variation de concentration en fonction du déficit hydrique. Par contre on
met en évidence des différences du caractere iso/anisohydrique et des effets du porte-greffe sur
I’expression de ce caractere, alors que les teneurs en ABA racinaire et foliaire ne permettent pas de
discriminer les porte-greffes pour les différentes combinaisons étudiées. Il a été proposé que le
caractére iso ou anisohydrique pourrait s’expliquer par un effet variable de I’ABA au niveau foliaire
(Davies et al., 1994 ; Rogiers et al., 2012), mais nos résultats suggérent qu’un autre type de signal en
provenance des racines pourrait participer a ce contrdle et donc expliquer les variations du caractere
iso/anisohydrique par le porte-greffe. Un signal hydraulique est fortement probable (Vandeleur et al.
2009 ; Pou et al., 2013, Domec et al.; 2012). Dans notre travail, le lien entre la réduction de
conductance hydraulique et le caractére iso/anisohydrique corrobore cette hypothése.

135






V- Conclusions

L'analyse effectuée au sein de ce chapitre a permis de valider et d'établir le comportement iso-
et anisohydrique pour I'ensemble des combinaisons étudiées. Le comportement observé en situation
d'homogreffe pour les génotypes 110R, SY et GR est conforme a celui rapporté en situation non
greffée montrant que le caractére iso ou anisohydrique est d’abord déterminé par le génotype et que le

greffage en lui-méme ne conduit pas a une modification du contrdle stomatique.

Cependant le génotype de porte-greffe est capable d'influencer la régulation stomatique du greffon,
gu'il soit naturellement iso ou anisohydrique. En situation homo ou hétéro-greffée, la perte de
conductance hydraulique est un paramétre majeur du type de régulation stomatique du greffon.
L’ABA influence les propriétés hydrauliques, que ce soit a I’échelle de la plante ou de différents
organes (Schultz et Matthews, 1988; Lovisolo et Schubert 1998, 2006; Lovisolo et al., 2008a, 2008b;
Schultz 2003; Pou et al., 2008). Cependant dans notre étude, I'ABA n'est pas le facteur principal de
discrimination entre génotypes. Au niveau racinaire il apparait que le métabolisme de I'ABA est
commun a tous les porte-greffes testés et qu’il est principalement controlé par la disponibilité en eau et
le potentiel hydrique du tissu. Au niveau foliaire, les différences entre génotypes sont plus marquées,
notamment entre les variétés V. vinifera. De plus seule la teneur en ABA au niveau foliaire est en lien

avec le métabolisme racinaire, la disponibilité en eau et le potentiel hydrique du tissu.
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VI1- Données supplémentaires
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Figure S4.1- Summarized temperature during the three experiments. Mean temperatures per day
and their distribution between 8:00 and 22:00 are shown. Shaded boxes represent the days of
sampling, in well-watered (green), water deficit (orange), prolonged water deficit (red) and
rehydratation (blue) conditions.
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Figure S4.2- Summarized PAR during the three experiments. Mean PAR values per day and their
distribution between 8:00 and 22:00 are shown. Shaded boxes represent the days of sampling, in well-
watered (green), water deficit (orange), prolonged water deficit (red) and rehydratation (blue)
conditions.
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Figure S4.3— Discriminant function analysis on « scion/rootstock combination » variable. The
analysis was performed on ABA, ABA-GE, PA and DPA metabolites in leaves (-L) and root tips (-R)
in well-watered conditions. A: Representation of the contribution of variables to the discriminant
functions F1 and F2. The metabolites names highly correlated to the discriminant function (R>0.5) are
bolded. B: Plot of individual scores for the two discriminant functions F1 and F2. Barycenter for each
genotype is identified by a yellow dot and annotated. For SY/SY and GR/GR, A, B, C were add to
make differentiation between experiment 1, 2 and 3.
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Tableau S4.1- Mean of plant hydraulic conductance for each combination used in well-watered
condition and after 3 days of prolonged water deficit for experiment 2 and 3. p-value of a two
way ANOVA on combinations and water treatment is presented in the first block. Combination,
treatment and interaction effect are presented in the three following blocks (n=3-5).

Experiment 2

Experiment 3

Combination 0.222 Combination 0.459
Treatment <0.0001 Treatment < 0.0001
Interaction 0.161 Interaction 0.584
RGM/RGM 1.30E-04 a S04/S04 1.07E-04 a
SY/RGM 1.19E-04 a SY/SO4 1.37E-04 a
S | GRIRGM 1.19E-04 a GR/SO4 9.08E-05 a
S |41B/41B 1.01E-04 a S | 161-49/161-49 1.53E-04 a
2 |svi1B 7.72E-05 a g SY/161-49 1.20E-04 a
3 |GRis1B 9.18E-05 a 2 | GR/161-49 9.26E-05 a
SY/SY 1.22E-04 a S [ 140Ru/140Ru 1.76E-04 a
GR/GR 1.27E-04 a SY/140Ru 1.60E-04 a
Well -watered 1.75E-04 a GR/140Ru 2.11E-04 a
3 days of water deficit 4.71E-05 b SY/SY 1.12E-04 a
RGM/RGM 2.50E-04 a Well -watered 1.88E-04 a
= SY/RGM 2.11E-04 ab 3 days of water deficit 6.81E-05 b
< | GR/IRGM 1.60E-04 abcd S04/S04 1.71E-04 ab
§ 41B/41B 1.92E-04 ab SY/SO4 2.03E-04 ab
I |SY/41B 1.31E-04 abcdef GR/SO4 1.33E-04 ab
= | GR/41B 1.37E-04 abcde 3 | 161-49/161-49 1.72E-04 ab
SY/SY 1.58E-04 abcde £ [svrne1-49 1.56E-04 ab
GRIGR 1.88E-04 abc Z |GR/161-49 1.23E-04 ab
~ |RGM/IRGM 5.79E-05 def g 140Ru/140Ru 2.53E-04 ab
2 | SY/RGM 5.00E-05 def SY/140Ru 2.02E-04 ab
S | GRIRGM 6.47E-05 cdef GR/140Ru 3.11E-04 a
£ | 41B/41B 2.82E-05 f SY/SY 1.62E-04 ab
; SY/41B 3.69E-05 ef SO4/S04 4.29E-05 b
2 | GR/41B 4.70E-05 ef = |SY/s04 5.43E-05 b
S|svisy 6.88E-05 bcdef < | GR/SO4 6.53E-05 b
GR/GR 3.48E-05 ef © | 161-49/161-49 1.28E-04 ab
£ [sy/161-49 7.18E-05 ab
< |GRri61-49 5.42E-05 b
¢ | 140Ru/140Ru 2.21E-05 b
3 [ SY/140Ru 1.03E-04 ab
“ | GR/140Ru 7.83E-05 ab
SY/SY 7.14E-05 b
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Tableau S4.11- Mean of transpiration (E), stomatal conductance (gs), carbon assimilation rate
(A) and intrinsic water use efficiency (WUE) for the different combinations in experiment n°1.
p-value of a two way ANOVA on combinations and water treatment is presented in the first block.
Combination, treatment and interaction effect are presented in the three following blocks (n=3-5).

E gs A WUE
Combination 0.081 0.032 0.009 0.0004
Treatment <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Interaction 0.192 0.100 0.397 0.009
E gs A WUE
101-14/101-
14 0.963 ab  35.339 ab 6.907 b 0.155 bc
5 SY/101-14 | 0.862 b 33497 b 7.163 ab 0.233 a
@& GR/101-14 [1.105 ab  43.377 ab 9.705 a 0.240 a
§ 110R/110R |[1.046 ab  42.066 ab 7.577 ab 0.173 abc
F,'J SY/110R 0.984 ab  39.293 ab 6.458 b 0.164 abc
= GR/A10R [1.156 a  46.178 a 8.992 ab 0.215 ab
SY/ISY 0.965 ab  36.488 ab 6.603 b 0.190 abc
GR/GR 0.949 ab 38.116 ab 6.769 b  0.130 c
E gs A WUE
Well-
= watered 1.885 a 73.603 a 11706 a 0162 b
é 3 days of
$ water deficit [0.190 ¢ 6.763 c 1568 ¢ 0.160 b
o1 day after
rehydratation | 0.968 b 38.926 b 9995 b 0.259 a
E gs A WUE
101-14/101-
14 1.863 a 72855 abc 12218 a  0.167 abcde
5 SY/101-14 [1.593 abc 61488 abcde 10.242 a  0.180 abcd
& GR/101-14 (1913 a 74.582 ab a 0.180 abcd
§ 110R/110R |2.001 a 80.253 a 12.872 a  0.159 bcde
< SY/110R 1.769 ab 68.729 abcd 10.079 a 0.151 bcde
= GR/110R 2.034 a 79.633 a 12.853 a  0.162 abcde
SYISY 1823 ab 68.359 abcde 9.737 a 0.141 bcde
GR/GR a a 12.462 a  0.143 bcde
101-14/101-
S 14 0.093 g 3.222 h 0.300 d 0.077 de
"_ﬂg SY/101-14 0.254 fg 8.948 gh 1986 cd 0.203 abcd
& GR/101-14 |0.310 efg 10.663 gh 3.044 bcd 0.247 abc
2 110R/110R |[0.115 ¢ 4.066 h 0.520 d 0.125 cde
6 SY/110R 0.108 g 3.850 h 0.613 d 0.255 abc
% GR/110R 0.303 efg 11.170 gh 3.384 bcd 0.153 bcde
o SYIsY 0.291 efg 10.501 gh 2.569 bcd 0.172 abcde
GR/GR g h d 0.018 e
< 101-14/101-
£ 14 0.926 de 28.588 fgh 8.526 ab 0.236 abc
% SY/101-14 0.739 def 30.056 fg 9.260 a 0.315 a
E, GR/101-14 [1.090 cd 44.887 def 12980 a 0.292 ab
© 110R/110R [1.023 cd 41.879 ef 9.337 a 0.235 abc
E SY/110R 1.136 bcd 49.303 bcdef 10.166 a  0.205 abcd
; GR/110R 1129 cd 47.731 cdef 10.739 a 0.229 abcd
S SYI/sY 0.718 defg 28.643 fgh 7.804 abc 0.278 abc
' GRIGR 0.923 def 37.871 efg 10.082 a 0.266 abc
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Tableau S4.111- Percentage of changes in transpiration (E), stomatal conductance (gs), carbon
assimilation rate (A) and intrinsic water use efficiency (A/gs) for the different combinations in
experiment n°1 between well-watered conditions and after 3 days of stopping irrigation or 1 day
after rehydratation.

% of well watered condition
E gs A AJgs

101-14/101-14
SY/101-14 84 85 81 -12
GR/101-14 84 86 77 -37
110R/110R
SY/110R
GR/110R
SYISY
GR/GR
101-14/101-14
SY/101-14
GR/101-14
110R/110R
SY/110R
GR/110R
SYISY
GR/GR

3 days of water deficit

1 day after rehydratation
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Tableau S4.1V- Mean and ANOVA result on scion, rootstock and interaction on ABA, ABA-GE,
PA and DPA in leaves (-L) and root tips (-R). p-value is presented in the first block and
combination, treatment and interaction effect are presented in the three following blocks (n=3) for
each experiment.

ABA-L  ABA-GE-L PA-L DPA-L ABA-R ABA-GE-R PA-R DPA-R
Scion <0,0001 0.020 0.018 <0,0001 0.105 0.279 0.099 0.949
p-value  Rootstock 0.799 0.363 0.803 0.655 0.0001 0.011 0.010 <0,0001
Scion*Rootstock 0.930 0.308 0.369 0.395 0.195 0.476 0.931 0.976
101-14 237 b 736 ab 279 ab 23 b 16 a 28 a 33 a 113 b
Scion 110R 337 a 1542 | a 212 b 22 b 20 a 28 a 50 a 46 b
sy 190 b 274 b 198 b 261 a 21 a 27 a 44 a 312 a
GR 90 c 728 ab 337 a 65 b 16 a 29 a 51 a 70 b
101-14 163 ab 510 a 281 ab 107 b 18 b 46 a 76 a 95 b
110R 208 a 985 a 240 ab 115 b 14 b 20 a 29 a 40 b
Rootstock
sy 199 a 360 a 186 b 286 a 35 a 20 a 29 a 707 a
GR 99 b 413 a 348 a 62 b 11 b 8 a 28 a 59 b
I ABA-L ABA-GE-L PA-L DPA-L ABA-R ABA-GE-R PA-R DPA-R
101-14/101-14 237 ab 736 a 279 ab 23 b 16 b 28 a 33 a 113 b
SY/101-14 175 bed 208 a 203 ab 225 a 18 ab 56 a 95 a 72 b
GR/101-14 78 d 585 a 362 a 73 b 20 ab 55 a 101 a 101 b
Scion/ 110R/110R 337 a 1542 a 212 ab 22 b 20 ab 28 a 50 a 46 b
Rootstock  SY/110R 194 bed 226 a 208 ab 264 a 5 b 8 a 14 a 25 b
GR/110R 92 cd 1186 a 301 ab 5 b 16 b 25 a 24 a 5 b
SY/SY 199 bc 360 a 186 b 286 a 35 a 20 a 29 a 707 a
GR/GR 99 cd 413 a 348 ab 62 b 11 b 8 a 2.8 a 59 b
ABA-L ABA-GE-L PA-L DPA-L ABA-R ABA-GE-R PA-R DPA-R
Scion 0.002 0.444 0.0001 0.611 0.465 0.170 0.262 0.703
p-value  Rootstock 0.999 0.327 0.008 0.786 0.972 0.161 0.001 0.267
Scion*Rootstock 0.799 0.674 0.026 0.416 0.849 0.942 0.272 0.880
RGM 485 a 667 a 457 ab 77 a 165 a 108 a 88 a 60.8 a
Scion 41B 168 b 404 a 205 b 62 a 151 a 180 a 14 b 552 a
sy 154 b 398 a 184 b 845 a 102 a 175 a 20 b 492 a
GR 69 b 428 a 1060 a 176 a 118 a 171 a 42 b 520 a
RGM 236 a 406 a 491 a 392 a 126 a 178 a 76 a 477 a
Rootstock 41B 134 a 409 a 729 a 258 a 129 a 180 a 10 b 430 a
SY 148 a 751 a 295 a 1186 a 93 a 127 a 03 b 810 a
GR 67 a 355 a 442 a 67 a 115 a 126 a 27 b 66.8 a
| ABA-L ABA-GE-L PA-L DPA-L ABA-R ABA-GE-R PA-R DPA-R
RGM/RGM 485 a 667 a 457 b 77 a 165 a 108 a 88 a 60.8 a
SY/RGM 164 b 205 a 159 b 95 a 104 a 214 a 51 ab 338 a
GR/RGM 60 b 345 a 856 ab 134 a 110 a 211 a 88 a 483 a
Scion/  41B/41B 168 ab 404 a 205 b 62 a 151 a 18.0 a 14 b 552 a
rootstock  SY/41B 151 b 239 a 97 b 384 a 109 a 183 a 04 b 327 a
GR/41B 81 b 584 a 1883 a 328 a 128 a 175 a 11 b 409 a
SY/SY 148 b 751 a 295 b 1186 a 93 a 127 a 03 b 810 a
GR/GR 67 b 355 a 442 b 67 a 115 a 126 a 27 ab 668 a
ABA-L ABA-GE-L PA-L DPA-L ABA-R ABA-GE-R PA-R DPA-R
Scion 0.007 <0,0001 0.011 0.226 0.406 0.049 0.159 0.659
p-value  Rootstock 0.928 0.973 0.141 0.320 0.034 0.075 0.626 <0,0001
Scion*Rootstock 0.763 0.910 0.023 0.373 0.080 0.096 0.949 0.882
SO4 578 a 968 bc 580 ab 119 a 88 a 191 a 21 a 40 a
161-49 235 ab 1543 ab 713 ab 9% a 129 a 315 a 26 a 8l a
Scion 140Ru 496 ab 2059 a 1034 ab 148 a 105 a 159 a 20 a 45 a
SY 210 b 471 ¢ 444 b 718 a 124 a 234 a 32 a 149 a
GR 146 b 691 c 1818 a 353 a 129 a 257 a 64 a 82 a
S04 300 a 685 a 650 a 381 a 112 ab 265 a 33 a 44 b
Rootstock 161-49 224 a 936 a 1406 | a 447 a 106 b 235 a 50 a 73 b
140Ru 273 a 1053 a 1021 a 255 a 119 ab 198 a 38 a 88 b
SY 195 a 504 a 327 a 1043 a | 195 a 278 a 23 a 397 a
| ABA-L ABA-GE-L PA-L DPA-L ABA-R ABA-GE-R PA-R DPA-R
S04/S04 578 a 968 ab 580 b 119 a 88 a 191 a 21 a 40 b
SY/SO4 232 a 460 b 380 b 842 a 73 a 229 a 21 a 31 b
GR/SO4 90 a 627 b 991 ab 183 a 174 a 375 a 56 a 60 b
161-49/161-49 235 a 1543 ab 713 b 9% a 129 a 315 a 26 a 81 b
Scion/ SY/161-49 214 a 461 b 305 b 592 a 108 a 222 a 48 a 71 b
Rootstock  GR/161-49 223 a 805 b 3200 a 653 a 80 a 168 a 7.7 a 66 b
140Ru/140Ru 496 a 2059 a 1034 ab 148 a 105 a 159 a 20 a 45 b
SY/140Ru 199 a 459 b 763 b 394 a 120 a 206 a 35 a 9 b
GR/140Ru 125 a 641 b 1265 ab 222 a 134 a 228 a 58 a 120 b
SY/SY 195 a 504 b 327 b 1043 a 195 a 278 a 23 a 397 a
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Tableau S4.V- Mean of ABA, ABA-GE, PA and DPA in leaves (-L) and root tips (-R) of
combination studied in experiment n°1 in well-watered and water deficit condition. p-values from
a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block of the table for each metabolites. Combination,
treatment and interaction effects are presented within the following three bold blocks, values with the
same letter are not statistical different (Tukey-HSD).

ABA-GE- ABA-
ABA-L L PA-L DPA-L ABA-R GE-R PA-R DPA-R
Combinaion 0.300 0.000 0.098 0.000 0.675 <0.0001 0.002 < 0.0001
< <
p-value Treatment <0.0001 0614 0000 0020 0.0001 <0.001 00001 <0.0001
Interaction 0.404 0.106 0.628 0.494 0.545 0.001 0.011 0.038
101-14/101-
14 710 a 803 bc 350 a 38 a 289 a 109 ¢ 32 ab 382 a
SY/101-14 741 a 403 ab 370 a 363 ab 270 a 121 ¢ 43 b 441 a
GR/101-14 475 a 500 ab 447 a 89 a 177 a 98 bc 25 ab 345 a
Combinaison  110R/110R 648 a 1290 ¢ 264 a 38 a 180 a 48 ab 9 a 147 a
scion/rootstock
SY/110R 689 a 113 a 338 a 331 ab 293 a 44 a 12 a 202 a
GR/110R 357 a 869 bc 311 a 67 a 178 a 50 ab 9 a 185 a
SY/SY 275 a 582 ab 240 a 459 b 156 a 26 a a 1057 b
GR/GR 455 a 404 ab 473 a 100 a 188 a 45 a 14 a 250 a
Well-watered 177 a 645 a 259 a 133 a 18 a 28 a 5 a 169 a
Treatment
Water deficit 914 b 593 a 438 b 252 b 420 b 107 b 34 b 620 b
ABA-GE- ABA-
ABA-L L PA-L DPA-L ABA-R GE-R PA-R DPA-R
101-14/101-
14 237 ab 736 abc 279 ab 23 a 16 a 28 a 3 a 113 ab
SY/101-14 175 a 208 ab 203 ab 225 ab 18 a 56 a 10 a 72 ab
GR/101-14 78 a 585 abc 362 ab 73 a 20 a 55 a 10 a 101 ab
Well-watered 110R/110R 337 ab 1542 ¢ 212 ab 22 a 20 a 28 a 5 a 46 a
SY/110R 194 a 226 ab 208 ab 264 ab 5 a 8 a 1 a 25 a
GR/110R 92 a 1186 bc 301 ab 59 a 16 a 25 a 2 a 50 a
SY/SY 199 a 360 ab 186 a 286 ab 35 a 20 a 3 a 707 cd
GR/GR 99 a 413 ab 348 ab 62 a 11 a 8 a 3 a 59 a
101-14/101-
14 1183 ab 871 abc 422 ab 54 a 561 b 189 ¢ 61 bc 652 cd
SY/101-14 1307 b 598 abc 537 ab 501 ab 523 b 187 ¢ 76 ¢ 809 d
GR/101-14 872 ab 414 ab 532 ab 105 a 334 ab 142 bc 39 abc 588 bcd
Water deficit  110R/110R 959 ab 1037 abc 317 ab 54 a 339 ab 68 ab 13 a 249 ahc
SY/110R 1184 ab 0 a 467 ab 399 ab 581 b 80 ab 23 abc 379 abcd
GR/110R 622 ab 551 abc 321 ab 76 a 339 ab 76 ab 16 a 320 abcd
SY/SY 375 ab 878 abc 312 ab 689 b 317 ab 34 a 17 ab 1524 e
GR/GR 812 ab 396 ab 598 b 137 ab 364 ab 82 ab 25 ab 440 abcd
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Tableau S4.VI- Mean of ABA, ABA-GE, PA and DPA in leaves (-L) and root tips (-R) of
combination studied in experiment n°2 in well-watered and water deficit condition. p-values from
a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block of the table for each metabolites. Combination,
treatment and interaction effects are presented within the following three bold blocks, values with the
same letter are not statistical different (Tukey-HSD).

ABA-GE- ABA-GE-
ABA-L L PA-L DPA-L ABA-R R PA-R  DPA-R
Combinaison | 0.4842 0.0793 0.0080 0.2371 0.4595 0.0521 0.0060 0.0008
p-value raitement 0.0008 05569  0.8079  0.4236 0.0?)01 <0.0001 0.07)01 <0.0001
interaction 0.4626 0.0614 0.0350 0.6873 0.4580 0.1513 0.0945 0.0040
RGM/RGM 684 a 544 a 535 ab 94 a 157 a 30 ab 25 b 204 a
SY/RGM 360 a 250 a 258 ab 747 a 120 a 43 b 18 ab 155 a
GR/RGM 120 a 340 a 677 ab 107 a 63 a 34 ab 15 ab 128 a
Combinaison  41B/41B 293 a 413 a 242 ab 61 a 124 a 23 a 3 a 200 a
scionfrootstock gy/41 610 a 251 a 242 ab 458 a 183 a 3L ab 5 ab 384 a
GR/41B 802 a 612 a 1257 b 228 a 148 a 28 ab 4 a 307 a
SYISY 387 a 514 a 234 a 702 a 217 a 33 ab 11 ab 1011 b
GR/GR 688 a 874 a 1111 ab 257 a 317 a 23 a 20 ab 640 ab
Treatment Well-watered | 166 a 444 a 549 a 400 a 12 a 17 a 4 a 52 a
Water deficit 803 b 506 a 575 a 281 a 316 b 44 b 21 b 717 b
ABA-GE- ABA-GE-
ABA-L L PA-L DPA-L ABA-R R PA-R  DPA-R
RGM/RGM 485 a 667 ab 457 ab 77 a 17 a 11 a 9 abc 61 a
SY/RGM 164 a 205 a 159 a 9%5 a 10 a 21 abcd 5 a 34 a
GR/RGM 60 a 345 ab 856 ab 134 a 11 a 21 abcd 9 abc 48 a
Well-watered 41B/41B 168 a 404 ab 205 ab 62 a 15 a 18 abc 1 a 55 a
SY/41B 151 a 239 a 97 a 384 a 11 a 18 abc 0 a 33 a
GR/41B 81 a 584 ab 1883 b 328 a 13 a 17 ab 1l a 41 a
SYISY 148 a 751 ab 295 ab 1186 a 9 a 13 a 0 a 81 a
GR/GR 67 a 355 ab 442 ab 67 a 11 a 13 a 3 a 67 a
RGM/RGM 884 a 421 ab 612 ab 111 a 297 ab 48 cde 40 ¢ 347 ab
SY/RGM 555 a 295 a 356 ab 530 a 229 ab 64 e 30 abc 276 ab
GR/RGM 179 a 336 a 497 ab 80 a 114 ab 47 bcde 20 abc 208 ab
Water deficit 41B/41B 417 a 422 ab 278 ab 60 a 234 ab 28 abcd 5 a 344 ab
SY/41B 1070 a 263 a 386 ab 532 a 356 ab 44 bcde 9 abc 735 ab
GR/41B 1523 a 640 ab 630 ab 128 a 283 ab 38 abcde 7 ab 573 ab
SYISY 566 a 336 a 188 a 339 a 372 ab 48 de 18 abc 1708 c
GR/GR 1309 a 1392 b 1780 ab 447 a 622 b 34 abcde 38 bc 1214 bc
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Tableau S4.VII- Mean of ABA, ABA-GE, PA and DPA in leaves (-L) and root tips (-R) of
combination studied in experiment n°3 in well-watered and water deficit condition. p-values from
a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block of the table for each metabolites. Combination,
treatment and interaction effects are presented within the following three bold blocks, values with the
same letter are not statistical different (Tukey-HSD).

