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INTRODUCTION




A. Contexte

1. Situation climatique actuelle

Dans le monde actuel, I'une des préoccupations majeures est l'intensification du changement
climatique. Des prévisions scientifiques datant de 1967 avaient déja prédit une hausse de la
température moyenne de 2,3°C en conséquence directe du doublement de la concentration

de CO; prévue pour le début du XXleme siecle (Manabe & Wetherald, 1967).

En 1979, face a l'urgence de la situation, la premiere conférence mondiale sur le climat a
Geneve a mené a la création d’'un programme de recherche en climatologie a I'échelle
mondiale (Article Euronews, 2015). Quelques années plus tard, en 1988, le Groupe
Intergouvernemental sur I’Evolution du Climat (GIEC) fut créé, chargé du suivi et de I'étude
des mécanismes du réchauffement climatique et propose des scénarios de prédiction des

modifications climatiques dans ses rapports (Fig. 1).

Ces efforts ont permis d'identifier des tendances alarmantes. Par exemple, chaque décennie
depuis les années 1980 a été plus chaude que toutes les décennies précédentes depuis 1850,
et la période 2011-2020 a été marquée par une température moyenne de la surface de la terre

plus élevée de 1,1 °C que celle de la fin du XIXe siécle (niveaux pré-industriels).

Basé sur |'analyse statistique du Centre National pour I'Information Environnementale (NCEI),
il y a une probabilité de plus de 99% que 2023 sera I'année la plus chaude jamais enregistrée
(NCEI. NOAA, 2023). De plus, I’Administration Nationale Océanique et Atmosphérique (NOAA)
a confirmé que septembre 2023 a été le mois de septembre le plus chaud en 174 ans de relevés

mondiaux (NCEl. NOAA, 2023).

En plus de ces augmentations de température, la NOAA a noté des différences significatives
dans la maniéere dont le réchauffement affecte différentes régions du monde. En septembre,
I'Afrique, I'Europe, I'Amérique du Nord et du Sud ont enregistré leurs températures les plus
élevées pour ce mois, tandis que I'Asie et I'Océanie ont connu leur deuxiéme et troisieme mois
de septembre les plus chauds respectivement. Quant aux régions polaires, I'Antarctique a vécu
son mois de septembre le plus chaud et I’Arctique le deuxiéme plus chaud. Cela a pour

conséquence d'augmenter la probabilité d'événements météorologiques extrémes, tels que



des vagues de chaleur et des sécheresses, qui peuvent se produire simultanément, exacerbant

leurs effets.

L'agriculture et la sylviculture sont des domaines particulierement vulnérables au
réchauffement climatique, car leurs rendements peuvent étre affectés par les variations de
température et de précipitations, ainsi que par I'augmentation de la fréquence et de I'intensité
des événements météorologiques extrémes. En conséquences, leurs effets impacteront a la
fois la sécurité alimentaire et la biodiversité entrainant a la fois une instabilité géopolitique et
une intensification de I'effondrement déja observé concernant la biodiversité. Devant
I'urgence de cette situation, la communauté internationale s'est mobilisée. Lors de la 21°me
Conference Of the Parties (COP21) a la Convention-Cadre des Nations Unies sur les
Changements Climatiques (CCNUCC), et la 11°™¢ Conference Of the parties au protocole de
Kyoto ou Meeting of the Parties to the Protocol (CMP-11) en 2015, un accord historique a été
conclu pour limiter I'augmentation de la température moyenne mondiale entre 1,5°C et 2°C

par rapport aux niveaux pré-industriels.

Cependant, malgré ces efforts, le réchauffement climatique continue a un rythme accéléré. I
est donc impératif de développer des solutions durables pour atténuer les effets de ce

changement climatique.
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Figure 1. Projections de la variation saisonniére de la température de surface moyenne (en °C) et des
précipitations moyennes (en %) pour la période 2081-2100, comparées d la période de référence 1995-
2014.