ABA-GE- ABA-GE-
ABA-L L PA-L DPA-L ABAR R PA-R DPAR
<
Combinaison | <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0045 0.0001 0.4711 0.0260 < 0.0001
p-value 1 itement <00001 09363 03277 0.2081 0.0?)01 <0.0001 0.07)01 <0.0001
<

Interaction 0.0027 0.7692  0.0762 0.6125 0.000L  0.0966  0.0107 0.0007
S04/S04 750 ab 1015 ab 668 ab 125 a 94 ab 54 a 7 ab 134 a
SY/SO4 439 a 490 a 510 ab 692 a 85 ab 50 a 6 a 125 a
GR/SO4 254 a 602 a 946 ab 181 a 52 a 43 a 6 102 a
. 161-49/161-49 | 409 a 1355 bc 715 ab 98 a 103 ab 46 a 5a 184 a
COTEi'é‘r?/'SO” SY/161-49 370 a 496 a 400 ab 647 a 47 a 38 a 7 ab 143 a
rootstock ~ GR/161-49 440 a 737 ab 2227 ¢ 451 a 115 ab 39 a 9 ab 165 a
140Ru/140Ru 1209 b 1972 c 966 ab 158 a 298 ¢ 40 a 28 b 851 hc
SY/140Ru 342 a 467 a 602 ab 400 a 63 ab 61 a 6 a 222 a
GR/140Ru 699 a 693 a 1453 bc 259 a 215 bc 41 a 15 ab 335 ab
SY/ISY 306 a 734 ab 319 a 732 a 131 ab 48 a 10 ab 931 ¢

Treatment Well-watered 259 a 853 a 956 a 429 a 12 a 24 a 4 101
Water deficit | 803 b 860 a 806 a 319 a 229 b 68 b 16 b 537 b

ABA-GE- ABA-GE-

ABA-L L PA-.L DPA-L ABAR R PA-R DPA-R
S04/S04 578 abc 968 abc 580 a 119 a 9 a 19 a 2 a 40 a
SY/SO4 232 ab 460 a 380 a 842 a 7a 23 ab 2 a 31 a
GR/SO4 90 a 627 ab 991 a 183 a 17 a 37 abc 6 a 60 a
161-49/161-49 | 235 ab 1543 bed 713 a % a 13 a 31 ab 3 a 8l a
Well-  SY/161-49 214 ab 461 a 305 a 592 a 11 a 22 ab 5 a 71 a
watered  GR/161-49 223 ab 805 ab 3200 b 653 a 8 a 17 a 8 a 66 a
140Ru/140Ru | 496 abc 2059 d 1034 a 148 a 10 a 16 a 2 a 45 a
SY/140Ru 199 ab 459 a 763 a 394 a 12 a 21 ab 4 a 99 a
GR/140Ru 125 ab 641 ab 1265 a 222 a 13 a 23 ab 6 a 120 a
SY/SY 195 ab 504 ab 327 a 1043 a 20 a 28 ab 2 a 397 a
S04/S04 921 bc 1062 abcd 1641 ab 132 a 179 ab 89 cd 13 a 228 a
SY/S04 645 abc 519 ab 311 a 542 a 163 a 77 bcd 10 a 220 a
GR/SO4 417 ab 578 ab 442 a 178 a 87 a 48 abed 7 a 144 a
161-49/161-49 | 583 abc 1167 abcd 494 a 99 a 193 ab 60 abcd a 287 a
Water deficit SY/161-49 525 ab 532 ab 640 a 702 a 83 a 55 abcd a 215 a
GR/161-49 658 abc 669 ab 718 a 249 a 222 ab 62 abcd 10 a 263 a
140Ru/140Ru 1922 d 1886 cd 757 a 167 a 585 c 63 abcd 54 b 1657 ¢
SY/140Ru 485 abc 475 a 898 a 406 a 115 a 102 d 8 a 345 a
GR/140Ru 1273 cd 745 ab 901 a 297 a 417 bc 59 abcd 25 ab 549 ab
SY/SY 507 abc 964 abc 1255 a 420 a 242 ab 68 abcd 18 a 1465 bc
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Tableau S4.VII- Pearson correlation matrice on soil water content (SWC), predawn and stem
Water Potential (WP) and ABA, ABA-GE, PA and DPA in leaves (-L) and root tips (-R). Bolded
values are significant (p < 0.05)

Predawn Stem ABA- ABA.-

Variables SWC WP WP DPA-L GE-L PA-L ABA-L DPA-R GE-R PA-R ABA-R
SwWcC 1 0458 0.792 0.055 -0.004 0.010 -0.592 -0.524 -0.606 -0.531 -0.718
Predawn

WP 0.458 1 0516 -0.051 -0.260 -0.223 -0.571 -0.484 -0.165 -0.354 -0.491
StemWP  0.792 0.516 1 0.003 -0.153 0.021 -0.644 -0.627 -0.533 -0.536 -0.745
DPA-L 0.055 -0.051 0.003 1 0.055 0.198 0.029 0.084 -0.063 0.006 0.021
ég'?_ -0.004 -0.260 -0.153 0.055 1 0318 0312 0.168 0.055 0.172 0.194
PA-L 0.010 -0.223 0.021 0.198 0.318 1 0.241 0.077 -0.041 0.143 0.179
ABA-L -0.592 -0.571 -0.644 0.029 0.312 0.241 1 0524 0452 0615 0.771
DPA-R -0.524 -0.484 -0.627 0.084 0.168 0.077 0.524 1 0310 0.587 0.700
éEAI; -0.606 -0.165 -0.533 -0.063 0.055 -0.041 0.452 0.310 1 0.707 0.599
PA-R -0.531 -0.354 -0.536 0.006 0.172 0.143 0.615 0.587 0.707 1 0.798
ABA-R -0.718 -0.491 -0.745 0.021 0.194 0.179 0.771 0.700 0.599 0.798 1
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Chapitre 5 : Effet du greffage sur les déterminants moléculaires
de la régulation du flux transpiratoire

I- Introduction

La communication entre le systeme racinaire et le systeme foliaire est essentielle a la plante
afin de moduler ses pertes en eau en fonction de la ressource hydrique disponible. Dans le cas d‘une
plante greffée, les mécanismes d'absorption et de transpiration sont sous le contrdle de deux génotypes
distincts, augmentant la complexité de la régulation des flux hydriques. Au niveau de la plante entiéere,
un signal chimique I’ABA, et un signal hydraulique d’origine racinaire sont impliqués dans le controle
de la fermeture stomatique. Le rdle respectif de chacun d'eux reste toujours en débat, et en particulier

en situation greffée.

Chez plusieurs especes, le porte-greffe est capable de moduler la teneur en ABA au niveau foliaire ou
du xyléme (Soar et al., 2006a; Albacete et al., 2009; Allario et al., 2013). Chez la tomate en situation
de stress salin, la concentration en ABA dans le xyleme du greffon est plus élevée chez les porte-
greffes tolérants que chez les sensibles. Chez le citronnier et la tomate, cet effet n'est observé qu'en
situation non contrainte et est associé a une diminution de la transpiration du greffon (Allario et al.,
2013; Thompson et al., 2007b). Chez la vigne des différences ont également été mises en évidence au
niveau des teneurs en ABA xylémien pour un méme greffon associé a différents porte-greffes (Soar et
al., 2006a). Mais les différences observées entre combinaisons greffon-porte-greffe pourraient étre
davantage associées a des niveaux de stress hydrique variables qu'a des capacités de synthése
génotype-dépendantes, notamment en raison des effets du porte-greffe sur le développement racinaire
(offre en eau) ou le développement végétatif aérien (demande en eau ; Jones, 2012). Cependant,
Allario et al., (2013) suggere que le niveau d'’ABA en situation non contrainte permettrait une pré-
acclimatation des plantes au déficit hydrique. Des différences entre porte-greffes de vigne ont aussi été
mises en évidence concernant les profils d’expression racinaires d’aquaporines en situation non
greffée (Fouquet, 2005) et greffée (Gambetta et al., 2012). Des génes impliqués dans le métabolisme
de ’ABA et codant des aquaporines de type PIP et TIP ont été retrouvés dans I’intervalle de confiance
de QTLs contrdlant I’effet du porte-greffe sur la transpiration d’une vigne greffée en situation de
contrainte hydrique (Marguerit et al., 2012). Mais aucune analyse n’a été¢ conduite en faisant varier a

la fois le génotype du greffon et celui du porte-greffe.
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Pour plusieurs espéces modeéles, l'utilisation de mutants pour la synthese d'ABA ou de lignées
transgéniques sur-accumulant I'ABA dans des expérimentations de greffage a conduit a formuler des
hypothéses sur la part relative de chacun des signaux dans le contrdle transpiratoire (Borel et al.,
2001 ; Holbrook et al., 2002 ; Thompson et al., 2007; Christmann et al., 2007; Pantin et al., 2013).
Ainsi certains auteurs questionnent le role direct de I’ABA racinaire sur le contrdle de 1’ouverture
stomatique (Holbrook et al., 2002; Dodd et al., 2009; Christmann et al., 2007). La surproduction
d'ABA racinaire pourrait faire varier la conductivité hydraulique du tissu (Thompson et al., 2007b;
Parent et al., 2009), via son action sur I'expression et I'activité des aquaporines (Parent et al., 2009). Ce
signal hydraulique (ou un autre signal chimique) transmis vers les parties aériennes permettrait la
synthése d’ABA foliaire qui suffirait au contrdle stomatique. Le signal hydraulique serait nécessaire a
l'action foliaire de I'ABA sur les stomates (Christmann et al., 2007). Cependant au niveau foliaire,
I'ABA joue également un rdle sur la conductance hydraulique du tissu (Shatil-Cohen et al., 2011 ;
Pantin et al., 2013) complexifiant les relations entre ABA et conductivité hydraulique des différentes
parties de la plante. Ces travaux montrent qu’une cascade de signaux de différente nature intervient
certainement entre les parties racinaires et les feuilles pour contréler 1’ouverture stomatique. La
maniére dont ces signaux sont coordonnés entre 2 génotypes a 1’échelle de la plante entiere est

certainement importante pour expliquer le role du porte-greffe dans la régulation de la transpiration.

L’objectif des expérimentations décrites dans ce chapitre est d’identifier des déterminants
moléculaires potentiellement explicatifs du role des différents génotypes associés dans une vigne
greffée en lien avec la signalisation ABA et hydraulique entre partie racinaire et partie aérienne. Une
analyse transcriptomique portant sur 12 genes impliqués dans le métabolisme et de la signalisation de
I'ABA et 7 génes codant des aquaporines de type PIP a été mise en ceuvre au niveau foliaire et
racinaire pour 23 combinaisons de greffon/porte-greffe en situation de contrainte hydrique. Les effets
génotypes de greffon, de porte-greffe et leur interaction ont été analysés pour chaque groupe de génes
séparément en situation non contrainte et en situation de déficit hydrique. Le lien au niveau de la

réponse transcriptionnelle des deux groupes de genes fera 1’objet de la discussion.
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I1- Matériel et méthodes

Dans ce chapitre, les échantillons étudiés sont constitués des feuilles et des pointes racinaires
prélevées en situation non contrainte (Jour 7) et de déficit hydrique (Jour 11) décrit lors du chapitre

précédent.

11-1. Extraction d’ARN totaux et RT-PCR

L’extraction des ARN totaux sur ces échantillons, les étapes nécessaires a 1’obtention des
ADNCc ainsi que le mix de réaction qPCR ont été conduites de maniére identique a la description faite
au chapitre 2. L’analyse transcriptomique a été réalisée sur la plateforme génome transcriptome de
Bordeaux (PGTB) sur le site de 'INRA de Pierroton. Les ADNc et le mix de réaction ont été déposés
a I’aide d’un robot (Starlet Hamilton) sur des plaques 384 puits. La réaction de RT-PCR a été
effectuée sur un thermocycleur LightCycler 480 (Roche), et le cycle seuil (Ct) utilisé pour calculer
I’expression relative selon la méthode du 2 (Livak and Schmittgen, 2001) en prenant la moyenne
géométrique des genes VWIGAPDH, VviEFIy et VviActin comme référence (Reid et al., 2006). Les
amorces RT-PCR utilisées sont identiques a celles décrites aux chapitres 2 et 3. L’ensemble des
échantillons n’a pu étre analysé. Seul un triplicata biologique par combinaison greffon/porte-greffe
présentant les potentiels hydriques de tige a la récolte les plus similaires a été étudié en situation
irriguée le jour 7 (Well-watered) et aprés I’application du déficit hydrique au jour 11 (Without

irrigation). Ces échantillons sont identiques a ceux utilisés lors des dosages de métabolites.

11-2. Analyses statistiques

Les analyses de variance réalisées sur le niveau des transcrits sont détaillées au fur et a mesure
dans la partie résultat. Les effets sont considérés comme significatifs au seuil de 5%, et les
comparaisons multiples ont été réalisées par un test de Tukey (HSD). Il est important de noter que
I'ensemble des combinaisons possibles avec les génotypes utilisés n'a pas été étudié (par exemple
RGMY/SY). L'analyse de variance montrant des effets porte-greffes sur les génotypes SY et GR et des
effets greffon sur les génotypes RGM, 101-14, SO4, 161-49, 41B, 110R et 140Ru correspond a la
comparaison des homogreffes respectives avec les autres combinaisons. Les analyses de variance, les
analyses en composantes principales (ACP), les analyses discriminantes ainsi que les coefficients de
corrélation de Pearson ont été établis a l'aide du logiciel XLStat (Addinsoft SARL., Paris, France). Ce
logiciel a également permis de générer les analyses de similarité entre les variables, en utilisant la
méthode d'assemblage par la moyenne des coefficients de Pearson. Les cartes de chaleurs ont été

générées a l'aide du logiciel R v.2.15.3 (R Development Core Team, 2008).

150



Well watered

Experiment 1 Experiment2 Experiment3

J'MiNCED1

J'MiNCED?2

a |ab|ablab jab | b [ab|ab

ThiHyd?2

J'MiRCARS

c|cfbclbelab|be| alab cfcfclabd alabdablbe

% 71’1:,R (_Y."]_R 6 belbe)ab

al|cfabdc| |ablablab|ab|ah] b [a|ab

"iPP2C4

I"iPP2C9

abl b| b fah| a| k| b|ab

. -
JviSnRK2.1 [ Talwlelle o s

J'iSnRK2.6

I/ 1,1‘4‘BF1 blab| a| alab| alab
Ta 4y / >
IViABF2 ablab|ablt [a |6 [atfab]| teda|tbed b dfcd d]ad
—~ua—nang BuoEunoag wroeErngoenan
‘e S =T YT SRR ORI E <
Scion ZRRSHENE GRmEREm FeRRg
= e
[ A ] L Y A T J L T A Y N Y J
= R Z]® e = na o= =
Rootstock = = =®» @ & =®» ¢ 2 &~
R = = i E
= e

Expression level (log,)

O
(5
[
S
o+

Figure 5.1- Heat maps of the transcript abundance for the genes associated with abscisic acid
(ABA) metabolism in the leaves and roots of 23 scion/rootstock combinations in well-watered
conditions. Green shade indicates the level of expression relative to the lowest value for each
experiment (n = 3). Letters were added when the scion - rootstock interaction was significant
according to a two-way ANOVA (p < 0.05). Combinations with the same letter for root and leaves are
not statistically different (Tukey-HSD).



I11- Résultats

I11-1. Analyses transcriptomiques liées au métabolisme et a la signalisation de
I'ABA
I11-1.1. Situation non contrainte
[11-3.1.1. Présentation globale du niveau de transcrits

Le niveau d'expression des transcrits est présenté sous forme de cartes de chaleur pour les 3
expérimentations en situation non contrainte (Figure 5.1). L'expression du géne VviHydl étant trop
faible pour étre détectée dans les conditions de RT-PCR au niveau racinaire et foliaire, elle ne sera pas
décrite dans ce chapitre. L'analyse de variance effectuée sur I'expression des génes au niveau foliaire
et racinaire en fonction du génotype de greffon, de porte-greffe et de leur interaction est présentée en
données supplémentaires (Tableau S5.1-111). Les résultats obtenus pour les effets d'interaction du

greffon et du porte-greffe sont présentés au sein des cartes de chaleur (Figure 5.1)

L'analyse détaillée des résultats de I'ANOVA sur les effets greffon, porte-greffe et leur interaction ne
sera pas présentée de maniere détaillée. Les éléments majeurs a retenir sont les suivants. Les effets
greffon, porte-greffe et de leur interaction sont plus accentués dans I'expérimentation n°1 par rapport
aux expérimentations n°2 et n°3. Dans les trois expérimentations, un effet significatif est observé
(greffon et/ou porte-greffe) pour l'expression foliaire des génes VviPP2C9 et VWiSnRK2.6 et pour
I'expression racinaire des genes VViRCARG et VVIABF2.

L'expression foliaire des génes est principalement affectée par le génotype du greffon alors que
I'expression racinaire est largement dépendante du génotype de porte-greffe. Globalement, I'expression
des génes au niveau racinaire présente plus d'effets significatifs qu'au niveau foliaire. Au niveau du
comportement des génotypes, on note surtout que l'expression foliaire et racinaire du gene VVviABF2

est trés faible pour les génotypes 110R et 140Ru.

I11-3.1.2. Analyses factorielles discriminantes

L’abondance des transcrits évaluée en situation non contrainte a été soumise a une analyse
factorielle discriminante sur la variable "Génotype du greffon" (Figure 5.2). Au total 57% de la
variabilité est représentée par les axes F1 et F2 (Figure 5.2A). L'axe F1 est expliqué principalement du
coté positif par les transcrits VVINCED2, ViPP2C4, ViPP2C9 et VviSnRK2.6 au niveau foliaire.
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L'axe F2 est expliqué principalement du c6té positif par les transcrits VViABF1 et VVINCED2 au
niveau racinaire et VVINCED2 au niveau foliaire. La représentation des individus permet de
discriminer trois groupes de combinaisons (Figure 5.2B). L'axe F1 discrimine les homogreffes
RGM/RGM, 101-14/101-14, 161-49/161-49, 110R/110R et 140Ru/140Ru (co6té positif de I’axe F1) de
I’ensemble des autres combinaisons (coté négatif de 1’axe F1, mais plutot vers le centre). Les
combinaisons ayant comme greffon 161-49 et 140Ru se regroupent dans la partie positive de lI'axe F1
et F2. Les homogreffes avec les génotypes 101-14 et 110R se situent dans la partie positive de I'axe F1
et la partie négative de lI'axe F2. Les hétérogreffes avec les greffons SY et GR et les homogreffes
S04/S04 et 41B/41B ne sont pas discriminés entre eux.

L'expression des génes en situation non contrainte a également été soumise a une analyse factorielle
discriminante sur la variable "Génotype du porte-greffe" (Figure 5.3). Au total 57% de la variabilité
est représentée par les axes F1 et F2 (Figure 5.3A). L'axe F1 est expliqué du coté positif par les
transcrits VVIABF2 dans les racines et du cdté négatif par le transcrit VviPP2C9 dans les racines et par
le transcrit VVINCED2 dans les racines et les feuilles. L'axe F2 est expliqué principalement du coté
positif par les transcrits VviPP2C4 et VViRCARS dans les racines. La représentation des individus sur
le plan factoriel montre que 1’axe F1 discrimine les combinaisons ayant pour porte-greffe RGM, 101-
14, SY et GR (coté positif) de celles avec 140Ru comme porte-greffe (coté négatif) (Figure 5.3B).
L'axe F2 discrimine principalement les combinaisons ayant pour porte-greffe 41B (c6té positif) de
celles avec RGM, 101-14 et SY (coté négatif). Les combinaisons ayant pour porte-greffe SO4, 161-49
et 110R se situent plutét au centre du plan F1 x F2 et sont mal discriminées.

Les résultats fournis par les deux analyses discriminantes (Figure 5.2 et 5.3) illustrent les résultats de
I'analyse de variance précédente (Tableau S5.I1-111) ou les principales variables discriminant le
génotype de greffon se situent au niveau foliaire alors que celles discriminant le génotype de porte-
greffe se situent au niveau racinaire. De plus il est intéressant de noter que le regroupement des

génotypes n'est pas le méme au niveau foliaire qu'au niveau racinaire.
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111-1.2. Situation de déficit hydrique
I11-1.2.1. Présentation globale du niveau de transcrits

Le niveau d'expression des genes en situation de déficit hydrique est illustré par des cartes de
chaleur (Figure 5.4) représentant le niveau d'induction de chaque gene par rapport a la situation non
contrainte au niveau foliaire et racinaire. Une analyse de variance a également été réalisée séparément
sur chaque tissu afin de rechercher un effet du traitement hydrique, de la combinaison greffon/porte-
greffe et de leur interaction. Les résultats de l'analyse sont disponibles dans les données
supplémentaires (pour les feuilles Tableau S5.1V-V1, pour les pointes racinaires S5.7-9). Les résultats
ne seront pas décrits en détail, mais les observations majeures seront commentées au niveau foliaire

puis racinaire.

L'ensemble des génes étudiés au niveau foliaire sont affectés significativement par le déficit hydrique
appliqué au cours des trois expérimentations a I'exception du géne VviHyd2 qui est affecté
significativement uniquement pour I'expérimentation n°2. Les genes VVINCED1, VWINCED2, VviHyd?2
(expérimentation n°2), WiPP2C4, WiPP2C9, ViSNRK2.1, ViSnRK2.6, VViABF1 et ViABF2 sont
induits alors que les genes VVIRCARS et VWIRCARG sont réprimés au cours du déficit hydrique. Pour
les trois expérimentations, le géne VVINCED1 présente le plus haut taux d'induction (33 en moyenne)
alors que les génes VWINCED2, VWiSnRK2.1, ViSnRK2.6 et VWiIABF2 présentent les plus faibles taux

d'induction (moins de 5 pour chacun des genes).

Au niveau foliaire et pour les trois expérimentations, l'analyse de variance sur l'expression des
transcrits a permis de mettre en évidence des effets significatifs de la combinaison greffon-porte-greffe
et de l'interaction avec le traitement hydrique. Cependant ces effets sont le plus souvent expliqués par
une seule combinaison greffon/porte-greffe par géne, et celle-ci varie en fonction des genes. Il faut
noter qu'en condition de déficit hydrique la combinaison 140Ru/140Ru présente le niveau d'expression
le plus €élevé pour les génes VVINCED1, ViPP2C4 et WiPP2C9.

Au niveau racinaire et pour les trois expérimentations, les transcrits étudiés a I'exception de VviHyd?2
et VviSnRK2.1 sont tous significativement affectés par le traitement hydrique. De la méme maniére
quau niveau foliaire, les transcrits racinaires des génes VWINCED1, VWWINCED2, WiPP2C4,
WiPP2C9, WiSnRK2.6, ViABF1 et VWiABF2 sont induits alors que les transcrits VViRCARS et
WIRCARG6 sont réprimés. Cependant le niveau d'induction ou de répression des genes VViNCEDI,
WINCED2, WIRCARG, WiPP2C4 et VWiPP2C9 est beaucoup plus important dans les racines que
dans les feuilles. Le niveau d'induction des transcrits racinaires VviSnRK2.6 et VViABF2 est faible et

équivalent a celui des feuilles.
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Figure 5.5- Discriminant function analysis on «scion genotype » variable. The analysis was
performed on transcript abundance data for ABA-related genes in water deficit conditions for leaves (-
L) and root tips (-R). A: Representation of the contribution of variables to the discriminant functions
F1 and F2. The transcript names highly correlated to the discriminant function (R>0.5) are bolded. B:
Plot of individual scores for the two discriminant functions F1 and F2. Barycenter for each genotype is

identified by a yellow dot and annotated. For SY and GR, A, B, C were add to make differentiation
between experiment 1, 2 and 3.



Globalement I'analyse de variance sur les transcrits racinaires permet de mettre en évidence des effets
de la combinaison greffon/porte-greffe, mais aussi de 1interaction avec le traitement hydrique.
L'expérimentation n°1 présente beaucoup moins d'effet significatif, mais au cours des trois
expérimentations un effet significatif de la combinaison est retrouvé pour I'expression des genes
WIRCARG, VWiSnRK2.6 et VVIABF2; le gene VVIRCARG est soumis également & une interaction sur les
trois expérimentations. Pour les expérimentations n°2 et n°3, un effet significatif de la combinaison
greffon/porte-greffe et de I’interaction combinaison x traitement hydrique est mis en évidence pour les
genes VWINCED1, VWINCED?2. Un effet significatif de la combinaison est mis en évidence pour le géne
VVIABF1. Cette analyse permet de discriminer différentes combinaisons greffon/porte-greffe et
notamment la combinaison SY/SY lors de I'expérimentation n°2. Celle-ci est caractérisée par une forte
abondance des transcrits VVINCED1, VVIiABF1 et VViABF2 et une faible abondance du transcrit
VViSnRK2.6. Ces observations sont vérifiées pour les génes VViSNRK2.6 et VViABF2 au cours des trois
expérimentations. La combinaison 140Ru/140Ru ressort également de l'analyse avec le plus haut
niveau des transcrits VINCED1, VVviNCED2, WviPP2C9, VviSnRK2.6 et VViABF1. Finalement
I'ensemble des combinaisons avec le porte-greffe 110R présente un faible niveau du transcrit
WIABF2.

I11-1.2.2. Analyses factorielles discriminantes

Les données d'expression des génes étudiés au niveau foliaire et racinaire en situation de
déficit hydrique ont été soumises a une analyse factorielle discriminante sur la variable "Génotype du
greffon" (Figure 5.5). Au total 57,5 % de la variabilité est représentée par les axes F1 et F2 (Figure
5.5A). L'axe F1 est principalement expliqué du c6té positif par I'abondance des transcrits VVINCED?2,
WiPP2C9 et ViSnRK2.6 au niveau foliaire alors que l'axe F2 est principalement expliqué du coté
négatif par l'abondance du transcrits VVINCEDL au niveau racinaire. La représentation des individus
sur le plan factoriel F1 x F2 (Figure 5.5B) permet de discriminer trois groupes de génotypes de
greffon. L’axe F1 discrimine les homogreffes avec 101-14, 161-49, 110R et 140Ru (c6té positif) de
I'ensemble des autres combinaisons qui sont situées au centre du plan factoriel (pour les 2 axes). L’axe
F2 discrimine les homogreffes 101-14 et 161-49 (c6té positif) des homogreffes 110R et 140Ru (c6té
négatif). Cette analyse apporte les méme résultats de dispersion des individus qu'en situation non

contrainte (Figure 5.2B), cependant les variables explicatives ne sont pas les mémes.
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Figure 5.6- Discriminant function analysis on « rootstock genotype » variable. The analysis was
performed on transcript abundance data for ABA-related genes in water deficit condition for leaves (-
L) and root tips (-R). A: Representation of the contribution of variables to the discriminant functions
F1 and F2. The transcript names highly correlated to the discriminant function (R>0.5) are bolded. B:
Plot of individual scores for the two discriminant functions F1 and F2. Barycenter for each genotype is
identified by a yellow dot and annotated. For SY and GR, A, B, C were add to make differentiation
between experiment 1, 2 and 3.



Les données d'expression des genes étudiés au niveau foliaire et racinaire en situation de déficit
hydrique ont été soumises & une analyse factorielle discriminante sur la variable "Génotype du porte-
greffe" (Figure 5.6). Au total 72.4 % de la variabilité est représentée par les axes F1 et F2 (Figure
5.6A). L'axe F1 est principalement expliqué du coté positif par I'abondance des transcrits VviPP2C9 et
WiSnRK2.6 au niveau racinaire et du coté négatif par le transcrit VViABF2 également au niveau
racinaire. L'axe F2 est principalement expliqué du c6té positif par I'abondance du transcrit VViABF2 au
niveau racinaire et du coté négatif par I'abondance du transcrit VVINCEDL1 au niveau foliaire. La
distribution des individus sur le plan factoriel (Figure 5.6B) permet de constituer trois groupes. L’axe
F1 discrimine les combinaisons ayant comme porte-greffe SO4, 161-49 et 140Ru (c6té positif), toutes
faisant partie de I'expérimentation n°3, et les combinaisons avec le porte-greffe SY (coté négatif).
L’axe F2 discrimine les combinaisons avec les porte-greffes 101-14 et 110R (c6té négatif), toutes
deux faisant parties de I'expérimentation n°1. Il ressort globalement de cette analyse qu'en situation de
déficit hydrique la dispersion des combinaisons semble expliquée par les expérimentations plutét que
par un effet des porte-greffes, avec cependant un comportement distinct de SY et GR qui se

positionnent pour les 3 expérimentations plutot du coté négatif de I’axe F1 et positif de I’axe F2.

111-1.3. Analyse globale des transcrits liés a I'ABA

L'ensemble des données transcriptomiques pour les génes liés au métabolisme et a la
signalisation ABA recueillies dans cette expérimentation ont été soumises a une analyse en
composante principale conjointe pour les trois expérimentations (Figure 5.7). Au total 48,5 % de la
variabilité est représentée par les axes PC1 et PC2 (Figure 5.7A). L'axe PC1 est principalement
expliqué du c6té positif par I'expression foliaire et racinaire de VVINCED1, WINCED2, WiPP2C4,
WiPP2C9 et ViABF1 et par I'expression racinaire du géne VviSnRK2.6. Du coté négatif cet axe est
expliqué par I'expression racinaire et foliaire de VVIRCAR5 et VViRACCR6. L'axe PC2 est
principalement expliqué du c6té positif par I'expression foliaire de VviSnRK2.1 et VViSNRK2.6 et du
coté négatif par I'expression racinaire de VViABF2.

La distribution des individus selon le plan PC1 x PC2 est représentée par le barycentre de chaque

combinaison en situation non limitante et en situation de déficit hydrique (Figure 5.7B).
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Figure 5.7- Principal component analysis on ABA-related genes. The analysis was performed on
transcript abundance data for ABA-related genes in well-watered and water deficit conditions for
leaves (L) and root tips (R). A: Representation of the contribution of variables to the principal
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and GR/GR, A, B, C were add to make differentiation between experiment 1, 2 and 3.



Globalement, cette analyse permet de mettre en évidence que la variabilité entre combinaisons est
d’abord expliquée par le traitement hydrique selon la premiére composante PC1 qui est définie,
rappelons-le, par un ensemble de genes présentant des changements significatifs au niveau foliaire et
racinaire pour les trois expérimentations (Tableau S5.1V-1X). La deuxiéme observation qui peut étre
faite est que la variabilité est beaucoup plus importante en situation de déficit hydrique qu’en situation
non contrainte. Par exemple on constate que la dispersion des barycentres des combinaisons SY/SY et
GR/GR est relativement faible en situation non contrainte alors qu’elle est plus importante en situation
de déeficit hydrique et que les répétitions se distribuent alors le long de la composante PC2. Le
troisiéme constat est que la position des homogreffes par rapport aux hétérogreffes avec d’autres
génotypes est tres variable, dans les deux conditions hydriques. Par exemple en situation non
contrainte, les hétérogreffes avec comme greffon SY et GR et porte-greffes RGM, SO4 et 110R sont
relativement proches des homogreffes alors que pour 161-49 et 140Ru, les hétérogreffes sont
relativement éloignées des homogreffes. Finalement on notera qu’en situation non contrainte, la
composante PC2 discrimine principalement les homogreffes avec 101-14, 161-49, 110R et 140Ru par
rapport aux autres combinaisons. Cet axe est défini par quelques genes dont I'expression foliaire a déja
permis de discriminer ces génotypes (Figure 5.2 et 5.5) en particulier VviSnRK2.6. En situation de
déficit hydrique, les mémes homogreffes et 1’hétérogreffe SY/110R se distinguent de I'ensemble des

autres combinaisons.

La matrice de corrélation résultant de l'analyse est disponible dans les données supplémentaires
(Tableau S5.X) et a permis d'établir une analyse de similarité entre variables (Figure 5.8).
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Figure 5.8- Tree of similarities between variables established from Pearson correlation

coefficients of ABA-related genes in leaves (-L) and root tips (-R).



L'analyse de similarité permet d'identifier trois groupes de variables fortement liées entre elles. Le
premier groupe est composé des génes VVIRACR5 et VWIRACR6 au niveau foliaire et racinaire. Le
second est composé des génes VviHyd2 et ViSnRK2.1 au niveau racinaire. Le dernier groupe est
composé de l'ensemble des autres variables et forme quatre sous-groupes. Cette analyse permet de
révéler une corrélation forte entre le niveau de transcrits de I’ensemble des génes liés au métabolisme
et a la signalisation de I'ABA dans les racines et dans les feuilles. Cependant ces relations apparaissent

beaucoup plus étroites au sein d'un méme tissu gqu'au niveau de la plante entiére.

I11-1.4. Conclusion sur I'étude transcriptomique lié au métabolisme et a la signalisation
de I'ABA

Les différentes analyses réalisées dans cette partie permettent de tirer certaines conclusions sur

I’expression des génes liés au métabolisme et a la signalisation de 'ABA au sein de la plante greffée.

En situation non contrainte, le génotype de porte-greffe n'influence pas le niveau de transcrits que ce
soit au niveau foliaire ou racinaire (Tableau S5.1-111). Cependant des différences sont observées en
fonction des génotypes au niveau foliaire et racinaire (Figure 5.2-3) et les principaux génes expliquant
ces différences sont VVINCED?2, VviPP2C4, WiPP2C9, VWiSnRK2.6 et VViABF2.

En situation de déficit hydrique la réponse foliaire et racinaire implique la régulation des mémes génes
a l'exception de VWiSnRK2.1, et la réponse est plus importante au niveau racinaire qu'au niveau foliaire
(Tableau S5.1V-IX). Les génes qui permettent le mieux de discriminer les génotypes en situation de
déficit hydrique sont VWINCED1, WINCED?2, WiPP2C9, VviSnRK2.6 et ViABF2.

Les génotypes RGM, SO4 et 41B présentent un comportement transcriptomique foliaire et racinaire

proche des génotypes SY et GR en situation de greffon et de porte-greffe (Figure 5.7).

La réponse au déficit hydrique est globalement la méme au niveau transcriptomique pour I'ensemble
des génotypes, et la greffe ne semble pas influencer la réponse d'une maniere fixe (Figure 5.7), cela

apparait en lien avec une régulation transcriptomique plutdt locale que systémique (Figure 5.8).
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Figure 5.9- Heat maps of the transcript abundance for PIP genes studied in the leaves and roots
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111-2. Analyses transcriptomiques liées aux agquaporines
I11-2.1. Situation non contrainte
I11-2.1.1. Présentation globale du niveau de transcrits

L‘abondance des transcrits VViPIPs étudiés est présenté sous forme de cartes de chaleur pour
les trois expérimentations en situation non contrainte (Figure 5.9). L'analyse de variance effectuée sur
le niveau de transcrits dans les feuilles et les racines en fonction du génotype de greffon, du porte-
greffe et de leur interaction est présentée en données supplémentaires de maniere séparée pour les trois
expérimentations (Tableau S5.XI-XI1I). Les résultats obtenus pour les effets de l'interaction greffon x
porte-greffe sont présentés sur les cartes de chaleur (Figure 5.9).

Les résultats de 'ANOVA sur les effets greffon, porte-greffe et leur interaction ne seront pas présentés
de maniére détaillée. Quelques résultats majeurs sont soulignés. Dans les trois expérimentations, un
effet significatif du greffon est observé pour I'expression foliaire des genes WiPIP1.2-4, WiPIP2.3 et
WiPIP2.4 et un effet significatif du porte-greffe est observé au niveau racinaire pour les genes
WiPIP1.1, WiPIP1.3/5 et WiPIP2.1. L'analyse de variance montre qu'il y a moins d'effets
significatifs au niveau foliaire au cours de I'expérimentation n°3, et au niveau racinaire au cours de
I'expérimentation n°2. L'expression foliaire des génes est principalement affectée par le génotype du
greffon alors que l'expression racinaire est largement dépendante du génotype de porte-greffe.
Finalement il ressort que I'expression au niveau racinaire est soumise a plus d'effets significatifs qu'au

niveau foliaire.

Au niveau foliaire ’abondance des transcrits VviPIP1.2/4,VviPIP1.3/5 et VWiPIP2.4 discrimine de
maniére significative les génotypes SY et GR entre eux pour l'expérimentation n°1l et n°2. Pour
I'expérimentation n°3, seul VViPIP2.4 permet cette discrimination. Le niveau d'expression de
WIPIP1.2/4 et de VWiPIP2.4 est plus élevé pour le génotype SY par rapport a GR alors que l'inverse
est observé pour le gene WiPIP1.3/5. L'expression foliaire des aquaporines permet aussi de
discriminer le greffon 110R, qui présente un niveau important de transcrits VWiPIP1.1, WiPIP1.2/4,
WiPIP2.3 et un niveau tres faible des transcrits ViPIP1.3/5, ViPIP2.2 et WiPIP2.4. A I'exception de
WIPIP2.2, on retrouve toujours le génotype 110R dans les catégories extrémes de niveau

d’expression.

Au niveau racinaire deux faits majeurs ressortent. Les génotypes RGM et 101-14 expriment tres
faiblement WiPI1P2.1 et sont significativement différents du GR. 110R et 140Ru se différencient de la

méme maniére par rapport au génotype SY pour le géne VviPIP1.3/5.
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transcript names highly correlated to the discriminant function (R>0.5) are bolded. B: Plot of
individual scores for the two discriminant functions F1 and F2. Barycenter for each genotype is
identified by a yellow dot and annotated. For SY and GR, A, B, C were add to make differentiation
between experiment 1, 2 and 3.

©101-14

A 1

F2 (18.74 %)

0.75

0.5

o
N
a1

o

-0.25

-0.5

PIP1.1-Le

PIP1.3

/

® PIP2.2
L :

PIP127/4-R ™~

5-L -
¥ .PIPZ.Z

PIP1-2/5-R)|
Horo-t

PIP1.2/4-L
PIPL.1-R o.’Pl.P;
PIP2.1-L

PIP2.3-L
A-
Roip2aL

1 pip23R®

F2 (18.74 %)

®110R
® 140Ru
©161-49
e41B
®GRA
OeGRB
®RGM
® 504

PIP2.1-

eSY A
-0.75
eSYB

SyC

-1 -075 -05 -0.25 0 025 05 075 1

OBarycentres

F1 (36.45 %) F1 (36.45 %)
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performed on VViPIPs transcript abundance data in well-watered condition for leaves (-L) and root tips
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111-2.1.2. Analyses factorielles discriminantes

Le niveau des transcrits VViPIPs en situation non contrainte a été soumise a une analyse
factorielle discriminante sur la variable "Génotype du greffon" (Figure 5.10). Au total 67,5 % de la
variabilité est expliquée par les axes F1 et F2 (Figure 5.10A). L'axe F1 est principalement expliqué du
coté négatif par I'expression foliaire de VviPIP1.1. L'expression foliaire et racinaire de VWiPIP1.2/4, et
I'expression foliaire de VViPIP1.3/5 et VViPIP2.2 contribuent aussi de maniére importante a
I'explication de I'axe. L'axe F2 est principalement expliqué par I'expression de VViPIP2.4 au niveau
foliaire. Les combinaisons se répartissent en trois groupes majeurs (Figure 5.10B). L’axe Fl1
discrimine I’homogreffe avec le greffon 110R (c6té négatif) des autres combinaisons qui sont par
ailleurs peu discriminées entre elles par cet axe. L'axe F2 discrimine I'ensemble des combinaisons avec
les greffons SY, 41B et RGM (cété positif), des combinaisons avec les greffons GR, 161-49, SO4,
101-14 et 140Ru.

Le niveau des transcrits VVviPIPs en situation non contrainte a également été soumis a une analyse
factorielle discriminante sur la variable "Génotype du porte-greffe" (Figure 5.11). Au total 55,2 % de
la variance est expliqué par les axes F1 et F2 (Figure 5.11A). L'axe F1 est principalement expliqué du
coté positif par I'expression des génes ViPIP1.3/5, VViPIP2.1 et WiPIP2.2 au niveau racinaire alors
gue I'axe F2 est principalement expliqué du c6té négatif par I'expression racinaire de VviPIP2.1. L’axe
1 discrimine légérement du c6té positif les combinaisons avec les porte-greffes SY, GR, 41B et 140Ru
des combinaisons avec les autres porte-greffes (Figure 5.11B). L’axe F2 discrimine, du c6té positif, les
combinaisons avec les porte-greffes RGM, 140Ru (du coté positif), de celles avec les porte-greffes
SY, 41B, 161-49 (c6té négatif). Les combinaisons avec le porte-greffe GR se situent de part et d’autre

de I’axe F2 au cours des expérimentations 1 et 2 respectivement.
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Figure 5.12- Discriminant function analysis on « graft combination » variable. The analysis was
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Ces analyses montrent que la discrimination des greffons est réalisée par l'expression foliaire des
aquaporines. Les greffons SY est GR sont bien discriminés et associés respectivement aux greffons
41B et RGM, et aux greffons 101-14, SO4, 161-49 et 140Ru. Le greffon 110R présente un
comportement extréme a l'ensemble des greffons étudiés. Au niveau racinaire, la discrimination des
porte-greffes est réalisée par I'expression des aquaporines racinaires. Le porte-greffe RGM se
discrimine facilement alors que les différences ne sont pas marquées pour les autres génotypes.
L'abondance des transcrits VViPIPs en situation non contrainte a finalement été soumise a une analyse

factorielle discriminante sur la variable "Combinaison greffon/porte-greffe” (Figure 5.12).

Au total 51,6 % de la variance est expliquée par le plan factoriel F1 x F2 (Figure 5.12A). L'axe F1 est
principalement expliqué du coté positif par I'expression racinaire du géne VViPIP1.2-4 alors que I'axe

F2 est principalement expliqué du cdté positif par I'expression racinaire du gene ViPI1P2.2.

La dispersion des individus selon leur combinaison greffon/porte-greffe est présentée en Figure 5.12B.
Les génotypes SY et GR en situation d'homogreffe se regroupent pour les trois expérimentations dans
la partie positive des axes F1 et F2. La dispersion des autres combinaisons greffon/porte-greffe ne sera
pas décrite en détail mais la position relative des hétérogreffes par rapport aux homogreffes permet de
différencier certains génotypes. Pour les génotypes SO4, 110R et 140Ru, I’association avec les
greffons SY et GR éloigne le positionnement des hétérogreffes de celles des homogreffes dans une
direction peu variable selon les greffons (le lien entre homogreffes et hétérogreffes est matérialisé par
des lignes brisées). A l'inverse, I'nhnomogreffe et les hétérogreffes avec 161-49 sont regroupées. D’autre
part, pour le porte-greffe 101-14, I'hétérogreffe GR/101-14 est tres proche de I'nomogreffe, alors que
I'nétérogreffe SY/101-14 est plus éloignée. Pour les génotypes RGM et 41B, l'inverse est observé,
I'nétérogreffe SY/ RGM et SY/41B sont trés proches de I'nomogreffe alors que les hétérogreffes
GR/RGM et GR/41B sont tres éloignées.

Cette analyse permet d'observer I'impact du greffon sur I'expression des génes VViPIPs. Pour le
génotype 161-49, lI'expression des génes ne semble pas varier selon le greffon, alors que pour d'autres
une variation peut étre observée. Pour les génotypes RGM, SO4, 110R et 140Ru la réponse est
globalement la méme quel que soit le greffon, alors que pour les génotypes 101-14 et 41B la réponse

varie en fonction du génotype du greffon.
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Figure 5.13- Heat maps of the changes in transcript abundance from well-watered to water
deficit conditions for leaves and root tips. The blue and red shades indicate the extent of gene
repression and induction respectively (n = 3). Blocks of squares show the level of gene expression in
the leaves and roots of 23 different combination scion/rootstock for each gene studied.



111-2.2. Situation de déficit hydrique
I11-4.2.1. Présentation globale du niveau de transcrits

L'abondance des transcrits VViPIPs étudiés en situation de déficit hydrique est présentée sous
forme de cartes de chaleur illustrant le niveau d'induction ou de répression par rapport a la situation
non contrainte (Figure 5.13). Globalement I'expression des différentes aquaporines étudiées présentent
des comportements trés variables en fonction des tissus et des combinaisons greffon/porte-greffe. Les
résultats de l'analyse de variance effectuée entre les combinaisons, le traitement hydrique et leur
interaction est disponible dans les données supplémentaires (Tableau S5.XI1V-XVI).

Pour les trois expérimentations, I'expression foliaire de WviPIP1.2/4 et WiPIP1.3/5 est
significativement induite par le traitement hydrique. Et pour au moins deux des trois expérimentations
une induction significative est également retrouvée pour VViPIP2.3 et VViPIP2.4 au niveau foliaire. De
maniére intéressante, l'expression foliaire de VviPIP1.1 est significativement induite par le traitement
hydrique dans I'expérimentation n°2 et significativement réprimée dans I'expérimentation n°l. En
situation de déficit hydrique, il y a peu d’effet significatif du facteur combinaison greffon/porte-greffe
sur I’abondance des transcrits en situation de déficit hydrique. Cependant I'expression foliaire de
WiPIP1.3/5, WiPIP2.1 et WiPIP2.1 est plus faible chez les homogreffes des génotypes RGM, 101-
14, SO4, 161-49, 41B, 110R et 140Ru en comparaison des hétérogreffes correspondantes, malgré

I'absence de significativité de ce résultat.

Au niveau racinaire, l'expression de WiPIP2.3 et WiPIP2.4 est significativement modifiée par le
déficit hydrique, le premier est induit alors que le second est réprimé. Pour les expérimentations n°1 et
n°3, une répression significative est également observée pour les génes WiPIP1.1 et WiPIP2.1. En
situation de déficit hydrique aucune différence significative n'est observée pour I'expression racinaire
des génes WiPIPs entre les différentes combinaisons greffon/porte-greffe. Pour les expérimentations
n°2 et n°3, quelques différences ponctuelles peuvent étre observées. De maniere intéressante,
I'expression racinaire de VViPIP2.1 est significativement différente entre les combinaisons avec le
porte-greffe 41B. De la méme maniére, les combinaisons ayant comme porte-greffe RGM présentent
des niveaux d'expression racinaire du gene ViPIP2.3 significativement différentes par rapport aux

autres combinaisons.
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Figure 5.14- Discriminant function analysis on « graft combination » variable. The analysis was
performed on VWiPIPs transcript abundance data in water deficit condition for leaves (-L) and root tips
(-R). A: Representation of the contribution of variables to the discriminant functions F1 and F2. The
transcript names highly correlated to the discriminant function (R>0.5) are bolded. B: Plot of
individual scores for the two discriminant functions F1 and F2. Barycenter for each genotype is
identified by a yellow dot and annotated, homograft are underlined. Black and red dashed line connect
respectively GR and SY scion to rootstock homograft. For SY/SY and GR/GR, A, B, C were add to
make differentiation between experiment 1, 2 and 3.



111-2.2.2. Analyses factorielles discriminantes

L'analyse discriminante sur la variable "Génotype du greffon" ne sera pas présentée car les
génotypes sont mal discriminés. L'analyse discriminante sur la variable "Génotype du porte-greffe" ne
sera pas présentée non plus car les résultats majeurs sont retrouves dans l'analyse discriminante sur la

variable "Combinaison greffon/porte-greffe” (Figure 5.14).

Au total 51,8 % de la variabilité est représenté par les axes F1 et F2 (Figure 5.14A). L'axe F1 est
principalement expliqué du coteé positif par I'expression foliaire de VviPIP1.1 et VWiPIP2.4 et par
I'expression racinaire de VWiPIP1.2/4 et de WiPIP2.1. L'axe F2 est principalement expliqué du coté
positif par I'expression racinaire de VviPIP2.4. La dispersion des combinaisons greffon/porte-greffe
sur le plan factoriel F1 x F2 est présenté en figure 5.14B. On peut globalement observer que les
combinaisons avec SY comme greffon sont distribuées dans la partie du plan factoriel définie par le
coté positif des axes F1 et F2. Mais les différentes combinaisons se distribuent le long des axes, c’est a
dire que leur positionnement est influencé par un seul des deux axes. Les combinaisons avec GR
comme greffon sont peu discriminées par 1’axe F1 et se positionnent pour la plupart dans la partie
négative de I’axe F2. La plupart des homogreffes, hormis celle avec 41B, se positionnent dans la partie
négative de 1’axe F1. L’axe F2 discrimine les homogreffes avec 161-49, SO4 (c6té positif), de celles
avec 110R, 101-14 et 140Ru (c0té négatif)

Comme précédemment le positionnement de chaque combinaison greffon/porte-greffe ne sera pas
présenté en détail mais la position des hétérogreffes sera décrite par rapport a celles des homogreffes
respectives. Pour les génotypes RGM et 101-14, I’association avec le greffon SY ou GR n'influence
que trés peu le positionnement des individus. Pour les génotypes SO4, 161-49, 41B et 140Ru, la
positionnement est influencé par le génotype du greffon. Lorsque le greffon est SY, I'hétérogreffe se
positionne en direction positive de l'axe F2. Lorsque le greffon est GR, I'hétérogreffe se positionne en
direction négative de I'axe F2. Pour le génotype 110R, la combinaison SY/110R se situe a proximité
de I'nomogreffe 110R/110R, alors que la combinaison GR/110R est décalée vers la partie négative de
l'axe F2.

Cette analyse permet de montrer que la régulation transcriptionnelle des aquaporines étudiées en
situation de déficit hydrique peut étre influencée ou non par le génotype du greffon pour un génotype
de porte-greffe donné. Les génotypes SY et GR influencent la régulation transcriptomique de maniére
opposée, en agissant principalement sur I'expression racinaire du géne VViPIP2.4. L'intensité de la

réponse au greffage apparait aussi variable en fonction du porte-greffe.
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1\VV- Discussion

Dans ce chapitre, la régulation transcriptomique des principaux genes liés au métabolisme et a la
signalisation de I'ABA, ainsi que ceux codant des aquaporines de type PIP1 et PIP2, a été étudiée en
situation de non contrainte (J7) et de déficit hydrique (J11), au niveau foliaire et racinaire, sur les 23
combinaisons greffon/porte-greffe étudiées. Les objectifs de cette étude sont de caractériser les
différences liées aux génotypes au sein des deux tissus et d'étudier la réponse transcriptomique de ces
genes en situation de déficit hydrique. Une discussion plus générale des résultats en lien avec les
données physiologiques et métaboliques, ainsi qu’une comparaison avec les observations faites sur

bouture sera conduite dans le dernier chapitre « conclusions générales et perspectives ».

IV-1. Effet du déficit hydrique sur la régulation transcriptomique des genes liés

au métabolisme et a la signalisation de I'ABA

Le déficit hydrique est le principal facteur de variation du niveau d'expression de I'ensemble
des geénes liés au métabolisme et a la signalisation de I'ABA, au niveau foliaire et racinaire a
I'exception du géne VviHyd2 et du géne VviSnRK2.1 au niveau racinaire. Les genes VViRCARS et
VVIRCARG sont réprimés alors que les autres genes sont induits par le déficit hydrique. Les niveaux
d’induction ou de répression sont souvent plus marqués dans les racines que dans les feuilles. Les
génes WINCED1, Vvi PP2C4, WiPP2C9 dans tous les organes, et VWINCED2 dans les racines
présentent le niveau d’induction le plus élevé. VVIRCARG dans les racines présente le niveau de
répression le plus élevé. Ces résultats sont conformes a ceux observés dans la littérature chez la vigne
(Boneh et al., 2012a et b) et pour la plupart, aux résultats rapportés pour les boutures au chapitre 2, ce
qui prouve que la régulation transcriptionnelle de ces génes est conservée en situation greffée. On
constate que ce sont plutot les étapes de biosynthése de ’ABA et les premiéres étapes de la voie de
transduction du signal qui sont le plus affectées, ce qui pourrait étre expliqué par la précocité des
prélévements par rapport a I’application de la contrainte (J11) et la faible intensité du stress a cette
date (Wpredawn = -2.5 MPa cf chapitre 4). Nos résultats confirment aussi 1’induction de VviNCED2

principalement dans les racines, comme rapporté par Speirs et al. (2013).

Cependant les résultats obtenus pour l'expression des genes VviSnRK2.1 et ViSnRK2.6 dans les
racines sont différents entre cette expérimentation et celle réalisée sur boutures. En effet sur boutures,
I'expression du gene VviSnRK2.1 était induite alors que celle du gene VviSnRK2.6 n'était pas
significativement modifiée par le déficit hydrique alors que nous observons D’effet inverse ici.
Plusieurs parametres peuvent expliquer les différences entre ces deux expérimentations, notamment

I'intensité du déficit hydrique ou I'neure du prélévement.
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Figure 5.15 : Tree of similarities between physiological (Green), ABA-related metabolits
(Red) and aquaporins (Blue) and ABA-related (Black) genes expression variables
established from Pearson correlation coefficients (n = 148).



Comme souligné par Seiler et al. (2014), lintensité et la durée du stress affecte la réponse
transcriptomique des genes liés a la signalisation de 'ABA. Effectivement dans 1’expérimentation sur
plantes greffées décrite ici, I’intensité du déficit hydrique est plus faible que celle de la contrainte
appliquée sur les boutures au chapitre 2 (-0.5<Wpeqann<-1.2 MPa). Il est alors envisageable que
I'expression des génes VviSnRK2.1 et VWiSnRK2.6 répondent tous deux au déficit hydrique, mais soient
impliqués respectivement dans une réponse a forte et a faible intensité. Par ailleurs, il a clairement été
montré des interactions entre la régulation des rythmes circadiens et la régulation hormonale,
notamment celle liée a ’ABA (Robertson et al., 2009). Les membres de la famille SnRK2 sont des
serine/threonine kinases impliquées dans la réponse aux stress abiotiques et a I’ABA dont certains
seraient régulés par le cycle jour-nuit (Kulik et al., 2011). Dans nos travaux, les prélévements ont été
réalisés en fin de nuit (boutures chapitre 2) et vers le midi solaire (plantes greffées), ce qui pourrait

expliquer également les différences observées entre les 2 situations.