Ces projections sont basées sur deux scénarios du GIEC : le scénario d'émissions faibles SSP1-2.6 et le scénario

d'émissions élevées SSP3-7.0 (Source : GIEC, IPCC, 2021).

2. Recherche de biostimulants pour lutter contre les effets de la sécheresse

Parmi les solutions envisageables concernant la protection des espéces végétales des effets
de I'augmentation des sécheresses, |'utilisation de biostimulants qui sont des substances ou
des micro-organismes capables d'améliorer la vigueur, la productivité et la résistance des

plantes face au stress, représente une voie prometteuse (du Jardin, 2015).

C'est dans ce contexte que le projet ProBioSec (Production de Biostimulant pour la tolérance
a la Sécheresse) a été initié au laboratoire, un projet soutenu financiéerement par la région
Centre Val-de-Loire. ProBioSec se concentre sur le peuplier, une décision motivée par divers
facteurs clés qui seront discutés plus en détail ultérieurement. Ce projet a pour but d'identifier

de nouvelles molécules obtenues a partir d'extraits végétaux qui pourraient potentiellement



étre utilisées dans la production de biostimulants pour aider les plantes a résister a la
sécheresse et, par conséquent, atténuer les impacts de ce stress sur l'agriculture. Cette
recherche pourrait ouvrir de nouvelles voies pour renforcer la résilience de nos systemes

agricoles face a un climat de plus en plus imprévisible et aride.

3. Peuplier : plante ligneuse modéle

Le peuplier appartient a la famille des Salicacées, composée de deux genres : le genre Salix
représenté par plus de 350 especes de saules et d’osiers, et le genre Populus qui comprend
plus de 35 espéces d'arbres caduques. Le genre Populus se divise généralement en six sections
: Abaso, Aigeiros, Leucoides, Tacamahaca, Populus et Turanga (Dickmann & Kuzovkina, 2008).
Ces arbres sont originaires des régions tempérées de I'hémisphére nord, ou ils jouent un role

important dans les écosystémes forestiers et les habitats riverains (Liu et al., 2022).

Les peupliers sont de grands arbres atteignant souvent des hauteurs de 20 a 30 metres, voire
plus dans certains cas (Hartmann et al., 1990). lls sont dioiques, ce qui signifie que les fleurs
males et femelles sont portées par des arbres séparés (Cronk, 2005). lls présentent une grande
variabilité génétique, leur permettant de s'adapter a une vaste gamme de conditions
climatiques et de types de sols (Bradshaw et al., 2000). Cette variabilité génétique se
manifeste aussi par des différences morphologiques visibles, telles que la forme et la taille des
feuilles, la couleur de I'écorce et la vitesse de croissance entre autres (Frewen et al., 2000).
Cette diversité est donc un atout majeur pour les foréts de plantation monoclonale
(populiculture) apportant de multiples bénéfices économiques, tout comme pour les foréts

naturelles de ripisylves, importantes d’un point de vue écologique.

a. Le role du peuplier dans les pratiques environnementales et

économiqgues

Les peupliers, réputés pour leur croissance rapide, sont de précieux acteurs dans diverses
applications environnementales. En effet, ils fournissent une source durable de bois (Tab. 1)
pour de nombreux usages et sont de plus en plus utilisés pour la production de biocarburants

et de produits chimiques biosourcés (Nikolic et al., 2017).



Ces caractéristiques, combinées a la multifonctionnalité des peupliers et a leur potentiel pour
la restauration et la valorisation des terres, les rendent essentiels pour une multitude de
pratiques écologiques (Boothroyd-Roberts et al, 2013). A titre d'illustration de leur
importance écologique et historique, Pando, une colonie de peupliers, en est un exemple
frappant, étant considérée comme l'organisme vivant le plus lourd et le plus ancien de la

planéte (Mitton & Grant, 1996 ; Rogers & McAvoy, 2018).

Les peupliers se distinguent notamment par leur capacité a séquestrer le carbone plus
rapidement et efficacement que de nombreuses autres espéces d'arbres (McKenney et al.,
2004 ; Fang et al., 2007). En outre, lorsque leur bois est utilisé dans la construction ou d'autres
applications a long terme, le carbone reste séquestré pendant toute la durée de vie du produit

(Tab. 1).