IV-2. Coordination racines — feuilles pour la régulation des génes liés au

métabolisme et a la signalisation de I'ABA au niveau de la plante greffée

Les différentes analyses discriminantes, I'ACP générale, et l'analyse de similarité des génes
montrent de facon trés claire que la régulation des genes liés au métabolisme et a la signalisation de
I'ABA au niveau foliaire et racinaire n’est majoritairement pas coordonnée (Figure 5.15). L'ensemble
de ces variables au sein d'un méme tissu présente de forts niveaux de corrélations, mais les
corrélations croisées entre les tissus sont beaucoup plus faibles et correspondent sans doute a la
réponse générale au potentiel hydrique de tige. Ces données sont en accord avec I’idée que la
biosynthése foliaire d’ABA foliaire est suffisante (et indépendante du pool racinaire) pour expliquer la
concentration dans la seve xylémienne et la réponse stomatique (Soar et al., 2004, Soar et al., 2006,
Christman et al., 2007). Il est aussi important de souligner que le niveau d'induction ou de répression
au niveau racinaire est généralement plus important qu'au niveau foliaire (surtout pour les génes en
amont de la voie de signalisation). Les corrélations entre I'expression des genes et les potentiels
hydriques de base et de tige sont généralement meilleures au niveau racinaire suggérant un lien plus
direct entre 1’état hydrique du sol et de la plante et la réponse racinaire. Il faut cependant souligner que
I’expression du géne VVINCEDL1 dans les feuilles est soumise a des effets porte-greffes, ce qui peut
suggérer que I’induction de la biosyntheése d’ABA dans les feuilles en situation de contrainte hydrique

est sous le contr6le d’un signal provenant des racines (Borel et al., 2001 ; Perrone et al., 2012).
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IV-3. Effet des génotypes sur la régulation transcriptomique des genes liés au
métabolisme et a la signalisation de I'ABA en situation greffee

Les analyses discriminantes réalisées en situation de non contrainte et en situation de déficit
hydrique permettent de différencier le comportement de certains génotypes au niveau foliaire et
racinaire. Au niveau foliaire, les greffons 101-14, 161-49, 110R et 140Ru sont largement discriminés
des autres par I'expression foliaire des génes VViINCED2, VviPP2C4, VVviPP2C9 et VViISnRK2.6 en
situation ou non de contrainte hydrique. Au niveau racinaire, ces génotypes sont également
discriminés par l'expression racinaire des mémes génes a l'exception de VVviPP2C4. L'expression
racinaire de VViABF2 semble également intervenir dans cette discrimination. Pour les génotypes 110R
et 140Ru, ces observations sont conformes a celles faites sur boutures au chapitre 2 ou les genes
VVIABF2 et VVviSnRK2.6 sont respectivement faiblement et fortement exprimés de maniére

constitutive pour ces génotypes.

Une discrimination des génotypes 101-14 et 161-49 sur le caractere « génotype de greffon »
enregistrée sur plante greffée est mise en évidence en situation ou non de contrainte hydrique. Elle
n'avait pas été observée sur boutures. Elle est en partie liée aux mémes critéres discriminants que pour
les génotypes 110R et 140Ru, c’est-a-dire principalement le niveau de transcrits VVINCED2 et
VViSnRK2.6 dans les feuilles. Cette discrimination ne semble cependant pas étre associée a 1’état
hydrique des plants, ni a leur origine génétique, puisque 101-14 est un hybride V. riparia x V. rupestris
et 161-49 un hybride V. berlandieri x V. rupestris. Ces génotypes sont également caractérisés par de
fortes teneurs en ABA-GE dans les feuilles ou dans les racines (cf chapitre 4). Ces particularités ne
sont pas non plus associées au niveau d’adaptation a la sécheresse qui est élevé chez 110R et 140Ru,
et plut6t faible chez 161-49 et 101-14. Il serait important de mieux comprendre le r6le de ABA-GE

dans la régulation des pools d’ABA pour interpréter ces résultats.

Mis a part ce constat, il est noté que le porte-greffe 41B est discriminé en situation non contrainte par
I’expression des genes VViIPP2C4 et VVIRCARS dans les racines et qu’en situation de déficit hydrique,
le porte-greffe 140Ru est discriminé par 1’expression de VViPP2C9 et VviSnRK2.6 dans les racines. Il
est également remarquable que les porte-greffes 110R et 101-14 sont discriminés par 1’expression du
géne VWINCED1 dans les feuilles (du greffon), suggérant que ces porte-greffes peuvent contrdler au
niveau transcriptomique la biosynthése d’ABA dans les feuilles. Méme si ces 2 génotypes ont été
étudiés dans la méme expérimentation (n°1), on ne retrouve pas cette discrimination pour les porte-

greffes SY et GR étudiés en méme temps.
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IV-4. Effet du déficit hydrique sur la régulation des genes VWiPIP1s et ViPIP2s

Les analyses de variance montrent I'induction ou la répression globale de certains genes des
familles VViPIP1s et VviPIP2s au niveau foliaire et racinaire.

Globalement, I'expression des génes ViPIP1.1, WiPIP2.2 et WiPIP2.4 est trés importante dans les
racines de tous les génotypes, ce qui suggére un role majeur dans le transport racinaire de I'eau
(Galmés et al. 2007 ; Vandeleur et al., 2009 ; Perrone et al., 2012). Ces résultats confirment ceux
obtenus sur boutures (cf chapitre 3), hormis pour VWiPIP2.4 pour lequel une expression importante
dans les racines est mise en évidence dans les conditions expérimentales décrites au chapitre 4. Cette
derniére observation est en accord avec la littérature (Perrone et al., 2012, Gambetta et al., 2012). Dans
ce cas, les prélévements ont été réalisés a midi solaire, ce qui renforce I’idée de I’importance du

moment des prélévements pour étudier I’expression des aquaporines.

Dans ce travail, le déficit hydrique conduit globalement a la répression de 1’expression des génes
WiPIP1.1, WiPIP2.1, WiPIP2.2 et WiPIP2.4 dans les racines. Dans les feuilles, globalement, ces
mémes génes ne sont pas significativement affectés, sauf pour VviPIP2.4 qui est induit et WiPIP1.1
dont la réponse est trés génotype-dépendante. L’abondance des transcrits VViPIP1.2/4 et WiPIP1.3/5
n’est pas significativement affectée dans les racines, alors qu’elle est significativement augmentée
dans les feuilles. Finalement 1’abondance des transcrits VviPIP2.3 augmente significativement dans les
racines et les feuilles. Nos résultats confirment la variabilité de réponse transcriptomique en fonction
des aquaporines. Comme dans le cas des boutures (chapitre 3), une induction de 1’expression des
génes codant les aquaporines racinaires n’est pas mise en évidence, sauf pour VViPIP2.3. Les résultats
sont différents au niveau des feuilles puisqu’une induction est observée pour 4 génes alors qu’ils
étaient réprimés ou non affectés sur boutures. Comme discuté au chapitre 3, I’intensité de la contrainte
hydrique pourrait expliquer ces différents résultats, certaines aquaporines pouvant étre induites a faible
niveau de contrainte hydrique pour maintenir la conductance hydraulique des tissus, puis réprimées a
des niveaux de contrainte plus élevés pour réduire les pertes en eau (Galmes et al., 2007, Maurel et al.,
2015).
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IV-5. L’effet génotype sur I’expression des génes VVIPIP1s et VviPIP2s

En situation non contrainte, des différences génotypiques ont été identifiées au niveau foliaire
et racinaire au cours de l'analyse transcriptomique des différentes isoformes d'aquaporines. Au niveau
foliaire, lI'analyse de variance et I'analyse discriminante met en évidence des différences constitutives
dans l'expression des genes VViPIP1.2/4 et WiPIP2.4. Pour ces deux genes I'expression est plus
importante pour le génotype SY que pour le GR en situation homo- ou hétérogreffée quel que soit le
porte-greffe. Notre étude est la premiére sur la Vigne a montrer des différences constitutives
d'expression de gene codant pour aquaporines au niveau foliaire entre deux génotypes qui sont par
ailleurs caractérisés respectivement comme anisohydrique et isohydrique. Vandeleur et al. (2009)
établit quant a elle un lien entre I’expression racinaire de VviPIP1.1 et le caractére iso-anisohydrique
de 2 cépages de vigne cultivés en boutures. Pour sa part, Schultz (2003) observe des différences
importantes de conductivité hydraulique et de sensibilité a la cavitation au niveau du pétiole des
feuilles de cépages iso ou anisohydrique. Finalement Perrone et al. (2012) rapporte une corrélation
négative entre le niveau d’expression de VvPIP2.4 dans les racines et la résistance hydraulique de ce
méme compartiment. L’ensemble de ces résultats contribuent & souligner le role de la composante
hydraulique et des aquaporines pour la définition du caractere iso/anisohydrique des espéces ou des
variétés. Dans notre travail, nous pouvons faire I’hypothése que ces deux génes codant des
aquaporines de type PIP (ou au moins VViPIP2.4) participent au maintien de la composante
hydraulique foliaire de la variété anisohydrique. De plus, les aquaporines contribuent également a la
réparation des embolies en phase de réhydratation (Tramontini et Lovisolo, 2016), et les variétés

anisohydriques présentent de meilleures capacités de récupération (Schultz, 2003, Pou et al., 2012) .

Au niveau racinaire, on observe sur les cartes de chaleur des différences génotypiques marquées pour
I'expression des genes WiPIP1.3/5 et WiPIP2.1.Un faible niveau d'expression est mis en évidence
pour le premier gene chez les génotypes « porte-greffe » 110R et 140Ru, et pour le second gene chez
trées RGM et 101-14, quel que soit le greffon avec lequel ils sont associés. Seule I'étude de Gambetta et
al. (2012) offre une possibilité de comparaison pour I'expression racinaire des différentes aquaporines
étudiées entre les génotypes 101-14 et 110R. Celle-ci confirme les résultats obtenus pour le géne
WViPIP2.1 alors que dans son étude le géne VViPIP1.3/5 présente un niveau trés faible pour I'ensemble
des génotypes étudiés. Les résultats obtenus dans ce chapitre sont identiques a ceux décrits au chapitre
3, ce qui montre que le greffon n'influence pas le caractére constitutif de 1’expression racinaire de

certains genes tels que VViPIP1.3/5 et WiPIP2.1.

En situation de contrainte hydrique, il apparait trés difficile de mettre en évidence des différences
génotypiques marquées, ce qui nous conduit a faire I’hypothése d’un role majeur de la greffe et de

I’interaction greffon-porte-greffe.
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V-6 Réle de la greffe sur la régulation transcriptomique des aquaporines

En situation de contrainte hydrique, la réponse transcriptomique semble tres variable pour un
méme greffon avec différents porte-greffe et pour un méme porte-greffe avec différents greffons. De
plus I'analyse discriminante sur les combinaisons greffon/porte-greffe en situation de déficit hydrique
montre que la régulation transcriptomique des aquaporines est trés variable en situation greffée.
Certains porte-greffes semblent affectés par le génotype du greffon alors que d'autres non. Ces
résultats semblent indiquer que la greffe en elle-méme peut affecter la régulation transcriptomique des
différentes aquaporines. Le point de greffe peut représenter un frein majeur au transfert de 1I’eau dans
le tronc, méme si sa contribution a la résistance hydraulique de la plante entiere reste beaucoup plus
faible que celle du systeme racinaire (Herralde et al., 2006). Des différences entre les combinaisons
greffon/porte-greffe liées au porte-greffe sont également signalées (Herralde et al., 2006). Au sein de
la gamme de porte-greffes disponibles dans le monde, une large hétérogénéité dans les capacités de
greffage a été décrite (Keller, 2010), mais aucune caractérisation systématique des propriétés
hydrauliques de ’interface porte-greffe / greffon n’a été conduite chez la vigne a ce jour, en situation
ou non de contrainte hydrique. Sur pommier, Bauerle et al. (2011) mettent en évidence des différences
de conductance hydraulique au niveau du point de greffe entre des combinaisons greffon-porte-greffe
de vigueur variables. Ces auteurs les associent a la réponse des mémes combinaisons a la contrainte
hydrique, notamment en matiére de sensibilité au développement des embolies. Cette contrainte
hydraulique supplémentaire au niveau du point de greffe pourrait modifier le flux hydrique et la
signalisation entre racines et feuilles et expliquer la variabilité des résultats obtenus.

Dans notre étude, nous avons observé des problémes de reprise au greffage avec le 140Ru qui ne se
démarque pas particulierement des autres génotypes en matiere de régulation transcriptomique des
aquaporines. Par ailleurs, il ressort de 1’analyse factorielle discriminante en situation de contrainte
hydrique sur le critere « combinaison greffon-porte-greffe » que les combinaisons avec le greffon SY
présentent une plus grande variabilité de réponse en fonction du génotype de porte-greffe que les
combinaisons avec le greffon GR. Le cépage Syrah est connu par ailleurs pour ses problemes de
dépérissement lié a des disfonctionnements du cambium au niveau du point de greffe, ces
disfonctionnements entrainant des limitations de développement des tissus conducteurs (IFV, 2011).
La variabilité de réponse transcriptomique pour les aquaporines en fonction des combinaisons avec le
greffon SY pourrait étre associée aux particularités de ce cépage. Des études plus précises devraient

étre conduites a ce sujet.
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V- Conclusions

A travers I'étude transcriptomique des genes impliqués dans le métabolisme et la signalisation
de I'ABA, il est apparu que les caractéres constitutifs séparant les génotypes 110R et 140Ru déja mis
en évidence au chapitre 2, ont été retrouvés en situation greffée. La présente étude fait également
ressortir les génotypes 101-14 et 161-49 qui présentent de maniere constitutive une forte expression
foliaire des génes VVINCED2, WiPP2C4 et WiPP2C9. Le rble de la greffe dans cette discrimination
ne peut étre vraiment évalué mais les observations réalisées semblent permettre de conclure a un lien

avec la parenté des génotypes.

Au niveau des genes codant des aquaporines de types PIP1 et PIP2, les caractéres constitutifs de
certains génotypes sont également retrouvés entre la situation greffée et non greffée permettant la
discrimination d'une part des génotypes 110R et 140Ru et d'autre part celles des génotypes 101-14 et
RGM. De maniére intéressante les génotypes SY et GR présentent aussi de maniére constitutive des
différentielles d'expression foliaire pour le géne VViPIP2.4. Ces résultats montrent que les génotypes
de porte-greffe sensibles et tolérants au déficit hydrique (Keller, 2010) expriment de maniére variable
des caractéres associés au fonctionnement hydraulique. Des observations analogues peuvent étre faites

au niveau des greffons dit iso- ou anisohydriques, quel que soit le porte-greffe.

La réponse transcriptomique liée a I'ABA ne semble pas différente entre les plantes greffées ou non.
Comme pour les métabolites liées a I'ABA, les corrélations entre I'expression foliaire et racinaire sont
beaucoup plus fortes au sein d'un méme tissu qu'entre parties racinaire et aérienne (Chapitre 4). De
plus, les différences entre génotypes du greffon et du porte-greffe s'expliquent par la régulation locale
de I’expression des genes, indiquant une indépendance de la régulation entre les parties aériennes et

racinaires.

La réponse des génes codant des aquaporines au niveau foliaire et racinaire est fortement affectée par
l‘interaction greffon-porte-greffe en situation de contrainte hydrique. Le greffon SY exprime tout
particulierement cette variabilité en fonction du porte-greffe. Cette variabilité concerne 1’expression

d’aquaporines au niveau foliaire, mais aussi au niveau racinaire.
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VI1- Données supplémentaires

Tableau S5.1- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied in experiment n°1 in well-watered condition. p-values from a two-way ANOVA
(n = 3) are presented in first block of the table for each gene in leaves and root tips. Scion, rootstock
(Root.) and interaction (Interac.) effects are presented within the following three bold blocks for each
tissue, values with the same letter are not statistical different (Tukey-HSD). When p-values are less to
0.05, the highest expression level is colored in dark grey, while the lowest is colored in light grey.

Leaves

NCED1 NCED?2 Hyd2 RCAR5 RCAR6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABFl ABF2

Scion 0.954 0.019 0.832 0.340 0.463 <0.0001 0.060 0.400 0.005 0.001 <0.0001

Root. 0.761 0.049 0.100 0.276 0.044 0.263 0.457 0.537 0.619 0.242 0.002
Interac. 0.151 0.392 0.298 0.785 0.576 0.035 0.937 0.405 0.354 0.045 0.753
101-14 | 0.009 a | 0052 a 006 a 004 a 011 a 005 b 003 a 032 a /198 a 016 b 028 bc

Scion 110R 0015 a [ 0052 a 067 a 009 a 017 a 024 a [007 a 045 a 188 a 029 ab 0.08 c
SY 0009 a 0040 a 021 a 031 a 017 a 005 b 002 a 050 a 133 ab 024 b [081 a

GR 0008 a 0032 a 025 a 015 a 019 a 004 b 002 a 023 a 081 b 042 a 057 b
101-14 | 0.007 a 0038 a 012 b 010 a 012 a 004 b 003 a 029 a 1.27 031 ab 043 a

Root. 110R 0013 a [ 0047 a 056 a 024 a 026 a 008 a 003 a 046 a 146 032 ab 061 a
SY 0009 a 003 a 007 b 039 a 011 a 005 ab 002 a 051 a 123 020 b 068 a

GR 0.007 a 0035 a 006 b 009 a 014 a 005 b 001 a 016 a 0.85 038 a 075 a

Scion  Root. NCED1 NCED?2 Hyd2 RCAR5 RCAR6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6  ABF1 ABF2

101-14 101-14 | 0.009 a 0.052 a 006 a 004 a 011 a 005 b 003 a 032 a 198 a 016 c 028 bhc
SY 101-14 | 0011 a 0042 a 021 a 019 a 014 a 005 b 003 a 045 a 135 ab 035 abc 0.70 ab
GR 101-14 | 0001 a 0020 a 008 a 008 a 010 a 001 b 003 a 011 a 048 b 042 a 032 bc
110R  110R 0015 a 0052 a 067 a 009 a 017 a [014 a 007 a 045 a 188 a 029 abc 0.08 c
SY 110R 0.008 a 0050 a 038 a 033 a 029 a 004 b 001 a 052 a 143 ab 020 bc 110 a
GR 110R 0016 a 0040 a 062 a 029 a 032 a 006 b 001 a 041 a 108 ab 046 a 066 ab
SY SY 0.009 a 0030 a 007 a 039 a 011 a 005 b 002 a 051 a 123 ab 020 bc 068 ab
GR GR 0.007 a 0035 a 006 a 009 a 014 a 005 b 001 a 016 a 0.85 ab 0.38 ab 075 ab
Root tips

NCED1 NCED2 Hyd2 RCAR5 RCAR6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABF1 ABF2

Scion 0.602 0.127 0.007 0.619 0.017 0.369  0.194 0.017 0.005 0.475 0.792

Root. 0.002 0.002 0.767 <0.0001 0.110 0.028  0.080 0.016 0.004 0.003  <0.0001

Interac. 0.551 0.346 0.176 0.026 0.021 0.661  0.269 0.033 0.014 0.047 0.340

101-14 | 0004 b 0027 b 005 b 022 b 012 b 002 a 001 a 004 a 043 a 007 ¢ 017 bc

Scion 110R 0.006 ab 0.057 ab 024 ab 052 a 057 a 007 a 002 a[010 a 049 a 018 a 0.08 c
SY 0.008 a 0058 a 027 a 059 a 038 a 004 a 003 a 010 a 050 a 015 ab 033 a

GR 0.004 b 0065 a 007 b 045 a 017 b 005 a 003 a 0.06 a 067 a 0.12 bc 030 ab

101-14 | 0004 b 0039 b 015 a 028 ¢ 017 b 002 b 002 a 008 ab 057 ab 009 b 021 b

RooL. 110R 0.004 b 0057 ab 020 a 051 b 045 a [006 a 004 a[011 a 064 a 017 a 0.09 c
SY 0.014 a | 0.080 a 023 a [083 a 031 ab 005 ab 0.03 a 006 ab 038 b 018 a 060 a

GR 0.006 b 0079 a 0.06 a 058 ab 0.17 b 005 ab 002 a 004 b 045 ab 011 b 056 a

Scion  Root. NCED1 NCED?2 Hyd2 RCAR5 RCAR6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6  ABFl ABF2

101-14 101-14 | 0.004 b 0.027 b 0.05 022 ¢ 012 ¢ 002
SY 101-14 | 0.006 ab 0.034 b 035 a 025 ¢ 022 bc 001
GR 101-14 [ 0.003 b 0.056 ab 0.05 b 0.36 bc 0.18 bc 0.03
110R  110R 0.006 ab 0.057 ab 024 ab 052 bc 057 ab 0.07

o

0.01 004 b 043 bc 007 b 017
0.01 0.10 ab 0.43 bc 0.08 b 0.20
0.03 0.09 ab (084 a 012 ab 0.26
0.02 0.10 ab 0.49 abc 018 a 0.8

Do D D D D D

SY 110R 0.004 b 0.053 ab 0.24 ab 0.61 ab 062 a 0.04 0.05 015 a 073 ab 018 a 011
GR 110R 0.003 b 0.060 ab 0.11 ab 040 bc 016 c  0.07 0.05 006 b 072 abc 0.14 ab 0.07
SY SY 0.014 a 0.080 a 023 ab|[0.83 a 031 abc 0.05 0.03 006 b 038 c (018 a 0.60
GR GR 0.006 ab 0.079 a 006 ab 058 ab 0.17 c¢c  0.05 0.02 004 b 045 bc 011 ab 056

®» ®» T T T T T T
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Tableau S5.11- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied in experiment n°2 in well-watered condition. p-values from a two-way ANOVA
(n = 3) are presented in first block of the table for each gene in leaves and root tips. Scion, rootstock
(Root.) and interaction (Interac.) effects are presented within the following three bold blocks for each
tissue, values with the same letter are not statistical different (Tukey-HSD). When p-values are less to
0.05, the highest expression level is colored in dark grey, while the lowest is colored in light grey.

Leaves

NCED1 NCED2  Hyd2 RCAR5 RCAR6  PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABFl1 ABF2

Scion 0.955 0.168 0.110 0.216 0.208 0.108 0.736 0.435 0.001 0.947 0.050
Root. 0.068 0.805 0.663 0.847 0.906 0.450 0.007 0.792 0.892 0.475 0.227
Interac. | 0.723 0.446 0.015 0.210 0.246 0.357 0.725 0.046 0.037 0.291 0.300

RGM (0001 a 0050 a 027 a 014 a 023 a 004 ab 003 a 018 a 154 a 027 a 052 a
Scion 41B 0.000 a 0044 a 010 b 023 a 006 a 007 a 002 a 023 a 064 b 021 a 032 a
SY 0.001 a 0.035 a 011 b 022 a 032 a 003 ab 002 a 034 a 078 b 025 a 034 a
GR 0.001 a 0033 a 012 b 021 a 013 a 002 b 003 a 022 a 060 b 023 a 028 a
RGM (0001 a 0038 a 018 a 020 a 023 a 002 a 002 b 023 a 100 a 025 a 034 a
Root. 41B 0.000 a 0038 a 009 a 021 a 014 a 004 a 002 b 029 a 066 b 021 a 030 a
SY 0.002 a 0040 a 013 a 021 a 034 a 003 a 001 b 035 a 080 ab 029 a 033 a
GR 0.002 a 0031 a 013 a 022 a 016 a 002 a /007 a 019 a 053 b 026 a 042 a
Scion Root. NCED1 NCED2 Hyd2 RCAR5 RCAR6  PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABFl ABF2
RGM RGM 0001 a 0.050 a 027 a 014 a 023 a 004 a 003 ab 018 a 154 a 027 a 052 a
SY RGM 0000 a 0029 a 006 ab 021 a 027 a 002 a 002 ab 021 a 065 b 023 a 028 a
GR RGM 0.001 a 0034 a 020 ab 025 a 020 a 001 a 001 b 029 a 08L b 026 a 023 a
41B  41B 0.000 a 0044 a 010 ab 023 a 006 a 007 a 002 ab 023 a 064 b 021 a 032 a
SY 41B 0.001 a 0038 a 014 ab 023 a 033 a 005 a 003 ab| 047 a 08 b 024 a 040 a
GR  41B 0.000 a 0033 a 003 b 017 a 003 a 002 a 002 ab 018 a 045 b 019 a 019 a
Sy Sy 0.002 a 0040 a 013 ab 021 a 034 a 003 a 001 b 035 a 080 b 029 a 033 a
GR GR 0.002 a 0031 a 013 ab 022 a 016 a 002 a 007 a 019 a 053 b 026 a 042 a
Root tips

NCED1 NCED2  Hyd2 RCAR5 RCAR6  PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABF1  ABF2

Scion 0.997 0.052 0.804 0.076 0.711 0.194 0.067 0.086 0.456 0.362 0.061
Root. 0.639 0.980 0.382 0.001 0.016 <0.0001  0.022 0.031 0.000 0.271 0.966
Interac. | 0.649 0.384 0.789 0.043 0.023 0.519 0.025 0.519 0.087 0.177 0.003

RGM |0.006 a 0079 a 009 a 061 b 022 a 004 a 003 a 006 b 081 a 017 a 051 ab
Scion 41B 0.003 a 0034 b 042 a 104 ab 024 a 008 a 004 a 023 a 111 a 016 a 034 b
SY 0.005 a 0043 b 041 a 143 a 037 a 006 a 005 a 012 b 091 a 021 a 063 a
GR 0.005 a 0046 b 059 a 095 ab 034 a 006 a 003 a 013 b 086 a 018 a 054 ab
RGM [0.006 a 0.056 a 042 a 060 b 028 bc 003 b 002 a 010 b 084 b 017 a 055 a
Root. 41B 0003 a 0041 a 023 a 145 a 025 c 010 a [006 a 019 a [122 a 021 a 050 a
SY 0.005 a 0047 a 028 a [1.70 a (053 a 003 b 002 a 008 b 041 b 021 a 063 a
GR 0.005 a 0045 a 1.26 a 097 ab 048 ab 005 b 003 a 007 b 062 b 015 a 057 a

Scion Root. NCED1 NCED2  Hyd2 RCAR5 RCAR6  PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABFl1  ABF2

RGM RGM 0006 a 0.079 a 009 a 061 c 022 ab 0.04 c 003 ab 0.06 b 081 bc 017 a 051 ab
SY RGM 0.005 a 0.037 a 077 a 053 c 024 ab 0.02 c 002 b 012 ab 083 abc 0.16 a 049 ab
GR RGM 0.007 a 0.050 a 042 a 064 c 0.39 ab 0.03 c 002 b 014 ab 090 abc 0.19 a 0.66 ab
41B 41B 0.003 a 0034 a 042 a 1.04 abc 024 ab 0.08 abc 004 ab 023 a 111 ab 016 a 034 b
SsY 41B 0.003 a 0.046 a 016 a 206 a 035 ab 0.12 a 011 a 018 ab 150 a 027 a[0.78 a
GR 41B 0.003 a 0.042 a 010 a 124 abc 016 b 011 ab 002 b 016 ab 1.06 abc 020 a 0.39

sY sY 0.005 a 0.047 a 028 a 170 ab 053 a 0.03 c 002 b 008 b 041 c 021 a 063 ab
GR GR 0.005 a 0045 a 126 a 0.97 bc 048 ab 0.05 bc 0.03 ab 007 b 062 bc 015 a 057 ab
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Tableau S5.111- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied in experiment n°3 in well-watered condition. p-values from a two-way ANOVA
(n = 3) are presented in first block of the table for each gene in leaves and root tips. Scion, rootstock
(Root.) and interaction (Interac.) effects are presented within the following three bold blocks for each
tissue, values with the same letter are not statistical different (Tukey-HSD). When p-values are less to
0.05, the highest expression level is colored in dark grey, while the lowest is colored in light grey.

Leaves

NCED1 NCED?2 Hyd2 RCAR5 RCAR6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABF1 ABF2

Scion 0.001 0.049 0.107 0.024 0.406 0.001 0.015 0.053 0.0004 0.576 0.086

Root. 0.757 0.397 0.819 0.662 0.205 0.558 0.739 0.039 0.141 0.775 0.121

Interac. 0.435 0.528 0.880 0.516 0.042 0.275 0.108 0.228 0.465 0.193 0.885

SO4 0002 b 0041 b 015 a 008 b 010 a 004 b 001 c 012 b 0.64 b 031 a 026 a

161-49 10018 a /0176 a 005 a|[035 a 012 a [011 a 008 ab 051 a 182 a 021 a 064 a

Scion 140Ru [0.012 a 0.169 a 0.04 a 017 ab 007 a 011 a [0.08 a 0.47 ab 149 a 019 a 0.09 a

Sy 0.003 b 0063 b 013 a 013 b 009 a 004 b 003 bc 026 ab 0.68 b 026 a 059 a

GR 0.003 b 0077 ab 033 a 011 b 005 a 003 b 0.02 c 0.20 b 043 b 023 a 051 a

SO4 0.002 b 0041 b 016 a 009 a 008 a 004 a 002 a 0.16 b 053 b 028 a 039 a

Root. 161-49 10009 a 0112 a 018 a 020 a 011 a 007 a 005 a 044 a 118 a 023 a 071 a

140Ru | 0.007 ab 0.117 a 019 a 016 a 0.07 a 006 a 0.05 a 0.26 ab 0.74 ab 021 a 042 a

SY 0.002 b 0058 ab 015 a 010 a 004 a 004 a 0.02 a 0.19 ab 0.59 ab 026 a 036 a

Scion  Root. NCED1 NCED?2 Hyd2 RCAR5 RCAR6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABF1 ABF2

SO4 SO4 0.002 b 0041 a 015 a 008 b 010 a 004 ab 001 a 012 a 0.64 bc 031 a 026 a

sy SO4 0.004 b 0051 a 008 a 008 b 006 a 005 ab 0.04 a 021 a 0.59 bc 031 a 057 a

GR SO4 0001 b 0032 a 024 a 011 ab 007 a 001 b 001 a 015 a 0.36 ¢ 021 a 032 a
161-

49 161-49 0.018 a 0176 a 005 a 035 a 012 a 011 a 0.08 a 051 a 182 a 021 a 064 a

sy 161-49 0.004 b 0055 a 016 a 017 ab 019 a 006 ab 0.02 a 053 a 1.15 abc 022 a 079 a

GR 161-49 0.003 b 0105 a 035 a 009 b 003 a 004 ab 0.05 a 027 a 0.58 bc 026 a 069 a

140Ru 140Ru 0.012 ab 0169 a 0.04 a 017 ab 007 a 011 a 0.08 a 0.47 a 149 ab 019 a 009 a

sy 140Ru 0.003 b 0088 a 012 a 016 ab 0.07 a 003 b 004 a 013 a 0.38 ¢ 022 a 065 a

GR 140Ru 0.006 ab 0095 a 040 a 015 ab 0.07 a 004 ab 001 a 0.18 a 035 ¢ 022 a 051 a

SY SY 0.002 b 0058 a 015 a 0.10 ab 0.04 a 004 ab 0.02 a 0.19 a 0.59 bc 026 a 036 a

Root tips

NCED1 NCED?2 Hyd2 RCAR5 RCAR6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABF1 ABF2

Scion 0.893 0.750 0.430 0.193 0.001 0.800 0.100 0.314 0.072 0.086 <0.0001

Root. 0.019 0.114 0.100 0.851 0.039 0.202 0.031 0.513 0.249 0.071 <0.0001

Interac. 0.796 0.815 0.903 0.954 0.362 0.537 0.450 0.309 0.322 0.529 0.048

SO4 0005 a 0056 a 026 a 059 a 056 ab 006 a 010 ab 0.16 a 081 a 020 a 0.31 bc

161-49 1 0.003 a 0078 a 005 a 045 a 025 b 004 a 005 ab 009 a 099 a 021 a 038 bc

Scion 140Ru |[0.007 a 0.138 a 004 a 054 a 029 b 006 a 016 a 010 a 122 a 026 a 010 c

sy 0.007 a 0080 a 046 a 075 a 111 a 005 a 004 b 021 a 0.65 a 030 a 058 a

GR 0.005 a 0093 a 030 a 069 a 049 b 005 a 0.09 ab 019 a 112 a 025 a 040 b

SO4 0.005 b 0070 b 015 a 071 a 09 a 004 a 007 ab 020 a 0.77 ab 029 a 062 a

Root. 161-49 | 0.004 b 0071 b 056 a 061 a 047 a 005 a 004 b 0.18 a 1.03 ab 022 a 048 a

140Ru | 0.006 b 0124 a 010 a 066 a 057 a 006 a [0d3 a 0.16 a 1.04 a 030 a 013 b

SY 0013 a 0.073 ab 071 a 071 a [1.00 a 006 a 004 b 0.13 a 0.48 b 024 a 062 a

Scion  Root. NCED1 NCED?2 Hyd2 RCAR5 RCAR6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABF1 ABF2

SO4 SO4 0005 a 0056 a 026 a 059 a 056 ab 006 a 010 a 0.16 a 081 a 020 a 0.31 bed

SY SO4 0004 a 0076 a 005 a 082 a 150 a 003 a 002 a 029 a 042 a 038 a 097 a

GR SO4 0.005 a 0079 a 013 a 073 a 081 ab 005 a 0.09 a 015 a 1.07 a 028 a 059 b
161-

49 161-49 0.003 a 0078 a 005 a 045 a 025 b 004 a 005 a 0.09 a 099 a 021 a 038 bcd

sy 161-49 0.005 a 0065 a 090 a 073 a 077 ab 005 a 0.03 a 020 a 099 a 023 a 054 b

GR 161-49 0.004 a 0069 a 071 a 064 a 040 b 004 a 004 a 0.26 a 111 a 022 a 050 bc

140Ru 140Ru 0.007 a 0138 a 004 a 054 a 029 b 006 a 016 a 010 a 122 a 026 a 010 d

SY 140Ru  0.005 a 0104 a 019 a 073 a 118 ab 006 a 0.08 a 020 a 072 a 036 a 019 cd

GR 140Ru 0.007 a 0131 a 005 a 071 a 025 b 007 a 016 a 0.16 a 119 a 027 a 010 d

SY SY 0.013 a 0073 a 071 a 071 a 100 ab 006 a 0.04 a 0.13 a 0.48 a 024 a 062 ab
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Tableau S5.1V- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in leaves of genotypes
combination studied in experiment n°1 in well-watered and water deficit condition. p-values from
a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block of the table for each gene. Combination,
treatment and interaction effects are presented within the following three bold blocks, values with the
same letter are not statistical different (Tukey-HSD). When p-values are less to 0.05, the highest
expression level is colored in dark grey, while the lowest is colored in light grey.

Leaves

NCED1 NCED2 Hyd2 RCAR5 RCAR6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6  ABF1 ABF2

Combination 0.0005 0.0001  0.0299 0.1230  0.1267 0.1243 0.0016 0.2337 <0.0001 0.0186 <0.0001

Treatment <0.0001 <0.0001 0.6087 0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0011 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Interaction 0.0004 0.0015 0.6906 0.2392  0.1857 0.3843 0.0126 0.7133 0.0366 0.0886 0.4951
101-14/ 101-
14 012a 0.4 bc 006 a 003a 007a 032 a 0.21 c 0.44a [ 820D 0.72ab  0.57 ab
SY/101-14 0.13ab 0.07abc 024a 010a 0.08a 0.24 a 0.09 abc 047a 134a 1.63 b 0.96 b

GR/101-14 | 0.10a 006ab 0.07a 004a 0.06a 019 a 0.13 abc 044a 122a 101ab 0.67b

scion/ 110R/110R 0.16 ab  0.14 bc 048a 005a 012a 0.37 a 0.18 bc 086a 293D 0.70ab 0.15a
rootstock SY/110R 031b [015¢c 050a 017a 015a 0.26 a 0.12 abc 083a 159a 065ab [ 149c
GR/110R 006a 007ab [064a 0l14a 018a 0.16 a 0.04 a 047a 14la 141ab 079b

SY/SY A 005a 010abc 023a 024a 008a 017 a 0.07 ab 075a 147a 052a 091b

GR/GR A 0.02a 0.04a 0.10a 0.07a 0.07a 0.15 a 0.12 abc 036a 112a 0.84ab 098 b

Well-watered | 0.01a 0.04 a 0.26a | 019b [0.17b 0.06 a 0.03 a 037a 128a 0.30 a 0.58 a
Treatment
Water deficit | 0.23 b | 0.16 b 031a 002a 003a 0.42 b 0.22 b 080 b [ 229b 1.58 b 1.07 b
NCED1 NCED2 Hyd2 RCAR5 RCAR6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABF1 ABF2
101-14/ 101-
14 0.009a 0.05a 006 a 004a 0.11abc 005a 0.03 abc 032a 198ab 0.16a 0.28 abc
SY/101-14 | 0.011a 004 a 02l1a 019a 0.14abc 0.05a 0.03 abc 045a 135a 0.35a 0.70 abcde
GR/101-14 | 0.001 a 0.02 a 0.08a 008a 0.10abc 001a 0.03 ab 011a 048a 042 a 0.32 abcd
Well- 110R/110R | 0.015a 0.05a 0.67a 009a 0.17abc 0.14ab  0.07 abcd 045a 188a 0.29 a 0.08 a
watered
SY/110R | 0.008 a  0.05 a 0.38a 033a 029bc 004a 0.01 a 052a 143a 0.20 a 1.10 def
GR/110R | 0.016 a 0.04 a 062a 029a 032¢c 0.06 ab 0.01 a 04la 108a 0.46 a 0.66 abcde
SY/SY A | 0.009 a 0.03 a 007a 039a 0.11abc 0.05a 0.02 a 051a 123a 0.20 a 0.68 abcde
GR/GRA | 0.007a 0.03a 006 a 009a 0.14abc 005a 0.01 a 016a 0.85a 0.38 a 0.75 abcde
101-14/ 101-
14 0.238 ab 0.23 cd 006 a 00la 003a 0.60 ¢ 0.39 f 056 a | 4.42c 1.28 abc  0.87 abcde
SY/101-14 | 0.248 ab 0.10 abc 0.27a 0.0l a 0.02a 0.44 abc 0.15 abcde 049a 133a 290 ¢ 1.21 ef
GR/101-14 | 0.193 ab 0.11abc 0.06 a 0.01a 0.03a 0.37 abc  0.22 bcdef 0.77a 196 ab 1.60 abc 1.03 cde
Water 110R/110R | 0.315 b 023 bcd 028a 0.0l1a 0.08abc 0.60c 0.30 ef 127a 399bc 1.11ab 0.23 ab
deficit

SY/110R | 0.608 c | 0.25 d 06la 00la 002a 0.49 bc  0.24 def l14a 176a 1.10ab 188 f
GR/110R | 0.097 ab 0.10ab 065a 000a 0.04ab 0.27 abc 0.07 abcd 054a 173a 2.36 bc  0.93 bcde
SY/ISYA | 0104 ab 020bcd 045a 0.05a 0.04ab 0.33 abc  0.14 abcde 107a 178a 0.95 ab 1.20 ef

GR/GRA ] 0.026 ab 0.04 a 0.13a 004a 0.00a 0.24 abc_ 0.23 cdef 056a 138a 1.31 abc_ 1.21 ef
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Tableau S5.V- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in leaves of genotypes
combination studied in experiment n°2 in well-watered and water deficit condition. p-values from
a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block of the table for each gene. Combination,
treatment and interaction effects are presented within the following three bold blocks, values with the
same letter are not statistical different (Tukey-HSD). When p-values are less to 0.05, the highest
expression level is colored in dark grey, while the lowest is colored in light grey.

Leaves
NCEDI  NCED2  Hyd2 RCARS RCAR6 PP2C4  PP2C9 SnRK21 SnRK26 ABFL  ABF2
Combinaison | 00306 00348 07623 02118 01234 02670 03497 00326 00045 05061  0.1715
Treatment <00001 <00001 00339 <0000l <00001 <00001 00003 00153 00018 00105 <0.0001
Interaction 00419 00262 03947 08336 02754 03160 06132 05187 01930 04705  0.3491
RGM/RGM | 0036 a 009 ab 022 a 008 a 012 a 019 a 011 a 020 ab 169 b 071 a 083 a
SYRGM | 0052 a | 045 b 017 a 012 a 015 a 022 a 011 a 038 ab 091 ab 051 a 091 a
GRRGM | 0003 a 006 ab 015 a 015 a 011 a 007 a 002 a 028 ab 075 a 039 a 042 a
Scion/ 41B/41B | 0014 a 008 ab 008 a 014 a 003 a 024 a 007 a 044 ab 125 ab 041 a 067 a
rootstock SY/41B | 0061 a 012 ab 036 a 013 a 018 a 036 a 022 a 058 b 119 ab 134 a 137 a
GRM41B | 0026 a 007 ab 036 a 010 a 002 a 045 a 016 a 024 ab 083 ab 244 a 055 a
SY/SYB | 0067 a 008 ab 024 a 010 a 016 a 016 a 009 a 040 ab 083 a 086 a 074 a
GRIGRB | 0007 a 004 a 033 a 012 a 008 a 023 a 022 a 019 a 05 a 08 a 082 a
Treatment Well-watered 0.001 a 004 a 013 a | 021 b 020 b 003 a 003 a 026 a 079 a 024 a 034 a
Water deficit | 0,066 b | 043 b 034 b 003 a 002 al!044 b 022 bl042 b (122 b 160 b 122 b
NCEDL  NCED?  Hyd2 RCAR5 RCAR6 PP2C4  PP2CI  ShRK2.1 SnRK26 ABFL  ABF2
RGM/RGM 0.001 a 0.05 ab 027 a 014 abc 023 a 004 a 003 a 018 a 154 ab 027 a 052 a
SYRGM | 0000 a 003 a 006 a 021 ¢ 027 a 002 a 002 a 021 a 065 ab 023 a 028 a
GRRGM | 0001 a 003 a 020 a 025 ¢ 020 a 00l a 00l a 029 a 081 ab 026 a 023 a
Well- 41B/41B | 0000 a 004 ab 010 a 023 ¢ 006 a 007 a 002 a 023 a 064 ab 021 a 032 a
watered SY/41B | 0001 a 004 ab 014 a 023 ¢ 033 a 005 a 003 a 047 a 088 ab 024 a 040 a
GRM41B | 0000 a 003 a 003 a 017 bc 003 a 002 a 002 a 018 a 045 a 019 a 019 a
SYISYB | 0002 a 004 ab 013 a 021 ¢ 034 a 003 a 00l a 035 a 080 ab 029 a 033 a
GRIGRB | 0002 a 003 a 013 a 022 c 016 a 002 a 007 a 019 a 053 ab 026 a 042 a
RGM/RGM | 0072 ab 0.3 abc 017 a 00l a 002 a 035 ab 018 a 023 a 184 b 116 a 115 ab
SY/RGM | 0103 ab | 028 c 028 a 003 ab 003 a 042 ab 020 a 055 a 117 ab 080 a 155 ab
GRIRGM | 0005 a 009 ab 009 a 005 ab 003 a 012 ab 003 a 027 a 069 ab 051 a 060 a
Water 41B/41B | 0028 ab 012 abc 007 a 005 ab 000 a 042 ab 011 a 065 a 18 b 061 a 103 ab
deficit SY/41B | 0421 b 020 bc 058 a 003 ab 004 a 066 ab 041 a 070 a 149 ab 244 a 234 b
GR41B | 0051 ab 010 ab 069 a 003 ab 00l a 08 b 030 a 029 a 131 ab 469 a 091 ab
SY/SYB | 0116 b 011 ab 032 a 00l a 003 a 027 ab 015 a 044 a 085 ab 129 a 105 ab
GRIGRB | 0.013 ab 005 ab 052 a 002 a 00l a 044 ab 037 a 019 a 064 ab 136 a 121 ab
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Tableau S5.VI- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in leaves of genotypes
combination studied in experiment n°3 in well-watered and water deficit condition. p-values from
a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block of the table for each gene. Combination,
treatment and interaction effects are presented within the following three bold blocks, values with the
same letter are not statistical different (Tukey-HSD). When p-values are less to 0.05, the highest
expression level is colored in dark grey, while the lowest is colored in light grey.

Leaves
NCED1 NCED2 Hyd2 RCAR5 RCAR6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABFl ABF2
Combinaison <0.0001 <0.0001 0.0027 0.0019 0.1128 <0.0001 <0.0001 0.0492 <0.0001 0.2020 0.0018
Treatment <0.0001 0.0002 0.0947 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0447 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Interaction <0.0001 0.3868 0.7728  0.1027  0.1205 <0.0001 <0.0001 0.4493 0.0037 0.3050 0.4413
S04/S04 0.016 a 0.07 a 0.15ab 0.05a 0.07a 025a 009ab 026a 149ab 0.66 a 0.64 ab
SY/SO4 0.017 a 0.08 a 008a 005a 004a 020a 0.08ab 025a 091ab 066 a 114 b
GR/SO4 0.004 a 0.05 a 026 ab 0.06a 0.04a 0.10a 003a 018a 045a 043a 0.91 ab
161-49/ 161-49 | 0.046 a | 0.26/c 007a [ 021b 007a 043b 024b 076a [ 39 c 055a 124 b
Scion/ SY/161-49 0.018 a2 0.08 a 027ab 0.09ab 011a 014a 0.04a 037a 093ab 054a 112 b
rootstock GR/161-49 0.034a 014ab [058b 005a 002a 020a 0.08ab 032a 076ab 082a 119 b
140Ru/140Ru | 0.168 b 0.21bc 0.06a 009a 0.06a | 054b 044/c [ 105a 232bc 056 a 022 a
SY/140Ru 0.028 a2 0.09 a 013ab 0.09a 004a 017a 0.09ab 018a 0.66ab 047 a 135 b
GR/140Ru 0.031a 0.10a 054ab 008a 004a 02la 0.08ab 024a 046a 08la 0.77 ab
SY/SY 0.017a 0.07 a 015ab 0.06a 003a 02la 0.09ab 042a 125ab 057a 0.88 ab
Treatment Well-watered 0.006 a 0.09 a 017a [ 014b [008b 0.05a 004a 028a 080a 024a 0.49 a
Water deficit 0.070 a | 0.14 b 028a 0.02a 003a  044b 022b ' 053b | 184b ' 097b 140 b
NCED1 NCED2 Hyd2 RCAR5 RCAR6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABFl ABF2
S04/S04 0.002a 0.04a 0.15ab 0.08a 0.10ab 0.04 ab 001la 012a 064ab 03lab 026ab
SY/SO4 0.004 a 0.05a 0.08ab 0.08a 0.06ab 0.05ab 0.04a 02la 059ab 03lab 057 abc
GR/SO4 0.001 a 0.03a 0.24ab 01l1a 007ab 001la 001la 015a 036a 02lab 032ab
161-49/161-49 | 0.018 a 0.18 abc 005a 035b 0.12ab 0.11 abc 0.08a 05lab 1.82ab 02lab 0.64 abc
Well- SY/161-49 0.004 a 0.06 a 0.16 ab 0.17ab 0.19b 0.06 ab 002a 053ab 115ab 0.22 ab 0.79 abcd
watered GR/161-49 0.003a 0.10 ab 0.35ab 009a 003a 0.04ab 005a 0.27ab 058ab 0.26ab 0.69 abc
140Ru/140Ru | 0.012a 0.17ab 0.04a 017 ab 0.07 ab 0.11 abc 0.08a 047ab 149ab 019 a 0.09 a
SY/140Ru 0.003a 0.09 a 0.12ab 0.16a 0.07 ab 0.03 ab 004a 013a 038a 022ab 0.65abc
GR/140Ru 0.006 a 0.09ab 040ab 0.15a 007 ab 0.04 ab 0.01a 018a 035a 022ab 051 abc
SY/SY 0.002 a 0.06 a 015ab 0.10a 004a 0.04 ab 002a 019a 059ab 026ab 0.36 ab
S04/S04 0.030a 0.09 a 015ab 0.01a 005a 046d 0.17ab 040 ab 233 ab 1.00 abc 1.01 abcd
SY/SO4 0.030a 0.12ab 008ab 0.02a 00la 0.34cd 012a 030ab 124ab 101bc 1.71cd
GR/SO4 0.008 a 0.07 a 0.27ab 002a 002a 018abcd 0.06a 0.22ab 054 ab 0.65abc 1.50 bcd
161-49/161-49 | 0.075a 0.34 ¢ 0.08ab 0.07a 003a 076e 040b 101 ab | 6.09c 090abc 1.83cd
Water SY/161-49 0.033a 0.10 ab 0.37ab 002a 002a 023abcd 0.06a 021ab 0.71ab 0.85abc 1.44 bcd
deficit GR/161-49 0.064a 0.17abc 081b 00la 002a 0.36cd 01l1a 038ab 093ab 138c 1.70 cd
140Ru/140Ru 0.323 b 0.26 bc 0.09ab 0.01a 0.05ab | 098¢ 0.79 ¢ 163 b 314b 0.92abc 0.35ab
SY/140Ru 0.052 a 0.09 a 0.13ab 0.03a 0.02a 0.31 bcd 0.14ab 024 ab 094ab 0.72abc 2.05d
GR/140Ru 0.055a 0.11ab 0.67ab 0.00a 00la 0.38cd 014ab 029ab 057ab 139c 1.04 abcd
SY/SY 0.033a 0.08 a 0.15ab 0.02a 0.03a 0.38 cd 0.16 ab 0.64 ab 1.92 ab 0.88 abc 1.40 abcd
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Tableau S5.VII- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in root tips of genotypes
combination studied in experiment n°1 in well-watered and water deficit condition. p-values from
a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block of the table for each gene. Combination,
treatment and interaction effects are presented within the following three bold blocks, values with the
same letter are not statistical different (Tukey-HSD). When p-values are less to 0.05, the highest
expression level is colored in dark grey, while the lowest is colored in light grey.

Root tips
NCED1 NCED2 Hyd2 RCAR5 RCARG PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABF1 ABF2
Combinaison 0.1231 0.3073  0.4478 0.0115 0.0015 0.3836 0.2052  0.0882 0.0105 0.0532 < 0.0001
Treatment <0.0001 <0.0001 0.3157 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.1554 < 0.0001 <0.0001 <0.0001
Interaction 0.0774 0.3142  0.4890 0.0036 0.0003 0.4241 0.2368  0.0910 0.3848 0.0982 < 0.0001
101-14/101-
14 015a 053a 0.04a 0.30ab 0.11 ab 019 a 0.22 a 0.08 a 0.66 ab 0.34 a 0.41 ab
SY/101-14 024a 087a 026a 0.16a 0.11 abc 0.44 a 0.64 a 0.13a 1.05ab 0.62 a 0.62 bc
GR/101-14 027a 102a 004a 02la 0.09ab 039a 057a 0.09a 111ab 0.63 a 0.62 bc
scion/ 110R/110R 025a 065a 044a 028ab 029 bc 037a 020a 0.07a 071ab 0.64 a 012 a
rootstock SY/110R 025a 126a 0l16a 032ab 032 ¢ 0.50 a 103a 013a [ 123b 0.57 a 0.16 a
GR/110R 017a 08la 071a 022a 009ab 040a 056a 0.08a 109 ab 0.70 a 0.19 a
SY/SY A 043a 076a 0.28a | 056bhb 0.19 abc 046 a 060a 0.09a 061a 0.85 a 143 d
GR/GR A 013a 065a 0.06a 0.34ab 0.09 a 0.46 a 043a 0.05a 0.82ab 041 a 0.86 ¢
Treatment Well-watered 00la 006a 017a 049b 0.30 b 0.04 a 0.03 a 0.08a 0.55a 0.14 a 0.27 a
Water deficit 049 b | 161b 033a 0l1la 0.02 a 0.78 b 106b 010a | 127b 1.08 b 0.88 b
NCED1 NCED2 Hyd2 RCAR5 RCAR6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABF1 ABF2
101-14/101-
14 0.004a 003a 005a 0.22abc 0.12 ab 0.02 a 0.01 a 0.04a 0.43ab 0.07 a 0.17 a
SY/101-14 | 0.006 a 0.03a 035a 0.25abc 022ab 0.0la 001a 010a 043ab 0.08 a 0.20 a
GR/101-14 | 0.003a 006a 0.05a 0.36 abc 0.18ab  0.03a 0.03a 0.09a 084abcd 0.12a 0.26 a
Well- 110R/110R | 0.006 a 0.06 a 0.24a 052abcd 057cd 007ab 002a 010a 0.49ab 0.18 a 0.08 a
atered SY/110R 0.004a 005a 024a 061cd 0.62| d 0.04 a 0.05a 0.15a 0.73 abc 0.18 a 011a
GR/110R 0.003a 006a 01l1a 040abcd 016ab 007ab 005a 006a 0.72 abc 014 a 0.07 a
SY/SY A 0014a 008a 023a|083d 031bc 005a 0.03a 0.06a 038a 0.18 a 0.60 ab
GRI/GR A 0.006 a 0.08a 0.06a 0.58 bcd 017ab 0.05ab 0.02a 0.04a 045ab 0.11a 0.56 ab
101-14/101-
14 0.300 a 1.03ab 0.03a 0.06 abcd 0.01 ab 0.36 abc 043 ab 0.1l1a 0.89abcd 0.60 ab 0.64 abc
SY/101-14 | 0471 ab 170b 0.17a 0.06 a 00l1ab 088c 127ab 016a 1.66 cd 116 bc  1.04 bc
GR/101-14 | 0537 ab 199b 003a 0.07a 0.00 a 0.75bc 110ab 0.09a 1.39 bed 114 bc  0.98 b
Water 110R/110R | 0.502 ab 1.24ab 0.64a 0.03 a 00lab 0.68abc 038a 004a 116abcd 1.09bc 017 a
deficit SY/110R 0.487 ab 247 b 0.07a 004a 0.01 ab 0.95 ¢ 201 b 010a 1.74d 0.95 abc 0.20 a
GR/110R 0.345 a 157ab 132a 0.05a 0.02 ab 0.73 abc 1.08 ab 0.09a 1.46 cd 1.25 bc 0.31 a
SYISY A 0.991 b 167 b 0.34a 0.19 abc 0.03 ab 101l c 135ab 0.13a 092abcd 174c 253 d
GR/GR A 0254a 12l1ab 006a 0.10ab 00lab 0.87c 0.84ab 0.07a 098 abcd 0.71 ab 1.16 ¢
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Tableau S5.VIII- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in root tips of genotypes
combination studied in experiment n°2 in well-watered and water deficit condition. p-values from
a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block of the table for each gene. Combination,
treatment and interaction effects are presented within the following three bold blocks, values with the
same letter are not statistical different (Tukey-HSD). When p-values are less to 0.05, the highest
expression level is colored in dark grey, while the lowest is colored in light grey.