Par ailleurs, les peupliers s'adaptent rapidement aux sols perturbés et contribuent
efficacement a leur restauration. Leur systéme racinaire étendu favorise la structuration du
sol en créant des voies pour l'air et I'eau, facilitant ainsi l'infiltration de I'eau et réduisant le
ruissellement. En stabilisant le sol, ils aident a prévenir I'érosion, surtout dans les zones
perturbées (Puletti et al., 2019), et jouent un réle dans la prévention des inondations,

particulierement dans les zones ou le sol est saturé d'eau (Tab. 1).

Dans le domaine de la dépollution, les peupliers sont souvent employés pour décontaminer
les sols pollués par des métaux lourds et pour traiter les eaux usées ou de ruissellement
agricole (Mertens et al., 2007). Les foréts de peupliers peuvent offrir un habitat a une grande
diversité d'espéces animales. Plantés en rangées, ils peuvent servir de brise-vent pour
protéger les cultures, les paturages ou les habitations, tout en améliorant le microclimat (Tab.

1).



Tableau 1. Fonctions écologiques et utilisations des différentes parties du peuplier.

Parties du peuplier Exploitations Roles écologiques
Tronc - Production de bois d'ceuvre, - Séquestration du carbone
papier, et bioénergie
. - Prévention de |'érosion du sol et
] - Artisanat et sculpture I
Racines . . sa stabilisation
- Fabrication de teintures s
- Phytoremédiation
- Médecine traditionnelle - Régulation du cycle de I'eau par
Feuilles - Alimentation pour la faune transpiration
- Artisanat et teintures - Production d'oxygéne
- . - Sources de nourriture pourla
Bourgeons - Cosmétique et pharmacologie P
faune
b. Apercu mondial de la culture du peuplier

De par son importance économique et écologique, le peuplier est largement cultivé en

populiculture, formant une part notable de la sylviculture mondiale.

D'aprés les évaluations réguliéres des ressources forestiéres mondiales par I'Organisation des
Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture (FAO), les foréts représentent environ 31%
de la superficie terrestre mondiale, soit prés de 4,06 milliards d'hectares (ha). Les peupliers
couvrent environ 75 millions ha du territoire forestier mondial, répartis en 70 millions ha en

peuplements naturels et 5 millions ha en peupleraies (FAO, 2020).

Il est intéressant de noter que plus de la moitié (54%) de la couverture forestiere mondiale est
concentrée dans cing pays : la Fédération de Russie, le Brésil, le Canada, les Etats-Unis
d'Amérique et la Chine (FAO, 2020). La Chine et I'Inde sont les deux pays les plus engagés dans
la culture du peuplier, avec respectivement 4,8 et 1 million ha de peupliers plantés. En Chine,
la superficie en peupliers plantés est utilisée a la fois pour la production de bois (2 millions ha)
et pour la protection de l'environnement (2,8 millions ha) (FAO, 2018). En Europe, la
populiculture est également une pratique significative, et les plus grandes surfaces plantées
de peupliers comprennent la France (235 000 ha), la Hongrie (160 000 ha), la Roumanie (160
000 ha), la Turquie (130 000 ha) et I'ltalie (120 000 ha) (FAO, 2018).

La populiculture est une pratique traditionnelle en France, remontant au milieu du XVIlleme
siecle et ayant connu un essor aprés 1942, a la suite de I'arrét des importations de certaines

essences d'arbres. Aujourd'hui, la France est le troisieme producteur mondial de peupliers
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notamment la région Centre-Val de Loire qui compte 2 636 propriétaires forestiers détenant
plus de 4 ha dédiés a la culture du peuplier. Parmi les zones de plantation, les peupleraies
cultivées s'étendent sur environ 208 000 hectares (Fig. 2). Chague année, elles croissent de
2,0 millions de metres cubes et ont produit 1,5 million de metres cubes de bois en 2018. En
outre, la production de biomasse est parfois réalisée a partir de peupliers cultivés sous forme

de taillis a courte ou trés courte rotation (FAO, 2018 ; IGN, 2020).