Root tips
NCED1 NCED2 Hyd2 RCAR5 RCARG6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABF1 ABF2
Combinaison 0.0033 0.0174  0.8409 <0.0001 0.0036 0.1066 0.4029 <0.0001 0.0001 0.0144 <0.0001
Treatment <0.0001 <0.0001 0.1822 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.9044 0.0060 <0.0001 <0.0001
Interaction 0.0069 0.0133  0.4525 <0.0001 0.0038 0.1786 0.4491 0.0112 0.4886 0.0294 0.0005
RGM/RGM | 0.07 a 0.27 a 0.05a 0.37ab 0.13 ab 022 a 0.27 a 0.08 a 0.98 ab 0.37 a 098 a
SY/RGM 0.45 ab 118 b 043 a 031la 0.12 ab 0.51 a 0.42 a 0.10 ab 1.01 ab 0.98 ab 153 a
GR/RGM 0.09 a 0.29 a 0.28 a 0.38 ab 0.21 ab 0.20 a 0.20 a 0.11 ab 0.94 ab 051 a 135 a
Scion/ 41B/41B 0.19 ab 0.48 ab 0.23a 0.59 ab 0.12 ab 0.65 a 0.67 a 0.18 bc 117 b 0.57 ab 0.79 a
rootstock oy | 017a  046ab 0194/ 208c 018ab 059a 050a 017bc [443b 07lab  106a
GR/41B 0.33 ab 0.56 ab 0.44a 0.68abc 0.08 a 0.89 a 044a [ 021c 1.27 b 1.05 ab 1.40 a
SYISY B 0.60 b 0.71 ab 0.16 a 0.84 bc 0.24 b 0.77 a 0.42 a 0.11 ab 0.52 a 1.30 b 257 b
GR/GRB | 0.12 a 0.58 ab 0.65 a 0.56 ab 0.25 b 0.64 a 0.73 a 0.07 a 0.90 ab 0.67 ab 1.66 ab
Treatment Well-watered | 0.00 a 0.05 a 0.44 a| 1.10 b 0.33 b 0.06 a 0.04a 013a 0.91 a 0.09 a 0.55 a
Water deficit | 0.50 b 1.07 b 0.17a 0.13a 0.02 a 1.05 b 0.86b 0.13a 112 b 0.08 b 2.30 b
NCED1 NCED?2 Hyd2 RCARS5 RCARG PP2C4 PP2C9  SnRK2.1 SnRK2.6 ABF1 ABF2
RGM/RGM | 0.01 a 0.08 ab 0.09 a 0.61 ab 0.22 ab 0.04 a 0.03 a 0.06 a 0.81 abc 017 a 0.51 ab
SY/RGM 0.01 a 0.04 a 0.77 a 0.53 ab 0.24 abc  0.02 a 0.02 a 0.12 ab 0.83 abc 0.16 a 0.49 ab
GR/RGM 0.01 a 0.05 a 042 a 0.64 ab 0.39 bcd 0.03 a 0.02 a 0.14 abc 090 abc 0.19 a 0.66 ab
Well- 41B/41B 0.00 a 0.03 a 0.42 a 1.04 bc 0.24 abc  0.08 a 0.04 a 0.23 bc 111 abc 0.16 a 0.34 a
watered SY/41B 0.00 a 0.05 a 0.16 a| 2.06 d 0.35 bcd 0.12 a 0.11 a 0.18 abc 150 ¢ 0.27 a 0.78 ab
GR/41B 0.00 a 0.04 a 010 a 1.24 bc 0.16 ab 0.11 a 0.02a 0.16 abc 1.06 abc 0.20 a 0.39 a
SY/SY B 0.01 a 0.05 a 0.28a 1.70 cd 053 d 0.03 a 0.02 a 0.08 a 041 a 0.21 a 0.63 ab
GR/GRB | 0.01 a 0.05 a 126 a 0.97 bc 0.48 cd 0.05 a 0.03 a 0.07 a 0.62 ab 0.15 a 0.57 ab
RGM/RGM | 0.13 a 0.46 ab 0.02a 0.13a 0.04 a 0.39 abc 0.52 ab 0.10 ab 1.15 abc  0.57 ab 1.46 abc
SY/RGM 0.89 bc 232 ¢ 0.09a 0.08a 0.01a 1.00 abc 0.82.ab 0.09 a 1.18 abc  1.80 bcd 2.57 cd
GR/RGM 0.18 ab 0.52 ab 0.14a 012a 0.03 a 0.37 ab 0.39ab 0.09a 0.98 abc  0.83 abc 2.04 bc
Water 41B/41B 0.37 ab 0.93 ab 0.03a 0.14a 0.00 a 123 abc 1.30ab 0.13 abc 1.23 abc 0.99 abcd 1.25 abc
deficit SY/41B 0.33 ab 0.88 ab 021a 011la 0.01 a 1.07 abc 0.89 ab 0.16 abc  1.35 bc 1.15 abcd  1.34 abc
GR/41B 0.66 abc  1.07 ab 0.77a 013 a 0.01 a 167 c 0.87 ab [ 0.26 c 149 c 1.90 cd 241 c
SYISY B 1.05 ¢ 1.20 bc 0.07a 019 a 0.03 a 1.33 bc 0.73 ab 0.14 abc 0.61 ab 211 d 4.03 d
GR/GRB | 0.24 ab 1.10 abc 0.05a 0.15a 0.01 a 123 abc 143 b 0.07a 1.17 abc  1.20 abcd  2.75 cd
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Tableau S5.1X- The transcript abundance of 11 ABA-related genes in root tips of genotypes
combination studied in experiment n°3 in well-watered and water deficit condition. p-values from
a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block of the table for each gene. Combination,
treatment and interaction effects are presented within the following three bold blocks, values with the
same letter are not statistical different (Tukey-HSD). When p-values are less to 0.05, the highest

expression level is colored in dark grey, while the lowest is colored in light grey.

Root tips
NCED1 NCED2 Hyd2 RCAR5 RCARG6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABF1 ABF2
Combinaison 0.0008  0.0001 0.4369 0.1957 <0.0001 0.1084  0.0001  0.3347 0.0005 0.0442 0.0002
Treatment <0.0001 <0.0001 0.9772 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.3491 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Interaction 0.0009 0.0003  0.3741 0.5193 0.0003 0.1289 0.0003  0.6456 0.4299 0.0812 0.2266
S04/S04 0113 a 047 a 0.88a 034a 0.30 ab 041 a 0.83 ab 020a 136abc 098a 0.81 ab
SY/SO4 0160a 059ab 0.12a 044a 0.77 ¢ 035a 041 a 029a 075ab 181 a 1.99 ¢
GR/SO4 0.056 a 0.28 a 014a 042a 0.44 abc 0.28 a 0.71 ab 020a 123abc 074 a 1.18 abc
161-49/161-49 | 0.177 a 1.05abc 0.12a 0.27 a 013 a 0.49 a 123 abc 010 a 1.47 bc 114 a 0.90 abc
Scion/ SY/161-49 0.064 a 0.52 a 057a 044 a 0.40 abc 0.35a 1.07 ab 019a 170c 077 a 0.83 ab
rootstock GR/161-49 0.196 a 1.10abc 044a 037a 0.21 ab 039 a 134abc 022a 138abc 1.08a 1.14 abc
140Ru/140Ru | 0.674 b | 1.80 c 0.06 a 0.29 a 0.15a 074 a 312 ¢ 022a 17lc 2.02a 0.28 a
SY/140Ru 0.166 a 08l abc 030a 042a 0.61 bc 0.36 a 0.83 ab 019a 098abc 146a 0.54 ab
GR/140Ru 0224 a 163 bc 008a 0.38a 0.13 a 0.51 a 2.56 bc 0.16 a 1.54 bc 117 a 021 a
SY/SY 0.215a 0.6lab 0.39a 049 a 0.51 abc 0.30 a 0.34 a 0.12a 0.60 a 0.75 a 1.45 bc
Treatment Well-watered 0.01a 0.09 a 0.31a 067 b 0.70 b 0.05 a 0.08 a 0.18a 0.90 a 0.26 a 0.43 a
Water deficit 0.40 b | 1.69 b 031a 0.10a 0.03 a 0.79/ b 241 b 0.21a 165b 2.12/b 1.43 b
NCED1 NCED2 Hyd2 RCAR5 RCAR6 PP2C4 PP2C9 SnRK2.1 SnRK2.6 ABF1 ABF2
S04/S04 0.005 a 0.06 a 0.26 a 0.59 cde 0.56 abcde  0.06 a 0.10 a 0.16a 081ab 0.20 a 03la
SY/SO4 0.004 a 0.08 a 0.05a 0.82e 150 f 0.03 a 0.02 a 029a 042a 0.38 ab 0.97 ab
GR/SO4 0.005 a 0.08 a 013a 073 e 0.81 cdef 0.05 a 0.09 a 0.15a 1.07 abcd 0.28 a 0.59 ab
161-49/161-49 | 0.003 a 0.08 a 0.05 a 0.45 abcde  0.25 abc 0.04 a 0.05 a 0.09 a 0.99 abc 0.21 a 0.38 a
Well- SY/161-49 0.005a 0.07a 090a 073 e 0.77 bcdef  0.05 a 0.03 a 0.20 a 0.99 abc 0.23 a 0.54 ab
watered GR/161-49 0.004 a 0.07 a 0.71 a 0.64 de 0.40 abcd  0.04 a 0.04 a 026 a 111 abcd 0.22a 0.50 ab
140Ru/140Ru | 0.007 a 0.14 a 0.04 a 0.54 bcde 0.29 abcd 0.06 a 0.16 a 0.10 a 1.22 abcd 0.26 a 0.10 a
SY/140Ru 0.005a 0.10 a 019a 073 e 1.18 ef 0.06 a 0.08 a 020a 0.72ab 0.36 ab 019 a
GR/140Ru 0.007a 013 a 0.05a 0.71 de 0.25 abc 0.07 a 0.16 a 0.16a 119 abcd 0.27 a 0.10 a
SY/SY 0.013a 0.07a 0.71a 0.71 de 1.00 def 0.06 a 0.04 a 0.13a 048a 0.24 a 0.62 ab
S04/S04 0222a 088ab 149a 0.08a 0.04 a 0.76 abc 157 a 0.23a 191 bcd 1.77 abcd 1.31 abc
SY/SO4 0316 a 1l1lab 0.19a 0.06a 0.05 ab 0.68 abc 0.79 a 0.29 a 1.08 abcd 3.24 cd 301lc
GR/SO4 0.108 a 0.49ab 0.15a 0.10 ab 0.08 ab 052ab 1.33a 0.25a 1.38 abcd 1.19 abc 1.78 abc
161-49/161-49 | 0.351 a 2.02 bcd 0.18 a 0.08 a 0.01 a 0.95bc 241 ab 011a 195bcd 2.07 abcd 1.41 abc
Water SY/161-49 0.122a 098 ab 0.23a 0.16 abc 0.02 a 0.65 abc 2.12 ab 0.18a 241d 1.31 abc 1.12 ab
deficit GR/161-49 0388 a 213 bcd 0.18a 0.09 a 0.02 a 0.73 abc  2.65 ab 0.19a 1.65abcd 1.95abcd 1.77 abc
140Ru/140Ru | 1.341 b | 3.47 d 0.07a 0.04 a 0.01 a 142 ¢ 6.09 c 034a 220cd 3.78 d 0.46 ab
SY/140Ru 0.327 a 151 abc 0.41a 0.10 ab 0.05 ab 0.65 abc 157 a 0.19a 1.25abcd 2.56 bed 0.88 ab
GR/140Ru 0441a 313cd 0.10a 0.05a 0.01 a 0.96 bc  4.97 bc 0.16a 190 bcd 2.08 abcd 0.31a
SY/SY 0.418 a 1.15 ab 0.06 a 0.27 abcd 0.02 a 0.55ab 0.64a 0.12a 0.72 ab 1.26 abc 2.27 bc
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Tableau S5.X- Pearson correlation matrix of all ABA-related genes transcript abundance in

well-watered and water deficit treatment, for root tips and leaves for all genotypes. Significant
correlation values are shown in bold and red highlighted when upper than 0.6.

Root tips

|

Leaves

ABF1 ABF2

Hyd2 NCED1 NCED2 PP2C4 PP2C9 RCAR5 RCAR6 SnRK2.1 SnRK2.6 ABF1 ABF2 Hyd2 NCED1 NCED2 PP2C4 PP2C9 RCAR5 RCAR6 SnRK2.1 SnRK2.6

Root tips

Leaves

ABF1
ABF2
Hyd2
NCED1
NCED2
PP2C4
PP2C9
RCARS
RCAR6
SnRK2.1
SnRK2.6
ABF1
ABF2
Hyd2
NCED1
NCED2
PP2C4
PP2C9
RCARS
RCAR6
SnRK2.1

SnRK2.6

1.00

0.62

0.03

0.76

0.79

0.75

0.70

-0.50

-0.41

0.44

0.54

0.41

0.36

0.20

0.31

0.40

0.62

0.50

-0.45

-0.36

0.34

0.27

0.62

1.00

-0.05

0.55

0.36

0.60

0.19

-0.30

-0.31

0.24

0.13

0.35

0.37

0.15

0.01

0.16

0.35

0.23

-0.33

-0.30

0.06

0.01

0.03

-0.05

1.00

0.03

-0.03

0.00

-0.06

-0.03

0.12

0.23

0.16

0.02

-0.03

0.16

0.01

0.01

0.04

-0.03

0.04

0.07

0.09

0.16

0.76

0.55

0.03

1.00

0.81

0.77

0.59

-0.46

-0.40

0.26

0.39

0.31

0.27

0.16

0.49

0.49

0.59

0.48

-0.41

-0.30

0.33

0.79

0.36

-0.03

0.81

1.00

0.73

0.80

-0.54

-0.46

0.18

0.60

0.33

0.37

0.23

0.54

0.54

0.61

0.53

-0.47

-0.37

0.44

0.34

0.75

0.60

0.00

0.77

0.73

1.00

0.66

-0.54

-0.49

0.26

0.56

0.54

0.36

0.32

0.39

0.37

0.68

0.53

-0.49

-0.41

0.39

0.28

0.70

0.19

-0.06

0.59

0.80

0.66

1.00

-0.42

-0.36

0.38

0.70

0.23

0.24

0.23

0.32

0.34

0.51

0.49

-0.37

-0.29

0.42

0.26

-0.50

-0.30

-0.03

-0.46

-0.54

-0.54

-0.42

1.00

0.50

0.02

-0.28

-0.33

-0.44

-0.19

-0.34

-0.40

-0.48

-0.40

0.50

0.48

-0.24

-0.32

-0.41

-0.31

0.12

-0.40

-0.46

-0.49

-0.36

0.50

1.00

0.20

-0.38

-0.29

-0.35

-0.10

-0.29

-0.30

-0.43

-0.34

0.30

0.24

-0.22

-0.28

0.44

0.24

0.23

0.26

0.18

0.26

0.38

0.02

0.20

1.00

0.43

0.11

0.07

0.13

-0.02

0.04

0.20

0.09

-0.09

-0.14

0.21

-0.03

0.54

0.13

0.16

0.39

0.60

0.56

0.70

-0.28

-0.38

0.43

1.00

0.27

0.25

0.25

031

0.36

0.46

0.35

-0.30

-0.25

0.30

0.29

041

0.35

0.02

0.31

0.33

0.54

0.23

-0.33

-0.29

011

0.27

1.00

0.27

0.43

0.29

0.14

0.72

0.51

-0.32

-0.26

0.08

0.12

0.36

0.37

-0.03

0.27

0.37

0.36

0.24

-0.44

-0.35

0.07

0.25

0.27

1.00

0.18

0.30

0.42

0.44

0.35

-0.32

-0.31

0.11

0.15

0.20

0.15

0.16

0.16

0.23

0.32

0.23

-0.19

-0.10

0.13

0.25

0.43

0.18

1.00

0.07

0.04

0.23

0.10

-0.04

0.05

0.17

-0.02

0.31

0.01

0.01

0.49

0.54

0.39

0.32

-0.34

-0.29

-0.02

0.31

0.29

0.30

0.07

1.00

0.61

0.57

0.51

-0.32

-0.23

0.39

0.38

0.40

0.16

0.01

0.49

0.54

0.37

0.34

-0.40

-0.30

0.04

0.36

0.14

0.42

0.04

0.61

1.00

0.61

0.53

-0.31

-0.32

0.41

0.57

0.62

0.35

0.04

0.59

0.61

0.68

0.51

-0.48

-0.43

0.20

0.46

0.72

0.44

0.23

0.57

0.61

1.00

0.85

-0.43

-0.37

0.43

0.54

0.50

0.23

-0.03

0.48

0.53

0.53

0.49

-0.40

-0.34

0.09

0.35

0.51

0.35

0.10

0.51

0.53

0.85

1.00

-0.35

-0.31

0.36

0.49

-0.45

-0.33

0.04

-0.41

-0.47

-0.49

-0.37

0.50

0.30

-0.09

-0.30

-0.32

-0.32

-0.04

-0.32

-0.31

-0.43

-0.35

1.00

0.62

-0.02

-0.10

-0.36

-0.30

0.07

-0.30

-0.37

-0.41

-0.29

0.48

0.24

-0.14

-0.25

-0.26

-0.31

0.05

-0.23

-0.32

-0.37

-0.31

0.62

1.00

0.00

-0.05

0.34

0.06

0.09

0.53

0.44

0.39

0.42

-0.24

-0.22

0.21

0.30

0.08

0.11

0.17

0.39

0.41

0.43

0.36

-0.02

0.00

1.00

0.64

0.27

0.01

0.16

0.33

0.34

0.28

0.26

-0.32

-0.28

-0.03

0.29

0.12

0.15

-0.02

0.38

0.57

0.54

0.49

-0.10

-0.05

0.64
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Tableau S5.X11- The transcript abundance of 7 ViPIP genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied in experiment n°1 in well-watered condition. p-values from a two-way ANOVA
(n = 3) are presented in first block of the table for each gene in leaves and root tips. Scion, rootstock
and interaction effects are presented within the following three bold blocks for each tissue, values with
the same letter are not statistical different (Tukey-HSD). When p-values are less to 0.05, the highest
expression level is colored in dark grey, while the lowest is colored in light grey.

Leaves

PIP1.1 PIP1.2-4 PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4

Scion <0.0001 <0.0001 0.001 0.073 0.032 0.009 <0.0001

Rootstock 0.328 0.376 0.951 0.636 0.544 0.541 <0.0001

Interaction | 0.808 0.032 0.276 0.064 0.733 0.013 0.0002

101-14 0.003 b 0.241 c 0.036 b 0.012 b 0.028 a 0.193 ab 0.004 c

Scion 110R 0.017 a 1437 a 0.007 b 0.061 ab 0.010 a [0.273 a 0.007 c
SY 0004 b 0.718 b 0159 b 0334 a 0.094 a 0.173 b [0.025 a

GR 0.003 b 0.173 ¢ 0315 a 0.225 ab 0102 a 0.136 b 0.018 b

101-14 0.004 b 0406 b 0177 a 0.166 a 0.088 a 0.184 a [0.022 a

Rootstock 110R 0.008 a 0.747 a 0167 a 0224 a 0.065 a 0.182 a 0.013 b
SY 0002 b 0.796 a 0154 a 0392 a 0.096 a 0.161 a [0.022 a

GR 0002 b 0.072 b 0287 a 0.169 a 0.070 a 0.136 a 0.014 ab

Scion Rootstock PIP1.1 PIP1.2-4 PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4
101-14 101-14 0.003 b 0241 ¢ 0.036 b 0012 a 0.028 a 0.193 ab 0.004 d
SY 101-14 0.006 b 0.833 b 0.128 ab 0.359 a 0.100 a 0.243 ab 0.040 a
GR 101-14 0.004 b 0.145 c 0.365 a 0.126 a 0.135 a 0115 b 0.021 b
110R 110R 0.017 a 1437 a 0.007 b 0.061 a 0.010 a [0.273 a 0.007 cd
SY 110R 0.005 b 0.500 bc 0.199 ab 0.231 a 0.086 a 0.117 b 0.014 bcd
GR 110R 0.003 b 0303 ¢ 0.295 ab 0.380 a 0.100 a 0.157 ab 0.018 bhc
SY SY 0.002 b 0.796 b 0.154 ab 0.392 a 0.096 a 0.161 ab 0.022 b
GR GR 0.002 b 0.072 ¢ 0.287 ab 0.169 a 0.070 a 0.136 ab 0.014 bcd

Root tips

PIP1.1 PIP1.2-4 PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4

Scion 0.001 0.003 0.981 0.856 0.824 0.466 0.558
Rootstock 0.003 0.006 <0.0001 0.001 0.001 0.0003 0.560

Interaction | 0.008 0.200 0.992 0.788 0.968 0.506 0.058

101-14 0431 b 0075 b 0015 a 0.002 a 0308 a 0.213 b 0.887 a

Scion 110R 1129 | a [0254 a 0006 a 0.091 a 0.737 a 0.378 ab 1.349 a
SY 1013 a 0199 a 0061 a 0119 a 0.738 a 0506 a 1.336 a

GR 0638 b 0122 b 0106 a 0.093 a 0628 a 0374 ab 1211 a

101-14 0659 b 0137 b 0025 ¢ 0.003 ¢ 0349 ¢ 0298 b 1.072 a

Rootstock 110R 1104 a 0169 b 0.004 ¢ 0.054 bc 0.637 bc 0314 b 1336 a
SY 0.799 ab 0.267 a 0.129 b 0278 a 1167 a [0.848 a 1438 a

GR 0499 b 0.085 b [0281 a 0.224 ab 0.873 ab 0433 b 1178 a

Scion Rootstock  PIP1.1 PIP1.2-4  PIP1.3-

o

PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4

101-14 101-14 0431 ¢ 0075 ¢ 0015 b 0.002 b 0308 b 0213 b 0.887 a
SY 101-14 0.838 bc 0.193 abc 0.030 b 0004 b 0340 b 0339 b 1.024 a
GR 101-14 0.707 bc 0.143 abc 0.031 b 0004 b 0399 b 0344 b 1304 a
110R 110R 1129 ab 0.254 ab 0.006 b 0.091 ab 0.737 ab 0378 b 1349 a
SY 110R 1473|a 0114 ¢ 0002 b 0.021 b 0564 ab 0218 b 1511 a
GR 110R 0.708 bc 0.139 bc 0.004 b 0.051 ab 0.611 ab 0.345 b 1.150 a
SY SY 0.799 bc 0.267 a 0129 b 0278 a 1167 a 0848 a 1438 a
GR GR 0499 ¢ 0.085 ¢ 0.281 a 0.224 ab 0.873 ab 0433 b 1.178 a
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Tableau S5.XI11- The transcript abundance of 7 WiPIP genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied in experiment n°2 in well-watered condition. p-values from a two-way ANOVA
(n = 3) are presented in first block of the table for each gene in leaves and root tips. Scion, rootstock
and interaction effects are presented within the following three bold blocks for each tissue, values with
the same letter are not statistical different (Tukey-HSD). When p-values are less to 0.05, the highest
expression level is colored in dark grey, while the lowest is colored in light grey.

Leaves

PIP1.1 PIP1.2-4 PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4

Scion 0.151 0.021 0.017 0.036 0.128 0.006 0.016

Rootstock | 0.106 0.039 0.528 0.0002 0.500 0.002 0.417
Interaction | 0.410 0.005 0.503 0.039 0.093 0.032 0.466

RGM 0.005 a 0.392 ab 0.077 b 0.014 b 0071 a 0.068 b 0.013 c
Scion 41B 0.005 a 0.251 ab 0.086 b 0.111 ab 0.083 a 0.294 b |0.042 ab
SY 0.007 a| 0587 a 0161 b 0206 a 0.144 a 0.327 ab | 0.042 a
GR 0.005 a 0.146 b [0.377 a 0.140 a 0.126 a 0482 a 0.021 bc

RGM 0.005 a 0260 b 0212 a 0100 b 0.118 a 0.193 b 0.023 b

Rootstock 41B 0.007 a 0385 b 0175 a 0135 b 0102 a ' 0537 a 0.040 a
SY 0.004 a|0.791 a 0262 a 0372 a 0.159 a 0.324 ab 0.039 ab

GR 0.005 a 0.116 b 0355 a 0.084 b 0.142 a 0.276 ab 0.019 b

Scion Rootstock  PIP1.1  PIP1.2-4 PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4
RGM RGM 0.005 a 0.392 ab 0.077 a 0.014 ¢ 0.071 a 0.068 b 0013 b
sY RGM 0.006 a 0.178 b 0.110 a 0.081 bc 0.174 a 0.244 b 0.036 ab
GR RGM 0.004 a 0210 b 0450 a 0.206 ab 0.110 a 0.268 b 0.019 ab
41B 41B 0.005 a 0.251 ab 0.086 a 0.111 bc 0.083 a 0.294 b 0.042 ab
SY 41B 0.010 a/0.791 a 0.112 a 0.165 bc 0.099 a 0415 b 0.052 a
GR 41B 0.005 a 0112 b 0326 a 0.129 bc 0.126 a ' 0.901 a 0.025 ab
sY SY 0.004 a 0791 a 0262 a|0372 a 0159 a 0324 b 0.039 ab
GR GR 0.005 a 0.116 b 0355 a 0.084 bc 0142 a 0.276 b 0019 b

Root tips

PIP1.1  PIP1.2-4 PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4

Scion 0.214 0.021 0.971 0.749 0.165 0.949 0.786

Rootstock | 0.025 0.574 0.046 0.010 0.107 0.135 0.841
Interaction | 0.260 0.775 0.862 0.374 0.233 0.975 0.334

RGM 0934 a 0244 a 0040 a 0.003 a 0968 a 0229 a 1683 a

Scion 41B 1035 a 0.079 b 0.059 a 0100 a 0.765 a 0412 a 1.306 a
SY 1205 a 0.113 b 0.054 a 0.052 a 0.797 a 0285 a 1574 a

GR 1.012 a 0114 b 0333 a 0.102 a 1.042 a 0369 a 1.608 a

RGM 0.831 a 0.156 a 0.094 b 0.004 b 0812 a 0193 a 1513 a

Rootstock 41B 1409 a 0.092 a 0.044 b 0.086 ab 0865 a 0.385 a 1553 a
SY 0.940 a 0.147 a 0.055 b 0.111 ab 0989 a 0.345 a 1554 a

GR 0.962 a 0.112 a [0.791 a 0.185 a 1.228 a 0524 a 1784 a

Scion Rootstock  PIP1.1  PIP1.2-4 PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4
RGM RGM 0934 a 0244 a 0.040 a 0.003 b 0968 ab 0.229 a 1683 a
SY RGM 0.783 a 0.097 ab 0.080 a 0.002 b 0523 b 0155 a 1281 a
GR RGM 0.775 a 0.127 ab 0.163 a 0.005 b 0946 ab 0.194 a 1576 a
41B 41B 1.035 a 0.079 b 0.059 a 0.100 ab 0.765 ab 0.412 a 1.306 a
Sy 41B 1.893 a 0.093 ab 0.026 a 0.044 ab 0.878 ab 0.355 a 1.889 a
GR 41B 1.298 a 0.105 ab 0.045 a 0.114 ab 0.953 ab 0.387 a 1.464 a
SY SY 0.940 a 0.147 ab 0.055 a 0.111 ab 0.989 ab 0.345 a 1554 a
GR GR 0.962 a 0.112 ab 0.791 a 0.185 a 1228 a 0524 a 1784 a
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Tableau S5.XI11- The transcript abundance of 7 VViPIP genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied in experiment n°3 in well-watered condition. p-values from a two-way ANOVA
(n = 3) are presented in first block of the table for each gene in leaves and root tips. Scion, rootstock
and interaction effects are presented within the following three bold blocks for each tissue, values with
the same letter are not statistical different (Tukey-HSD). When p-values are less to 0.05, the highest
expression level is colored in dark grey, while the lowest is colored in light grey.