H

Surface (hectares)

moins de 2 000

entre 2 000 et 5 000
% entre 5 000 et 10 000
@ entre 10 000 et 30 000

Volume (millions de m?®)

moins de 0.5
entre 0.5 et 1

B envetets

Figure 2. Surface et volume sur pied de peupliers cultivés en France (IGN 2016-2020).

c. Intéréts scientifiques du peuplier en tant qu’espece modele

La prépondérance économique des peupliers a entrainé la mobilisation de ressources de
recherche considérables. A I'instar d'Arabidopsis thaliana, modéle pour les plantes herbacées,

le peuplier est devenu un arbre de référence pour I'étude des ligneux.

Il convient de souligner que les peupliers offrent des atouts non négligeables pour les
chercheurs en biologie. Ces arbres, répandus dans |'ensemble de I'hémisphere Nord,
regroupent des especes capables de résister a une vaste gamme de conditions
environnementales (Wullschleger et al., 2002), que ce soit la sécheresse, a laquelle résiste le

peuplier P. euphratica du sud, ou les températures basses, supportées par les peupliers
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baumiers d'Alaska. De plus, diverses espéces de peupliers présentent des degrés variables de

résistance contre divers parasites, ce qui peut affecter leur utilisation.

Ainsi, les peupliers se distinguent comme un modele d'investigation particulierement
intéressant, en raison de leur cycle de vie plus court comparé a la majorité des autres arbres
ligneux, rendant la recherche génétique plus accessible (Bradshaw et al., 2000). Le peuplier se
distingue également par sa simplicité génomique relative, avec 38 chromosomes et environ
152 millions de paires de bases, ce qui a permis un séquencage complet réalisé a partir du
clone "Nisqually-1" de Populus trichocarpa (Tuskan et al., 2006), ouvrant de nouvelles
perspectives pour comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans son

fonctionnement et son développement.

Enfin, la capacité de cette espéce a se propager rapidement par multiplication végétative,
couplée a une maturité sexuelle relativement précoce (5 a 10 ans), facilite les études
génétiques et de croisements. De plus, les techniques de transformation génétique du
peuplier sont bien établies, permettant une exploration plus approfondie du réle de différents
génes (Bradshaw et al., 2000 ; Taylor, 2002 ; Jansson & Douglas, 2007). En effet, il est
facilement transformable par Agrobacterium, une propriété qui offre de nombreuses
opportunités pour étudier les mutants et leurs conséquences phénotypiques (Busov et al.,
2005). De plus, aprés sa transformation, le peuplier présente des capacités de régénération in
vitro, ce qui facilite I'observation des modifications phénotypiques (Morabito et al., 2011). Par

ailleurs, le peuplier peut étre cultivé selon d’autres modalités, en aéroponie et en hydroponie.

B. Sécheresse et conséquences sur les plantes

1. Exploration des concepts : sécheresse, déficit hydrique, stress osmotique

La sécheresse est I'un des principaux facteurs qui affectent la survie d'une plante. Elle survient
lorsque |'approvisionnement en eau des racines est limité ou la perte d'eau par transpiration
est tres élevée. Elle peut se manifester de trois manieres (Fig. 3) (Wilhite & Glantz, 1985 ;

Tallaksen & Lanen, 2004 ; Mishra & Singh, 2010) :



La sécheresse météorologique ou atmosphérique, due a une diminution des précipitations

pendant une période prolongée.

La sécheresse agricole ou édaphique, survenant lorsque le manque de pluie affecte
directement les sols et la végétation. Son impact varie en fonction de la nature du sol, de son

degré d'humidité, des pratiques agricoles et du type de plantes concernées.

La sécheresse hydrologique, un phénomene qui résulte de la diminution des réserves d'eau
des nappes phréatiques, des cours d'eau et des lacs en dessous des valeurs moyennes
attendues. Cette situation peut étre provoquée par une sécheresse météorologique survenue
durant une longue période, particulierement intense en automne et en hiver, ou par une
surexploitation des ressources en eau. Parfois, une distinction est établie entre la sécheresse
des eaux souterraines, qui correspond a des niveaux d'eau souterraine inférieurs a la normale,
et la sécheresse des cours d'eau, qui se manifeste par un débit fluvial plus faible que la normale

(Peters, 2003).

Anomalies des Anomalies des
précipitations températures

—  Sécheresse météorologique Déficit de précipitations

I Impacts socio-économiques

Figure 3. Schéma représentant les différentes catégories de sécheresse et leur évolution.

(Van Loon, 2015).

En réponse a la sécheresse, les plantes peuvent subir un état de stress hydrique, une réaction

physiologique a un déficit d'eau dans le sol (Chaves et al., 2002). Les signes de stress hydrique
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chez les plantes peuvent inclure le flétrissement, le jaunissement et d'autres modifications de

I'apparence et de la croissance de la plante (détaillée ci-dessous).

En outre, sous certaines conditions défavorables, comme un sol salé, les plantes peuvent aussi
subir un stress osmotique au niveau cellulaire ou la concentration de solutés (tels que les sels,
les sucres ou les protéines) dans une cellule est plus élevée a l'intérieur qu'a I'extérieur, ou
vice versa. Cela crée une pression osmotique qui implique un déplacement de I'eau du
compartiment le moins concentré vers le compartiment le plus concentré en solutés. Le stress
osmotique peut étre causé par un certain nombre de facteurs, y compris la salinité du sol et
le gel, mais il peut également étre un effet secondaire d'un déficit hydrique. Lorsque I'eau est
limitée, la concentration de solutés a l'intérieur des cellules de la plante peut augmenter, ce

qui peut a son tour causer un stress osmotique (Munns, 2002).

2. Impact du déficit hydrique sur les plantes

Dans un contexte de changement climatique, le déficit hydrique (Cf. Section B.1) devient une
contrainte environnementale majeure qui affecte la productivité végétale a travers le monde
(Allen et al., 2010 ; Trenberth et al., 2014). Il est crucial d'étudier comment ce déficit influence

le fonctionnement des plantes pour comprendre les mécanismes sous-jacents de ces effets.

a. Mécanisme de transport de I'eau dans les plantes

Le mouvement de I'eau au sein de la plante est régulé par un gradient de potentiel hydrique,
une mesure de I'énergie libre nécessaire pour accomplir le travail. Il s'effectue depuis le sol,
ou l'eau est absorbée, jusqu'a I'atmosphére. Ce transport est principalement assuré par le
xyleme (Zwieniecki et al., 2001). L'eau s'éléve au sein de la plante, principalement grace a la
tension créée par I'évapotranspiration et la cohésion entre les molécules d'eau. Ce processus

est illustré en détail dans la Fig. 4.
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Figure 4. La variation du potentiel de I'eau entre le sol et I’air permet a I'eau de circuler dans la plante.

La montée de la séve brute est rendue possible par plusieurs processus physiologiques : la transpiration
(I'évaporation de I'eau a travers les stomates des feuilles), la cohésion et I'adhésion des molécules d'eau et les
différences de pression entre les racines et les feuilles. La force qui fait monter la séve brute du sol (1) vers les
feuilles (3) en passant par le xyleme (2) est créée par un gradient de potentiel hydrique . Les feuilles dont I'eau
des nervures est typiquement portée a un potentiel hydrique de I'ordre de — 1 MPa, sont soumises a des fortes

tensions hydrauliques, les rendant les plus vulnérables de la plante. Modifiée d’apres (Rochard, 2023).

b. Conséquences du déficit hydrique sur les plantes

Durant les périodes de déficit hydrique, couramment observées pendant les sécheresses, la
circulation de I'eau et des nutriments au sein de la plante est compromise, restreignant |'acces
aux ressources essentielles pour sa croissance (Chaves et al., 2003). L'insuffisance d'eau
engendre une série de réactions physiologiques et biochimiques défavorables qui entravent

la croissance et la productivité de la plante (Farooq et al., 2009).