Leaves

PIP1.1 PIP1.2-4  PIP1.3-5 PIP2.1 P1P2.2 PIP2.3 PIP2.4

Scion 0.586 0.137 <0.0001 0.188 0.0001 0.0001 <0.0001

Rootstock 0.225 0.117 0.134 0.310 0.937 0.338 0.027

Interaction 0.433 0.342 0.799 0.334 0.207 0.185 0.260

SO4 0.006 a 0382 a 0130 ab 0050 a 0.056 bc 0141 b 0.007 b

161-49 0001 a 0439 a 0.010 b 0245 a 0.020 c 0.054 b 0.004 b

Scion 140Ru 0004 a 0145 a 0004 b 0071 a 0.042 bc 0177 b 0.004 b
SY 0004 a 0682 a 0219 a 0318 a |0.126 a 0.296 a 0.036 a

GR 0003 a 0434 a [ 0300 a 0350 a 0.08 ab 0169 b 0011 b

SO4 0.006 a 0404 a 0187 a 0180 a 0.09 a 0211 b 0.020 b

Rootstock 161-49 0003 a 0730 a 0158 a 0390 a 0.082 a 0174 b 0.017 b
140Ru 0004 a 0376 a 0222 a 0249 a 0.084 a 0192 b 0.013 b

SY 0002 a 0466 a 0223 a 0229 a 0119 a 0334 a 0.047 a

Scion Rootstock PIP1.1 PIP1.2-4 PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4

S04 S04 0006 a 0382 a 0130 ab 0.050 a 0.056 abc 0.141 bc 0.007
SY SO4 0.008 a 0682 a 0180 ab 0321 a 0.138 a 0.334 a 0.042 a
GR S04 0.004 a 0149 a 0252 ab 0.168 a 0.075 abc 0.157 bc 0.011 bc
161-49 161-49 0001 a 0439 a 0010 b 0245 a 0.020 c 0.054 ¢ 0.004 ¢
SY 161-49 0003 a 0850 a 0172 ab 0357 a 0114 ab 0257 ab 0.032 ab
GR 161-49 0.003 a 0900 a 0291 a 0569 a 0.112 ab 0211 abc 0.014 bc
140Ru 140Ru 0004 a 0145 a 0.004 b 0071 a 0.042 bc 0.177 abc 0.004 c
SY 140Ru 0004 a 0732 a 0.303 0365 a 0132 a 0.259 ab 0.025 abc
GR 140Ru 0003 a 0252 a 0358 a 0311 a 0.079 abc 0.140 bc 0.008 c
SY SY 0.002 a 0466 a 0223 ab 0229 a 0.119 ab 0334 a 0.047 a
Root tips

PIP1.1 PIP1.2-4 PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4

Scion <0.0001 0.004 0.999 0.321 <0.0001 0.030 0.016

Rootstock <0.0001 0.389 <0.0001 0.001 <0.0001 0.947 0.003

Interaction 0.005 0.775 0.991 0.998 0.031 0.119 0.212

SO4 0905 b 0101 ab 0.038 a 0035 ab 0.392 bc 0357 ab 1716 a

161-49 0982 b 0.042 b 0.006 a 0030 ab 0.324 c 0322 ab 1963 a

Scion 140Ru 1327 ab 0.109 ab 0.002 a 0.021 b 0797 ab 0430 ab | 2245 a
SY 1776 a 0170 a 0100 a 0138 a | 1012 a 0.443 a 2234 a

GR 1127 b 0064 b 0015 a 0.023 b 0440 bc 0302 b 1.847 a

SO4 1734 a 0114 b 0031 b 0.038 b 0443 b 0.364 a 2319 a

Rootstock 161-49 1406 ab 0.085 b 0.014 b 0060 b 0440 b 0.368 a 2235 a
140Ru 1140 b 0107 b 0.002 b 0.040 b | 1.065 a 0.385 a 1.694 a

SY 0858 b 0208 a | 0352 a | 0297 a 1.036 a 0435 a 1.656 a

Scion Rootstock PIP1.1 PIP1.2-4 PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4
S04 S04 0905 b 0101 ab 0038 b 0035 b 0392 c 0.357 a 1.716 ab
SY S04 3117 a 0174 ab 0031 b 0069 b 0668 bc 0454 a 3.185 a
GR S04 1178 b 0067 b 0024 b 0.00 b 0268 c 0.282 a 2.055 ab
161-49 161-49 0982 b 0042 b 0006 b 0.030 b 0324 c 0322 a 1.963 ab
SY 161-49 1647 b 0141 ab 0.015 b 0107 ab 0.680 bc 0.399 a 2.354 ab
GR 161-49 1591 b 0070 b 0020 b 0.043 b 0317 c 0.383 a 2.388 ab
140Ru 140Ru 1327 b 0109 ab 0.002 b 0.021 b 0797 bc 0430 a 2245 ab
SY 140Ru 1481 b 0155 ab 0.002 b 0.080 b | 1663 a 0.483 a 1.740 ab
GR 140Ru 0610 b 0.056 0002 b 0017 b 0733 bc 0242 a 1.097 b
SY SY 0.858 b  0.208 0352 a 0297 a 1036 b 0.435 a 1.656 ab
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Tableau S5.XI1V- The transcript abundance of 7 WiPIP genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied in experiment n°1 in well-watered and in water deficit condition. p-values from
a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block of the table for each gene in leaves and root
tips. Combination , treatment and interaction effects are presented within the following three bold
blocks for each tissue, values with the same letter are not statistical different (Tukey-HSD). When p-
values are less to 0.05, the highest expression level is colored in dark grey, while the lowest is colored

in light grey.

Root tips

Leaves

PIP1.2- PIP1.3-

PIP1.1 4 5

PIP2.1

PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4

PIP1.2-
4

PIP1.3-

PIP1.1 5

PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3

PIP2.4

Combinaison

Treatment
Interaction

0.0033 0.0312 0.0045

<
0.0001

0.0013 0.0336 0.0691

<

0.0001 0.0037 0.0048

0.0019 0.0086 0.0460

<0.0001

0.2514 0.3251
0.0758 0.9754

0.0013
0.0024

0.0125
0.0545

<
0.2286 0.0001 0.0002

0.0418 0.0353 0.0024

0.3999 0.8074 0.1531

0.0002 0.0084 0.3383

<
0.0001

0.0228

0.7798
0.0622

0.0229
0.4194

0.0723
0.0422

101-
14/101-14

SY/101-14
GR/101-14
110R/110R
SY/110R
GR/110R
SYISY A
GR/GR A

Scion/
rootstock

0.55ab 0.15ab 0.02 a
0.70 abc 0.17 ab 0.04 a
0.62 abc 0.17 ab 0.03 a
0.85 bc 0.21 ab 0.02 a

0.01a
00la
0.00 a
0.06 a

101 c

0.73 abc 0.17 ab 0.02 a

0.17ab 0.00a 0.02 a

0.05 a

0.80 abc|0.25 b 0.18 ab|0.20 b

0.43 a

0.09a 0.37b 0.13ab

0.45ab 047a 083a
035a 0.60ab0.85a
044 ab 0.76 ab 1.14 a
0.62 abc 0.63 ab 1.19 a
0.44ab 051ab1.03a
0.55 abc 0.92 ab 1.19 a
099 c 128b 129a

0.85 bc 0.67 ab 1.00 a

0.003 a 0.34 a 0.04 ab

0.02a 005a 0.26ab0

.003 a

0.005 a 0.78 ab 0.39 abc 0.25 ab|0.19 b 0.30 ab|0.033 e
0.004 a 0.16 a 0.44 abc 0.09 a 0.13 ab 0.20 ab 0.015 bc

0.011|b 1.56 ab 0.01 a

0.07a 00la 026ab0

.006 ab

0.004 a 0.56 a
0.003 a 0.36 a
0.004 a3.31 b
0.003 a 0.13 a

0.21 abc 0.18 a 0.11 ab 0.17 a 0.014 abc
058 c 0.27 ab 0.11 ab 0.25 ab 0.017 cd
0.27 abc|0.72 b 0.11 ab|0.35 b 0.026 de
0.54 bc 0.12a 0.11 ab 0.22 ab 0.014 abc

Well-
watered

Water deficit

Treatment

0.82 b
0.60 a

0.16 a
0.18 a

0.07 a
0.11 a

0.09 b
0.03 a

0.65 a
0.54 a

0.41 a [1.24|b
1.09b 0.89a

0.005/b 0.55 a
0.004 a/1.36 a

018a 0.22a 0.08a 0.17a 0.018 b
0.44b 023a 013b 034b 0.014a

PIP1.1

PIP1.2-
4

PIP1.3-

5 P1P2.1

PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4

PIP1.2-

PIP1.1 4

PIP1.3-

5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3  PIP2.4

101-
14/101-14

SY/101-14
GR/101-14
110R/110R
SY/110R
GR/110R
SY/SY A
GR/GR A

Well-
watered

043 a

0.84 ab
0.71 ab
1.13 bc
147 c

0.71 ab
0.80 ab
0.50 ab

0.07 a
0.19 a
0.14a
0.25a
0.1l1la
0.14 a
0.27 a
0.08 a

0.02 a
0.03 a
0.03 a
0.01a
0.00 a
0.00 a
0.13a
0.28 a

0.00 a
0.00 a
0.00 a
0.09 abc
0.02 ab
0.05 ab
0.28 ¢
0.22 bc

03la
0.34a
0.40 a
0.74 ab
0.56 ab
0.61 ab
117 b
0.87 ab

021 a
0.34 a
0.34 a

0.89 ab
1.02 ab
1.30 ab
0.38a 1.35ab
0.22a 151b

034a 1.15ab
0.85ab 1.44 b

043 a 1.18ab

0.003 a 0.24 a
0.006 a 0.83 a
0.004 a 0.14 a
0.017\b 144 a
0.005 a 0.50 a
0.003 2 0.30 a
0.002 a 0.80 a
0.002 a 0.07 a

0.04 ab
0.13 ab
0.37 ab
0.01a

0.20 ab
0.29 ab
0.15 ab
0.29 ab

0.0la 003a 019a
0.36 ab 0.10 ab 0.24 a
0.13a 0.14ab 0.12 a
0.06a 00la 0.27a
023a 0.09ab0.12a
0.38 ab 0.10 ab 0.16 a
0.39ab 0.10 ab 0.16 a
0.17a 0.07ab0.14a

0.00 ab
0.04 f
0.02 bede
0.01 abc
0.01 abcde
0.02 abcde
0.02 cde
0.01 abcde

101-
14/101-14

SY/101-14
GR/101-14
110R/110R
SY/110R
GR/110R
SYISY A
GR/GR A

Water
deficit

0.66 ab
0.56 ab
0.53 ab
0.57 ab
0.54 ab
0.75 ab
0.79 ab
0.36 a

0.22 a
0.14 a
0.20 a
0.16 a
022 a
0.20 a
023 a
0.10 a

0.03 a
0.06 a
0.02 a
0.03 a
0.00 a
0.03 a
0.24 a
0.46 a

0.02 ab
00la
0.00 a
0.04 ab
0.02 ab
0.04 ab
0.10 abc
0.04 ab

0.59 ab
0.36 a

0.49 ab
0.50 ab
03la

0.49 ab
0.75 ab
0.82 ab

0.72 ab 0.77 ab
0.86 ab 0.67 ab
1.18 ab 0.99 ab
0.89 ab 1.03 ab
0.80 ab 0.55 a

1.50 ab 1.22 ab
1.86b 1.10 ab
0.92 ab 0.82 ab

0.002 a 043 a
0.004 a 0.72 a
0.003 a 0.18 a
0.005 a 1.69 a
0.002 a 0.62 a
0.003a 042 a
0.006 a 6.67|b
0.003 a 0.18 a

0.05 ab
0.64 ab
0.52 ab
0.01a

0.23 ab
0.86 b

0.42 ab
0.80 ab

0.02 a
0.13 a
0.05a
0.08 a
0.13 a

0.06 ab 0.33 ab 0.00 a
0.27b 0.36 ab 0.03 def
0.12 ab 0.28 a  0.01 abcd
0.02a 0.25a 0.00ab
0.14 ab 0.22 a  0.01 abcd
0.16 a 0.11 ab 0.33 ab 0.02 abcde
116 b 0.14ab/0.61 b 0.03 ef
0.08a 0.14ab0.30a 0.01 abcd

183







Tableau S5.XV- The transcript abundance of 7 VWiPIP genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied in experiment n°2 in well-watered and in water deficit condition. p-values from
a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block of the table for each gene in leaves and root
tips. Combination , treatment and interaction effects are presented within the following three bold
blocks for each tissue, values with the same letter are not statistical different (Tukey-HSD). When p-
values are less to 0.05, the highest expression level is colored in dark grey, while the lowest is colored
in light grey.

Root tips Leaves
PIP1.3-
PIP1.1 PIP1.2-4 5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4| PIP1.1 PIP1.2-4 PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4
Combinaison| 0.0225 0.0013 0.0015 <0.0001 0.0004 0.0130 0.9327]0.1231 0.0007 <0.0001 <0.0001 0.2940 0.0015 0.0035
Treatment 0.1392 <0.0001 0.5155 0.4168 <0.0001 <0.0001 0.0173| 0.0280 <0.0001 0.0002 0.0145 0.9693 0.0086 0.0040
Interaction | 0.2999 0.0235 0.6975 <0.0001 0.7984 0.0093 0.7907] 0.5892 0.1594 0.0360 0.2995 0.5208 0.0099 0.3782
RGM/RGM(0.93a 0.34bc 0.06 a 0.00 a 0.83 abc 0.72ab 1.38a[0.005a 0.57ab 0.12ab 0.01a 0.06a 013a 0.02a
SY/RGM [0.80a 0.21 abc 0.06 a 0.00 a 047 a 144D 1.34 2 |0.007 a 0.69ab 0.15abc 0.17 ab 0.16 a 0.40 abc 0.04 ab
GR/RGM [0.79a 0.14ab 0.13a 0.00a 0.74 abc 0.53 a 150a0.005a 041a 050cd 0.24ab 0.10a 0.51bc 0.04 ab
Scion/ 41B/41B |0.92a 012a 0.04a 009b 057ab 089ab 113a|0.005a 051a 010a 0.10ab 0.06a 0.32ab 0.04 ab
rootstock  gy418 |144a 0.27abc 004a 014b 073 abc 1.29ab 155a0012a 190b 0.32abc 032bc 0.18a 0.46 abc 0.08 b
GR/41B |1.34a 0.13ab 0.08a 0.09ab 0.73abc 0.91ab 1.40a|0.006 a 053a 0.72d 0.12ab 0.15a [0.68c 0.03a
SY/SYB |0.99a [041c 0.08 a [0.16 b 0.91 bc [1.55b 131a(0010a 187b 0.39 abcd0.50c 0.13a 0.55bc 0.05ab
GR/GRB |[0.74a 0.19ab [0.60b 0.11b 110c 0.92ab 137a0.007a 0.19a 0.47bcd 0.12ab 0.12a 0.38 abc 0.03 a
Treatment W\{a\g’led 1.08a 0.13a 0.16 a 0.07 a 091b 033a 1.57/b [0.005a 0.36a 0.22a 0.15a 0.12a 035a 0.03a
Water deficit|0.91a [0.33b 0.11a 0.09a 063a 1.73b 1.19 2 |0.009 b [ 1.33 b 0.46 b 0.26b 0.12a [051b [0.05b
PIP1.3-
PIP1.1 PIP1.2-4 5 PIP2.1  PIP2.2  PIP2.3 PIP2.4| PIP1.1 PIP1.2-4 PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4
RGM/RGM|0.93 ab 0.24 abc 0.04 a 0.00 a 097 ab 0.23a 1.68a]0.005a 0.39a 0.08a 0.0la 007a 0.07a 0.01a
SY/RGM [0.78 ab 0.10ab 0.08 a 0.00 a 052a 0.16a 128a|0.006a 0.18a 0.11a 0.08ab 0.17a 0.24ab 0.04 ab
GR/RGM [0.78 ab 0.13 abc 0.16 ab 0.01a 0.95ab 0.19a 158a|0004a 021a 045a 02lab 01la 027ab 0.02a
Well- 41B/41B |1.04ab 008a 0.06a 0.10abcd 0.76 ab 04l1a 131a|0.005a 025a 009a 01l1ab 0.08a 0.29 ab 0.04 ab
watered  gy/41p [1.89b 009ab 003a 004ab 0.88ab 0.36a 189a0010a 079ab 0.1la 0.16ab 0.10a 0.41 abc 0.05 ab
GR/41B |1.30ab 0.10 ab 0.05a 0.11 abcd 0.95ab 0.39 a 146a]0.005a 0.11a 0.33a 0.13ab 0.13a0.90c 0.03a
SY/SYB [0.94 ab 0.15abc 0.05a 0.11 abcd 0.99ab 0.35a 155a0.004a 0.79ab 026a 0.37 abc 0.16 a 0.32 abc 0.04 ab
GR/GR B [0.96 ab 0.11abc 0.79 b 0.18 bcd 1.23b 0.52 a 1.78a]0.005a 0.12a 0.36a 0.08ab 0.14a 0.28ab 0.02 a
RGM/RGM[0.92 ab 0.44 bcd 0.09a 0.00a 0.69ab 1.22abc 1.08a|0004a 0.75ab 0.16a 00la 0.05a 0.18ab 0.02a
SY/RGM [0.81 ab 0.33 abcd 0.04 a 0.00 a 042a 273d 1.41 a0.008 a 1.21 abc 0.19 a 0.26 abc 0.14 a 0.55 abc 0.05 ab
GR/RGM [0.80 ab 0.15abc 0.09a 0.00 a 053a 0.86a 143 a2 |0.006 a 0.60ab 0.55ab 0.27 abc 0.09 a 0.75 bc 0.06 ab
Water 41B/41B |0.81 ab 0.17 abc 0.03a 0.09 abc 0.37 a 1.37 abcd 0.96 a |0.004 a 0.76 ab 0.10a 0.09ab 0.04a 0.34 abc 0.03 a
deficit  Sy/418 |0.99.ab 0.45cd 005a 0.24d 059ab 222bed 122a0015a 30lc 053ab 047 bc 0.27a 051 abc 0.10 b
GR/41B |1.38 ab 0.16 abc 0.11a 0.06ab 051a 1.43abcd 1.33 a|0.007 a 0.95 abc 1.11 b 0.10 ab 0.18 a 0.46 abc 0.03 ab
SY/SY B |1.02 ab 0.61 d 011a 02lcd 0.85ab 246cd 1.14a0.014a 268bc 048 a 060c 0.11a 0.72bc 0.07 ab
GR/GRB |052a 0.26 abc 041 ab 0.04a 0.98 ab 1.32 abcd 0.95a |0.008 a 0.27a 0.57ab 0.16ab 0.10a 0.48 abc 0.05 ab
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Tableau S5.XVI- The transcript abundance of 7 WiPIP genes in the roots tips and leaves of
genotypes studied in experiment n°3 in well-watered and in water deficit condition. p-values from
a two-way ANOVA (n = 3) are presented in first block of the table for each gene in leaves and root
tips. Combination , treatment and interaction effects are presented within the following three bold
blocks for each tissue, values with the same letter are not statistical different (Tukey-HSD). When p-
values are less to 0.05, the highest expression level is colored in dark grey, while the lowest is colored
in light grey.

Root tips Leaves
PIP1.1 PIP1.2-4PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4 |PIP1.1 PIP1.2-4PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4
<
Combinaison [< 0.0001 0.0289 <0.0001 0.0001 <0.0001 0.1276 <0.0001 | 0.3620 0.0776 <0.0001 0.0008 0.0188 <0.0001 < 0.0001
Treatment 0.0395 0.3702 0.2968 0.0037 0.0044 <0.0001 0.0340 |0.6244 0.0157 0.0005 0.3422 0.1112 0.1630 0.0280
Interaction 0.0488 0.6111 0.0039 0.0140 0.3796 0.1966 0.0063 | 0.1194 0.2390 0.0131 0.7607 0.2796 0.6854 0.4744
SO4/SO4 |0.93ab  0.1l1a 0.07a 0.02a 0.33abc 0.52a 1.71abc |0.004a 0.46a 0.14a 0.03a 0.05a 0.10a 0.01a
SY/SO4 | 2.30c 0.12a 0.04a 0.04a 0.47abc 0.64a 247cd |0.005a 0.65a 0.25a 0.29ab | 0.20a 0.32cd  0.04cd
GR/SO4 |[1.17ab  0.07a 0.03a 0.0l1a 0.26a 0.45a 1.89abcd [0.003a 0.26a  0.45b  0.30ab 0.09a 0.18abc 0.0lab
é 161-49/161| 1.16ab ~ 0.07a 0.0l1a 0.03a 0.35abc 1.15a 2.25bcd [0.001a 1.74a 0.02a 0.28ab 0.03a 0.10a 0.01a
% SY/161-49 | 1.62bc  0.12a 0.0la 0.07a 0.53abc 0.81a 2.83d 0.003a 1.20a 0.27ab 0.47b 0.11a 0.27bcd 0.04d
% GR/161-49 | 1.32ab ~ 0.07a 0.02a 0.03a 0.27ab  0.86a 1.92abcd [0.004a 1.02a 0.83b |[0.58b | 0.20a 0.25bcd 0.02abc
& 140Ru/140 | 1.06ab  0.18a 0.00a 0.03a 0.79bc 1.36a 1.62abc [0.003a 0.23a 0.0l1a 0.06a 0.04a 0.19abc 0.0la
SY/140Ru | 1.43abc 0.17a 0.00a 0.05a | 1.32d 1.01a 1.74abc [0.005a 0.73a 0.29ab 0.31ab 0.10a 0.27bcd 0.03bcd
GR/140Ru | 0.64a 0.08a 0.00a 0.02a 0.68abc 0.80a 1.05a 0.003a 0.47a |[0.84ab 0.30ab 0.17a 0.16ab 0.01ab
SY/SY |0.79ab | 0.23a | 0.22b ' 0.19b 0.82cd 1.13a 142ab |0.004a 0.9la 0.28ab 0.32ab 0.10a | 0.36d 0.05d
Well-watered | 1.37b 0.11a 0.05a |[0.07b | 0.69b 0.38a 2.04b 0.004a 0.50a 0.19a 0.27a 0.09a 0.21a 0.02a
Wiater deficit| 1.11a 0.13a 0.03a 0.03a 0.48a 1.37b 1.74a 0.004a [1.04b '0.48p 0.32a 0.13a 0.23a 0.03b
PIP1.1 PIP1.2-4PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4 | PIP1.1 PIP1.2-4PIP1.3-5 PIP2.1 PIP2.2 PIP2.3 PIP2.4
SO4/S0O4 | 0.91a 0.10a 0.04a 0.03a 0.39a 0.36 1.72abc [0.006 0.38a 0.13a 0.05a 0.06a 0.14abc 0.0labc
SY/SO4 | 3.12b 0.17a 0.03a 0.07a 0.67a  0.45ab 3.19bc |0.008a 0.68ab 0.18a 0.32a 0.14a 0.33cd  0.04def
GR/SO4 | 1.18a 0.07a 0.02a 0.0la 0.27a 0.28ab 2.06abc [0.004a 0.15a 0.25a 0.17a 0.08a 0.16abcd 0.0labcd
B 161-49/161 | 0.98a 0.04a 0.0l1a 0.03a 0.32a 0.32ab  1.96abc |0.001a 0.44a 0.0la 0.24a 0.02a 0.05a 0.00a
§ SY/161-49 | 1.65a 0.14a 0.02a 0.1l1a 0.68a  0.40ab 2.35abc [0.003a 0.85ab 0.17a 0.36a 0.1la 0.26abcd 0.03abcdef
;.'J GR/161-49 | 1.59a 0.07a 0.02a 0.04a 0.32a 0.38ab  2.39abc |0.003a 0.90ab 0.29a 0.57a 0.11a 0.2labcd 0.0labcd
= 140Ru/140 | 1.33a 0.11a 0.00a 0.02a 0.80a 0.43ab 2.25abc [0.004a 0.14a 0.00a 0.07a 0.04a 0.18abcd 0.00ab
SY/140Ru | 1.48a 0.15a 0.00a 0.08a 1.66b  0.48ab 1.74abc [0.004a 0.73ab 0.30a 0.36a 0.13a 0.26abcd 0.03abcdef
GR/140Ru | 0.61a 0.06a 0.00a 0.02a 0.73a 0.24a 1.10a 0.003a 0.25a 0.36a 0.31a 0.08a 0.14abc 0.0labc
SY/SY |0.86a 0.21a | 0.35b ' 0.30b 1.04ab 043ab 1.66ab [0.002a 047a 0.22a 0.23a 0.12a 0.33cd  0.05ef
S04/S0O4 | 0.95a 0.11a 0.11a 0.0la 0.27a 0.68abc 1.71abc |0.002a 0.54ab 0.16a 0.0l1a 0.04a 0.06ab 0.0labc
SY/SO4 | 1.48a 0.08a 0.05a 0.02a 0.28a  0.83abc 1.75abc [0.003a 0.62ab 0.32a 0.25a 0.27a 0.30cd  0.04bcdef
GR/SO4 | 1.17a 0.08a 0.04a 0.0la 0.25a 0.63abc 1.73abc [0.003a 0.38a 0.65ab 0.42a 0.1l1a 0.2labcd 0.02abcde
5 161-49/161| 1.34a 0.09a 0.02a 0.03a 037a  198bc 2.53abc |0.00la 3.04b 0.03a 0.31a 0.04a 0.14abc 0.0lab
E SY/161-49 | 1.59a 0.10a 0.0l1a 0.03a 0.38a 1.21abc | 3.31c 0.003a 155ab 0.36a 0.59a 0.11a 0.28bcd 0.05f
% GR/161-49 | 1.05a 0.08a 0.01a 0.03a 0.23a 1.34abc 1.46a 0.006a 1.14ab [1.38b 0.60a 0.30a 0.29cd  0.03abcdef
= 140Ru/140 | 0.79a 0.26a 0.00a 0.04a 0.79a 2.30c 0.99a 0.003a 0.32a 0.0l1a 0.04a 0.04a 0.20cd 0.0lab
SY/140Ru | 1.38a 0.18a 0.00a 0.03a 0.98ab 1.53abc 1.74abc |0.006a 0.73ab 0.28a 0.26a 0.07a 0.29cd 0.04cdef
GR/140Ru | 0.66a 0.11a 0.0la 0.02a 0.62a 1.37abc 1.0l1a 0.004a 0.69ab 1.32b 0.29a 0.26a 0.17abcd 0.02abcde
SY/SY |0.72a 0.24a 0.08a 0.08a 0.60a 1.83abc 1.19a 0.005a 1.36ab 0.34a 0.4la 0.08a 0.38d 0.05ef
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Discussion et perspectives