En effet, plusieurs impacts majeurs découlent de ce déficit hydrique :
Premiérement, la croissance des plantes est réduite car |'expansion cellulaire est entravée

lorsque I'apport en eau est insuffisant (Chaves et al., 2002). Deuxiémement, la photosynthése
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est limitée car les stomates se ferment en situation de déficit hydrique pour limiter la perte
d'eau par transpiration (Buckley, 2005), réduisant ainsi I'absorption du CO; et entrainant une
baisse de la production de biomasse (Flexas & Medrano, 2002). Troisiemement, un stress
hydrique sévere et prolongé peut conduire a la dégradation des tissus par la sénescence des
feuilles, affectant sa capacité a absorber |'eau et les nutriments du sol (Skirycz & Inzé, 2010).
Enfin, le déficit hydrique peut provoquer un stress oxydatif par I'augmentation de la
production d'espéces réactives de I'oxygene (ROS) dans les cellules des plantes. Ces molécules
et radicaux libres trés réactifs, s'ils ne sont pas équilibrés par les mécanismes antioxydants de
la plante, pouvant causer d'importants dommages aux lipides, protéines et ADN des cellules

végétales, altérant ainsi le fonctionnement normal de la plante (Choudhury et al., 2017).

C. Stratégies mises en ceuvre par les plantes en réponse au déficit hydrique

1. Notions d’adaptation, d’acclimatation et de réaction

L'adaptation fait référence a un ensemble de changements héréditaires au sein d'un
organisme, qui améliorent la probabilité de survie dans un environnement spécifique. Ces
changements, souvent le résultat de mutations aléatoires ou de recombinaisons, peuvent étre

observés de maniere significative chez les plantes soumises a des contraintes hydriques.

En réponse a la sécheresse, ces plantes présentent des adaptations qui augmentent leurs

chances de survie. Ces adaptations peuvent étre classées en plusieurs catégories :

» Les adaptations morphologiques, qui se manifestent par exemple par un ratio élevé
entre la biomasse racinaire et aérienne, une croissance aérienne lente, ou une taille
réduite (Poorter et al., 2012).

» Les adaptations anatomiques, qui favorisent I'économie de I'eau, comme la présence
de petites feuilles a cuticule épaisse ou une inclinaison des feuilles pour minimiser
I'interception du rayonnement (Niinemets, 2001).

» Les adaptations physiologiques, comme un tres faible potentiel osmotique a pleine
turgescence, qui permet a la plante de retenir davantage d'eau dans ses tissus (Chaves

etal.,, 2003 ; Flexas et al., 2006).
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» Les adaptations cellulaires et moléculaires, qui peuvent impliquer la modification de
I'expression ou de la régulation de certains genes (Zhu, 2002 ; Chaves et al., 2003 ;

Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 2007 ; Golldack et al., 2011).

Par ailleurs, l'acclimatation est un concept lié, mais distinct, faisant référence a des
changements phénotypiques induits par des variations des facteurs environnementaux
(Ghalambor et al., 2007 ; Nicotra et al., 2010). Par exemple, une résistance accrue a la
contrainte hydrique chez les plants régulierement exposés a des sécheresses modérées est
une forme d'acclimatation, qui peut se manifester par un ajustement osmotique, une

diminution de la surface foliaire, ou une sensibilité accrue des stomates.

Enfin, la réaction a une contrainte correspond a la réponse immédiate ou a court terme de la
plante face a une contrainte. Cette réponse peut étre déclenchée par la libération ou la
synthése de composés chimiques telles que les ROS (Apel & Hirt, 2004) ou la synthése de
protéines de choc thermique (Mittler et al., 2012), ou par un signal physique. Par exemple, la
fermeture stomatique en réponse a une augmentation de la concentration en Acide
ABscissique (ABA) dans la feuille est une réaction permettant une régulation efficace des flux

d'eau (Buckley, 2005).

2. Stratégies de résistance : échappement, évitement et tolérance

Les plantes adoptent diverses stratégies pour gérer le stress hydrique, qui peuvent étre
regroupées en trois catégories principales : I'échappement, |'évitement et la tolérance (Fig. 5)

(Levitt, 1980 ; Kooyers, 2015 ; Khan et al., 2016).

L'échappement est une stratégie souvent utilisée par les especes des milieux désertiques ou
celles qui vivent dans des régions a saison des pluies courte. Ces plantes réalisent leur cycle
de vie - germination, croissance, développement, floraison et production de graines - de
maniére accélérée dés que les conditions sont favorables. Elles évitent ensuite la période
séche sous une forme qui tolére une forte déshydratation, comme les graines ou d'autres

structures de survie.

L'évitement est une stratégie ou les plantes investissent beaucoup d'énergie pour minimiser

les pertes en eau. Elles le font notamment par la fermeture stomatique, la perte des feuilles,
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la réduction de la taille des feuilles, ou encore un enracinement profond pour maximiser le
prélevement d'eau. Cependant, cette stratégie a un co(t : la croissance est rapidement

stoppée.

La tolérance est une autre stratégie ol les plantes survivent dans des conditions de faible
disponibilité en eau dans le sol. Ces plantes sont capables de maintenir la transpiration jusqu'a
des niveaux de potentiels hydriques trés bas, grace a leur capacité d'ajustement osmotique

qui rend I'eau difficilement extractible de leurs tissus.

Chacune de ces stratégies présente des avantages et des inconvénients (Fig. 5), et plusieurs
facteurs influent sur la capacité de résistance des plantes a la sécheresse. La génétique joue
un role clé, certaines plantes ayant naturellement développé des mécanismes de résistance

au manque d'eau, comme des modifications structurelles ou métaboliques (Passioura, 2007).

L'age et le stade de développement affectent également la réponse des plantes au stress
hydrique, les jeunes plantes étant généralement plus vulnérables, en particulier pendant la

germination et la floraison (Passioura, 2007; Farooq et al., 2009).

Les conditions environnementales, telles que la température, la luminosité (Buckley, 2005), la
qualité du sol et la disponibilité des nutriments (Brda et al., 2006) ont un impact sur la

résistance des plantes a la sécheresse.

Enfin, d'autres facteurs de stress comme les parasites, les maladies, la salinité du sol ou
d'autres formes de stress abiotique peuvent également affecter la capacité d'adaptation des

plantes au déficit hydrique (Atkinson & Urwin, 2012 ; Pandey et al., 2015).
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Figure 5. Schéma représentant les différentes stratégies de résistance des plantes a la sécheresse.

(Levitt, 1980 ; Kooyers, 2015 ; Khan et al., 2016).

3. Réponses moléculaires au déficit hydrique

Les plantes ont élaboré une multitude de mécanismes moléculaires afin d'identifier et de faire
face au stress hydrique, notamment par la mise en place de voies de signalisation spécifiques.
Grace a des précurseurs inorganiques simples, elles peuvent générer une vaste gamme de
composés organiques de faible masse molaire pour résister a différents types de stress :
biotique, abiotique et nutritionnel. D'un point de vue fonctionnel, ces composés organiques
de faible masse molaire se répartissent en métabolites primaires, métabolites spécialisés et

hormones végétales (Taiz et al., 2015).

a. Réle de I’ABA dans le développement des plantes et leur réponse a la

sécheresse

L’ABA, une hormone végétale essentielle, appartient a la catégorie des sesquiterpénoides.
Composée de quinze atomes de carbone, elle est majoritairement synthétisée a partir de
caroténoides. Ce processus de synthése se déroule au sein des chloroplastes (Nambara &

Marion-Poll, 2005).
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L'une des fonctions primordiales de I’ABA est d’abord la régulation de la dormance des graines.
L'ABA inhibe activement la germination des graines, assurant ainsi que ces dernieres restent
en état de dormance jusqu'a ce que les conditions environnementales soient propices a leur
germination (Finkelstein et al., 2008 ; Finkelstein, 2013). L'ABA est également impliqué dans
I'initiation et le développement des tissus de I'écorce notamment dans la régulation de la

différenciation des cellules de I'écorce (Lakehal & Bellini, 2019).