Le travail présenté dans ce manuscrit a consisté a décrire les réponses physiologiques et
moléculaires de différents génotypes greffés ou non, en condition de contrainte hydrique édaphique.
Les propriétés métaboliques et transcriptomiques liées a I'ABA, mais aussi au transport de 1’eau, ont
tout d'abord été caractérisées sur neuf génotypes de vigne non greffés présentant des capacités
d'adaptation a la sécheresse variables. L'objectif majeur des chapitres 2 et 3 a été de rechercher a
associer les propriétés constitutives et de réponse au déficit hydrique de ces différents génotypes au
niveau physiologique et moléculaire, et de les interpréter en fonction de leur capacité reconnue
d'adaptation a la sécheresse au vignoble (Carbonneau, 1985; Schultz, 1996). Cette étude a été
poursuivie dans les chapitres 4 et 5 sur les homogreffes respectives et sur les hétérogreffes avec les
greffons Syrah et Grenache. L'analyse plus fine du comportement transpiratoire en réponse au déficit
hydrique édaphique a permis dévaluer le réle du porte-greffe sur le comportement iso- et
anisohydrique bien défini pour ces génotypes de greffon. Ces travaux permettent de proposer des
hypothéses quant a la régulation du transport de 1’eau et de la signalisation ABA chez une plante
greffée. Dans un second temps, les choix méthodologiques faits pour mener cette étude seront
discutés. Finalement, nous proposerons des perspectives de recherche afin de tester les hypotheses

avancées.
I- Discussion générale
Propriétés constitutives des génotypes

De maniére séparée ou conjointe, la discrimination des génotypes sur la base des réponses
transcriptomiques liées a I'ABA et aux aquaporines lors du déficit hydrique a permis de classer
I’ensemble des génotypes étudiés selon leur origine génétique et leur capacité d'adaptation a la
sécheresse. Ce résultat majeur indique que bien que la régulation transcriptomique soit globalement
bien conservée dans les différents fonds génétiques étudiés, elle présente des variations
caractéristiques des différentes espéces de Vitis. Cette analyse illustre parfaitement la relation entre les
propriétés d'adaptation aux différentes conditions environnementales et I'origine génétique chez la
vigne (Pongrécz, 1983; Galet, 1988; Morano et Walker, 1995; Arrigo et Arnold, 2007).
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Cette discrimination est en lien étroit avec I'expression des genes VViABF2, VWiPIP1.1 et ViPIP2.1 au
niveau foliaire et VviSnRK2.6 et VWiPIP1.3/5 au niveau foliaire et racinaire, indiquant que I'expression
des génes liés a I'ABA et aux aquaporines participent ensemble a la différenciation des génotypes. Mis
a part le géne WiPIP1.1 qui est lIégerement réprimé au cours du déficit hydrique, les génes impliqués
dans cette discrimination ne répondent pas a la contrainte hydrique. Dans la limite des génotypes
étudiés, l'adaptation des génotypes au déficit hydrique apparait alors principalement associée a des
caractéristiques constitutives plutdt qu'a des réponses variables, au moins au niveau transcriptomique.
Cependant ces résultats sont mis en évidence en situation non transpirante (fin de nuit) ce qui n'exclut

pas l‘existence d'autres mécanismes lors de la phase diurne.

De maniere intéressante, I'expression du géne VVviSnRK2.6 est constitutivement plus importante pour
les génotypes 110R et 140Ru considéres comme tolérant a la sécheresse (Carbonneau, 1985). Une
différence d’expression constitutive de ce géne dans les racines du porte-greffe 140Ru a deéja été
rapportée (Henderson et al., 2014). Chez Arabidopsis, OST1, l'orthologue de VViSnRK2.6 est impliqué
au niveau foliaire dans la régulation des flux de potassium, d'anions et dans la régulation post-
traductionnelle de l'aquaporine AtPIP2.1 permettant le contrdle des flux hydriques au niveau des
stomates (Acharya et al., 2013; Grondin et al., 2015). Il a aussi été démontré que ce gene intervient
dans la régulation du métabolisme carboné au niveau des feuilles (Zheng et al., 2010). Au niveau
racinaire son rble n'est pas établi, mais il pourrait étre de participer a la régulation des flux hydriques
ou a la génération d'une force osmotique via son rdle sur l'activité des aquaporines. Ce dernier
mécanisme permettrait de développer une tension supérieure au niveau de 1’apoplasme des tissus
racinaires permettant d'accroitre la capacité d'extraction de I'eau du sol (Levit, 1980 ; Save et al., 1993
citée par Alsina et al., 2007), propriété souvent évoqué comme déterminante pour d'adaptation a la
sécheresse des porte-greffes (Marguerit, 2010). La régulation osmotique est considérée comme 1’un
des mécanismes majeurs de réponse a la contrainte hydrique (Cramer et al., 2007 ; Jarzyniak et
Jasinski, 2014) , mais elle a peu été étudiée chez la vigne comme critére d’adaptation a la sécheresse.
Elle peut également contribuer a la réparation de I'embolisme chez la vigne notamment pour les parties

basales (racines et tronc) (Brodersen et McElrone, 2013).
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En situation greffée et pour des prélévements realisés en phase diurne (donc transpiratoire), des
différences constitutives apparaissent également en lien avec la tolérance des génotypes en tant que
porte-greffe et font ressortir les mémes génes que précedemment discuté (& I'exception de ViPIP1.1).
Par ailleurs, en situation de déficit hydrique, l'expression de VviNCEDlet VWINCED2 au niveau
foliaire et racinaire et VviPP2C4 et VWiPP2C9 au niveau foliaire discrimine les génotypes 161-49 et
101-14, plut6t considérés comme sensibles ainsi que 110R et 140Ru considérés comme tolérants.
Dans ces conditions ces quatre génotypes présentent une réponse globale liée a la biosynthese et a la
signalisation ABA, qui les individualise des autres génotypes. De plus 161-49, 110R et 140Ru en
homogreffe sont largement différenciés par leur teneur en ABA-GE foliaire, et 101-14 au niveau
racinaire. Ces génotypes semblent donc particuliers quant au métabolisme et a la signalisation ABA,

cependant sans lien évident avec leurs capacités reconnues d’adaptation a la sécheresse.

L'expression constitutive des génes WiPIP1.2/4, WiPIP1.3/5et VWiPIP2.4 au niveau foliaire permet
d'établir une forte discrimination entre les greffons Syrah et Grenache. Il faut également noter en
situation de contrainte hydrique une grande variabilité en matiere d’expression des aquaporines entre
les hétérogreffes avec le greffon Syrah, alors qu’elle est plus réduite pour le greffon Grenache. Cette
variabilité est associée soit a I’expression du geéne VVPIP2.4 dans les racines (par SY/161-49 ;
SY/SO4, SY/110R), soit a I’expression de VViPIP1.1 et VWiPIP2.4 dans les feuilles et VViPIP1.2/4 et
WiPIP2.1 dans les racines (SY/41B). Au niveau racinaire, il a ét¢ montré que I’'expression racinaire
de WiPIP2.4 est corrélée a la conductivité hydraulique racinaire et joue un réle majeur dans le
contréle transpiratoire (Perone et al., 2012). Au niveau foliaire son réle n'est pas démontré, mais
I'expression constitutivement supérieure chez la variété anisohydrique pourrait permettre le maintien
de la conductance hydraulique foliaire, notamment en situation de déficit hydrique. Ces résultats
laissent aussi envisager que l’expression racinaire des aquaporines pourrait répondre a un signal
foliaire tel que décrit par VVandeleur et al., (2014), puisque pour un méme porte-greffe, son niveau

d’expression varie avec le greffon considéré.
L'ABA est plus une conséquence qu'un signal

Notre étude a montré qu'il existe des différences entre les génotypes sur les capacités d'accumulation
de I'ABA dans de la seéve xylémienne, ainsi que sur la sensibilité de la transpiration a la concentration
en ABA dans le xyleme. De plus au niveau transcriptomique, la réponse des génotypes tolérants est
différenciée de celle des génotypes sensibles. Cependant l'expression de 1’ensemble des genes
impliqués dans le métabolisme de I'ABA et de sa signalisation au niveau foliaire et racinaire sont
fortement corrélés avec le potentiel hydrique de la plante (ou du substrat) en situation greffée ou non.
Les différences observées a ce niveau entre les génotypes tolérants et sensibles pourraient donc étre
davantage la conséquence de niveaux de déficit hydrique différents que de mécanismes de réponses
différents. De plus en situation non greffée, la transpiration apparait moins sensible a la concentration

en ABA dans le xyleme pour le génotype sur-accumulant ce composé (Grenache).
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A Tl'inverse la transpiration du génotype 140Ru est plus sensible a I'ABA xylémien sans exprimer de
capacité d'accumulation supérieure. Ces différences de sensibilit¢t a I’ABA et de réponse
transcriptomique pourraient étre associées a un signal hydrauliqgue modifiant localement le potentiel
hydrique comme démontré au niveau foliaire (Shatil-Cohen et al., 2011; Pantin et al., 2013). De plus
le réle de I'ABA racinaire dans la signalisation du statut hydrique apparait dans certains cas
indépendant de la régulation de la conductance hydraulique (Lovisolo et al., 2002). La régulation de la

transpiration apparait alors sous un contréle conjoint mais pas forcément lié.
Le signal hydraulique semble privilégié

Par différentes approches, notre travail a mis en évidence des différences de conductance hydraulique
au niveau racinaire, de la tige mais aussi au niveau de la plante entiére et de contribution des
aquaporines au transport de I’eau dans la plante. De la méme maniére, des différences sont observées
entre génotypes dans la modulation de la transpiration par le potentiel hydrique alors qu'en situation
greffée, nous n’avons pas pu mettre en évidence d’effet significatif de la combinaison greffon-porte-
greffe sur la conductance hydraulique de la plante mesurée par la méthode évaporative. En situation
homo- ou hétérogreffée, I'ensemble des combinaisons définies comme étant isohydriques possédent
une plus forte diminution de leur conductance hydraulique en situation de déficit hydrique, ce qui
confirme l'importance de ce caractére dans le mécanisme de régulation stomatique (Vandeleur et al.,
2009). ).

Lien entre hydraulicité racinaire et une meilleure régulation des flux ?

En situation non greffée, le Grenache est caractérisé par la conductance hydraulique la plus élevée au
niveau de la plante entiére, alors que cette propriété n’a pas pu étre mise en évidence en situation
greffée. Ce fait pourrait étre la conséquence du réle de la greffe sur ce caractére (De Herralde et al.,
2006) ou d’une résistance hydraulique limitante pour les génotypes de porte-greffes étudiés. En tant
gue bouture, la Syrah présente également une conductance spécifique racinaire (par unité de biomasse)
et une conductivité hydraulique de la tige (par unité de longueur) élevée. En situation d’homogrefte
sous contrainte hydrique, elle est aussi caractérisée par un potentiel de tige moins négatif et une moins
grande réduction de la conductance hydraulique a I’échelle de la plante qui pourrait étre associée a son
caractere anisohydrique. Ce comportement est modifié en fonction du porte-greffe, suggérant
fortement que le génotype du porte-greffe contribue au contréle de la conductance a 1’échelle de la

plante greffée.
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Le génotype 110R posséde quant & lui la plus grande conductance hydraulique spécifique (par unité de
biomasse) au niveau racinaire, ce qui pourrait le conduire & une sensibilité accrue a I'embolisme
(Choat et al., 2008). Mais nous avons montré que ce génotype est caractérisé par une part importante
des flux hydriques liée a I’activité des aquaporines. Par ailleurs les racines de ce génotype présentent
des vaisseaux de petit diametre et avec une part croissante des flux hydriques véhiculés par des
vaisseaux de faible diametre en situation de contrainte hydrique (Peccoux, 2011). Ces propriétés
peuvent le protéger de ’embolie. Le 140Ru est trés proche génétiquement du 110R, et nos analyses
transcriptomiques en témoignent. Dans la littérature, il est décrit comme un porte-greffe ayant une
conductance hydraulique élevée (Tramontini et al., 2013) et une part importante des flux hydriques
racinaires contrblée par 1’activité des aquaporines (Lovisolo et al., 2008a ; Tramontini et al. 2013).
Nous ne retrouvons pas ces spécificités physiologiques dans notre étude, hormis le fait que ce
génotype en tant que bouture, présente une réduction plus marquée de la transpiration lorsque le
potentiel hydrique diminue pendant 1’application de la contrainte hydrique De plus il apparait que le
140Ru ne modifie par le caractére iso ou anisohydrique du greffon. D'autres mécanismes pourraient
expliquer la tolérance élevée a la sécheresse, comme sa capacité a développer un enracinement
profond (Southey et Archer, 1988).

Un réle du greffon sur la régulation de la conductance hydraulique racinaire et 'implication d’un

signal des feuilles vers les racines?

Déja envisagé pour expliquer les réponses trés variables observées avec les hétérogreffes de Syrah, la
contribution d’un signal émis par le greffon pour controler le fonctionnement racinaire est illustré
également par la réponse des hétérogreffes avec le Grenache qui se différencient par un effet variable
sur I’expression de WiPIP2.4 au niveau racinaire. La corrélation positive mise en évidence sur
boutures entre 1’abondance des transcrits VViPIP1.1 dans les feuilles et VviSnRK2.6 dans les racines
pourrait aussi étre expliquée par I’existence d’un signal entre les feuilles et les racines, tel qu’il a été
mis en évidence chez la vigne pour moduler la conductance hydraulique racinaire (Vandeleur et al.,
2014; Chaumont et Tyerman, 2014).
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Le role de I'ABA sur la conductivité hydraulique racinaire

Nos observations sur la régulation transcriptomique et métabolique liées a I'ABA est ses produits de
stockage et de dégradation montrent clairement que la réponse au déficit hydrique est plus intense
dans les racines que dans les feuilles. Nous montrons également que les réponses dans les feuilles sont
en grande partie indépendantes des réponses dans les racines, notamment au niveau du métabolisme de
I’ABA. La réponse dans les feuilles pourrait uniquement dépendre du potentiel hydrique local au
niveau des tissus du limbe ou du pétiole, sans nécessité d’un signal ABA. Pourtant I'expression de
certaines aquaporines racinaires et foliaires (en particulier VviPIP2.4 dans les racines) est bien corrélée
aux teneurs en ABA dans les mémes tissus. Ce résultat est en accord avec le role que joue ’ABA dans
la gestion du transport de ’eau au sein des tissus. L’ABA produit dans les racines en situation de
contrainte hydrique pourrait modifier la conductance hydraulique du systéme racinaire en régulant
I’expression et I’activité de certaines aquaporines, contribuant ainsi a moduler un signal hydraulique
des racines vers les feuilles pour contrdler la transpiration foliaire (Vandeleur et al., 2009; Lovisolo et
al., 2010; Aroca et al., 2012, Pantin et al., 2013).

I1- Justification des choix méthodologiques

Notre étude repose sur I’analyse de neuf génotypes de vigne ayant a la fois un fond génétique
varié et des propriétés d'adaptation a la contrainte hydrique différentes. Nous avons travaillé sur de
jeunes plants en pot soumis a une contrainte hydrique mis en place sur un pas de temps court
(quelques jours) et d’intensit¢ moyenne a forte. Nous avons caractérisé au niveau physiologique et
moléculaire la réponse de ces génotypes sous forme de boutures ou de plants greffés. Nous avons
généré 23 combinaisons greffon/porte-greffe. Nous avons étudié la réponse transcriptomique de 19
génes liés au métabolisme et a la signalisation ABA et codant des aquaporines a différents stades de
I’application d’une contrainte hydrique. Nous avons travaillé a la fois sur le compartiment foliaire et
racinaire, et évalué un grand nombre de caractéres physiologiques et métaboliques liés a la régulation
de la transpiration chez la vigne. L’objectif était de mieux comprendre le role du porte-greffe dans le
contréle de la transpiration chez la vigne greffée et d’essayer de déterminer la part liée a un signal

chimique (ABA) et a un signal hydrauligque.
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Cette approche ambitieuse combinant écophysiologie et analyse transcriptomique nous a permis de
générer un grand jeu de données qui n’a pas été encore exploité dans son intégralité. La transpiration
est disponible pour chaque combinaison a un pas de temps de 15 minutes, ce qui laisse entrevoir les
possibilités en lien avec les mécanismes de régulation & I'échelle de la journée ou permettrait
également d'étudier la transpiration nocturne qui semble jouer un réle important dans I'adaptation a la
sécheresse. De plus, lI'ensemble des prélevements n'a pas été étudié et analysé. Nous disposons
d’analyses métaboliques et d’échantillons pour les analyses transcriptomiques correspondant au stade
déficit hydrique prolongé et rehydratation. D’apres les éléments de caractérisation physiologique
(transpiration, échanges gazeux), des informations intéressantes pourraient sans doute étre retirées de
I’analyse de ces stades ultérieurs. Comprendre les mécanismes de régulation en déficit hydrique
prolongé et apres réhydratation permettrait d’étudier les processus a plus long terme pour mieux
déterminer l'influence du porte-greffe dans la mise en place de processus d'adaptation. Au niveau
méthodologique, nous avons mis en place au laboratoire les mesures de conductivité hydraulique a

I’aide de I’appareil HPFM, que nous n’avons malheureusement pas pu exploiter complétement.

Nos travaux ont permis de mettre en évidence certains paramétres moléculaires constitutifs, mais
également associés a la réponse au déficit hydrique, qui permettent de trés bien caractériser les
génotypes étudiés en fonction de leur fond génétique. En poursuivant I'étude avec deux greffons
connus pour leur caractére iso ou anisohydrique, nos résultats montrent que la réponse du greffon peut
étre modifiée par le génotype de porte-greffe, mais indépendamment du fond génétique ou de la
capacité connue d’adaptation a la sécheresse du porte-greffe. Les interactions greffon-porte-greffe sont
donc largement imprévisibles. Une telle approche n'a jamais été conduite auparavant. Dans la plupart
des cas, les études se focalisent sur la comparaison de deux génotypes contrastés, greffés avec un seul
greffon. En dehors des études de génétique quantitative conduites sur des descendances (Marguerit et
al., 2012, Coupel-Ledru et al., 2014), le travail le plus complet présent dans la littérature est celui de
Tramontini et al. (2013) qui combine 4 greffons a 2 porte-greffes. Notre étude va plus loin en
combinant 2 greffons a 7 porte-greffes et en intégrant les homogreffes pour chaque génotype.
Considérant les nombreux mécanismes régulant la transpiration et I'adaptation a la sécheresse chez une
plante pérenne, une telle approche nous semblait nécessaire notamment pour mieux appréhender la

diversité des réponses possibles et donner plus de généricité aux résultats.

192






Cependant le nombre de génotypes et de combinaisons a étudier a forcément limité notre capacité
d’analyses et de mise en ceuvre d’expérimentations spécifiques pour vérifier certaines hypothéses
mécanistiques. L’étude de I’effet du greffage en lui-méme sur I’hydraulicité de la plante et celle de
l'architecture et de I’anatomie racinaire n’ont pas pu étre mises en ocuvre. Il a fallu ¢galement faire des
choix pour les prélevements et les mesures qui ne pouvaient pas étre réalisés tous en méme temps. Par
exemple, pour valider nos hypothéses sur la régulation du caractere iso- ou anisohydrique des
différents génotypes, la détermination du potentiel hydrique d'une feuille transpirante aurait été
nécessaire. Mais le grand nombre de feuilles prélevées par plante pour les mesures de conductance
hydraulique, et des potentiels hydriques de base et de tige ont déja entrainé le risque de déséquilibrer
la balance hormonale de la plante ou sa régulation hydraulique. L'étude de plants plus agés avec plus
de feuilles aurait demandé une logistique plus importante (préparation des plants au moins un an avant
les expérimentations) et une déshydratation du substrat encore plus rapide.

Nous avons privilégié une analyse transcriptomique de 2 groupes de genes ['un liés au métabolisme et
a la signalisation ABA, I’autre codant des aquaporines de type PIP. Pour ces 2 groupes de genes, nous
avons utilisé les informations présentes dans la littérature pour sélectionner les isoformes qui
paraissaient présenter le plus d’intérét. La plupart de ces génes appartiennent a des familles
multigéniques et d’autres isoformes auraient pu certainement étre sélectionnées. Pour les aquaporines,
des représentants des TIPs auraient pu étre analysés en raison de leur intérét dans ce genre d’étude.
Comme I’analyse transcriptomique ne représentait qu’une partie du travail, nous avons préféré nous
baser sur les sources déja publiées pour la vigne, et qui permettaient une éventuelle comparaison de
nos résultats. Nous nous sommes également limités aux aspects transcriptomiques, tout en sachant que
la plupart de ces genes sont soumis a des processus de régulation post-transcriptionnelle majeurs. Les
corrélations obtenues n’ont pas valeur de preuve de cause a effet, mais elles nous permettent de
proposer des hypothéses sur les mécanismes impliqués et de limiter le nombre de génes d’intérét a
étudier ultérieurement pour analyser plus finement les processus sur quelques génotypes ou dans des

approches couplées a de la génétique.
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I11- Perspectives

La poursuite de ce travail devra s’attacher a vérifier les hypothéses émises sur les mécanismes
de régulation de la transpiration par le porte-greffe. Des combinaisons greffon*porte-greffe

particuliéres pourraient étre sélectionnées en fonction de nos résultats.

L’utilisation de mutants naturels ou de plantes transgéniques est un trés bon outil pour analyser
finement les mécanismes physiologiques. Chez la vigne, la génération de mutants par transgénese est
possible, mais nécessite un travail fastidieux. Une telle approche apporterait des informations cruciales
mais il faudrait bien choisir les genes a étudier, ce qui ne semble pas évident en raison de la
redondance de l'activité physiologique des membres de chacune des familles multigéniques
notamment pour les aquaporines. On pourrait valoriser les mutants existants tels que celui décrit par

Perrone et al. (2012) en les étudiant dans le cadre de combinaisons greffon * porte-greffe.

Pour préciser le role de ’ABA dans la signalisation du statut hydrique entre parties racinaires et
foliaires, des expérimentations avec application externe d'ABA au niveau du systéme racinaire ou par
perfusion sous le point de greffe pourraient étre mises en ceuvre. Elle permettrait d’analyser le role de
la production racinaire d’ABA sur les propriétés hydrauliques locales. De telles expérimentations
permettraient également de tester I’importance du point de greffe sur la signalisation hormonale pour
différents greffons. Le génotype Grenache comme porte-greffe présente des capacités importantes
d'accumulation en ABA dans le xyléme. Il pourrait étre utilisé comme porte-greffe pour également

contribuer a cette étude de maniére plus physiologique,

Pour mieux analyser les hypothéses hydrauliques, I'application de pression ou de dépression au niveau
du systeme racinaire entier, ou en appliquant des pressions ou torsions externes au niveau de la tige,
permettrait de mieux appréhender les mécanismes. Ces études pourraient étre menées conjointement
sur quelques génotypes présentés au cours du manuscrit, afin de vérifier comment les deux types de
signaux appliqués au niveau du systéme racinaire sont capables d’influencer le phénotype
transpiratoire propre des greffons. Dans ce cas, toutes les combinaisons possibles entre les génotypes

étudiés devraient étre analysées.
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Il existe trés peu de données sur les propriétés hydrauliques des différents génotypes de vigne et sur
celles d’une plante greffée. Un travail sur les caractéristiques du systéme racinaire, au niveau
morphologique et anatomique en lien avec la capacité a extraire 1’eau et a la conduire vers les parties
aeriennes devrait étre conduit sur différents génotypes. Il est également trés important de mieux
connaitre ce qui se passe au niveau du point de greffe. 1l faut développer les mesures permettant de
mieux évaluer ces propriétés hydrauliques comme la conductance et la capacitance hydraulique. La
sensibilité des différents porte-greffes a I’embolie au niveau racinaire et leur capacité de récupération
doit étre évaluée. Ces informations seraient sans doute capitales pour mieux comprendre ce qui se
passe réellement au vignoble en situation de contrainte hydrique. Ces caractéres pourraient
éventuellement étre étudiés par des approches de génétique dans un objectif de sélection de nouveaux
porte-greffes.

Au niveau transcriptomique, une analyse plus précise sur quelques génotypes au niveau foliaire dans
des compartiments tissulaires particuliers tels que les cellules périvasculaires ou stomatique, mais
aussi au niveau racinaire dans les différents tissus, comme décrit par Gambetta et al. (2013)
permettrait sans doute de préciser les acteurs majeurs dans les processus de signalisation au niveau de
ces tissus. Par exemple, un suivi au niveau transcriptomique ou protéique pour certaines aguaporines
pourrait permettre de préciser pour différents génotypes le rdle précis de ces protéines membranaires

dans les propriétés hydrauliques des racines et leur sensibilité a I’embolie.

Cependant connaissant les différences entre le niveau d'expression des aquaporines et ’activité de ces
protéines, il parait nécessaire de mieux étudier leur présence effective, leur niveau de régulation et leur
activité fonctionnelle. En effet nos travaux montrent que les génotypes différent par les niveaux

d'expression des génes, mais la quantité et 1’activité effectives des aquaporines n'a pas été vérifiée

Finalement certains composants moléculaires ont présenté un intérét particulier dans notre étude. Il
s’agit de de la protéine VviSnRK2.6, dont le role au niveau racinaire serait également a définir plus
précisément. Une étude de la composante osmotique de la réponse a la contrainte hydrique sur les
parties racinaires et foliaire sur les génotypes étudiés pourrait permettre de mettre de tester nos
hypothéses sur le réle de cette protéine. Par ailleurs il serait important de préciser le réle de VViPIP2.4.
dans les différents compartiments de la plante. Au niveau foliaire, son lien avec le caractére iso-
anisohydrique doit étre vérifié. Au niveau racinaire semble &tre un marqueur des interactions greffon-
porte-greffe (ou signalisation feuilles-racines). Une analyse plus détaillée de 1’activité de cette protéine
et de sa réponse a des stimuli environnementaux permettrait sans doute de compléter notre

compréhension du fonctionnement d’une vigne greffée.
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