Par ailleurs, I'ABA est communément qualifié de "hormone de stress" en raison de son role
prépondérant dans la régulation de la réponse des plantes a divers stress environnementaux
tels que : la sécheresse, la salinité et le froid (Verslues et al., 2006 ; Cutler et al., 2010 ; Kim et
al., 2010 ; Miyakawa et al., 2013). L'augmentation de la teneur en ABA au sein de la plante,
gue ce soit par le biais du clivage de formes conjuguées d'ABA (Lee et al., 2006), ou par
biosynthese de novo (Nambara & Marion-Poll, 2005), est une réponse significative aux stress
abiotiques. Ce phénomeéne permet de réguler I'expression des genes de réponse au stress, ce
qui facilite I'adaptation de la plante a ces conditions environnementales défavorables

(Hetherington, 2001).

Concernant la croissance et le développement des tissus végétaux, la présence de I’ABA a des
effets particulierement marqués sur les racines. Par exemple, I'ABA a été montré capable de
moduler |'élongation des racines en réponse au stress hydrique (Sharp & LeNoble, 2002). De
plus, les taux d'ABA augmentent en réponse a la sécheresse, provoquant une accélération de
la croissance des racines. Ce mécanisme permet a la plante d'explorer davantage le sol pour
obtenir plus d'eau, ce qui est vital pour sa survie en condition de sécheresse (Spollen et al.,
2000 ; Sharp et al., 2004). Par ailleurs, une étude a montré que I'ABA peut inhiber I'initiation

desracines latérales (Guo et al., 2012) et influencer le gravitropisme des racines (Harris, 2015).

En outre, 'ABA a un réle clé dans la régulation de I'ouverture et de la fermeture des stomates.
En effet, durant les périodes de sécheresse, la synthése de I'ABA est induite, conduisant a la
fermeture des stomates pour minimiser la perte d'eau par transpiration. Enfin, I'ABA joue un
role important dans la dormance des bourgeons pour aider les plantes a résister aux
conditions hivernales. Chez le peuplier, I'ABA a été associé a la dormance des bourgeons lors

de I'entrée en dormance hivernale (Rinne et al., 1998).

17



b. Acteurs clés de la voie de signalisation de '’ABA

Des travaux de recherche, comme ceux menés par Raghavendra et al. (2010), ont mis en
évidence le role clé de I'ABA dans l'orchestration de voies de signalisation, qu'elles soient
dépendantes ou indépendantes de I'ABA (Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 1997 ;
Roychoudhury et al., 2013).

Les recherches sur la voie de signalisation de I'ABA ont permis d’identifier plusieurs
composants interagissant, dont les principaux sont les récepteurs nucléocytoplasmiques de
I’ABA appartenant a la famille PYR/PYL/RCAR (PYrabactin Resistant/PYrabactin resistant-
Like/Regulatory Component of ABA Receptor) au nombre de 14, les Protéines Phosphatases
de type 2C (PP2C) au nombre de 80 chez Arabidopsis et 3 protéines Sucrose nonfermenting
Kinase-1-Related protein Kinase 2 (SnRK2). Cette voie est illustrée en détails dans la Fig. 6
(Klingler et al., 2010 ; Guo et al., 2011 ; Hauser et al., 2011 ; Takezawa et al., 2011 ; Zhang et
al., 2015).

Quand les plantes sont confrontées a divers stress, la teneur en ABA endogéne augmente,
activant ainsi ce réseau de signalisation. L'ABA se lie aux récepteurs PYR/PYL/RCAR formant
un complexe qui interagit physiquement avec les PP2C. Dans des conditions normales, sans
stress, les PP2C inhibent [I'activité des protéines kinases SnRK2. Cependant, avec
I'augmentation du niveau d'ABA due au stress, le complexe PYR/PYL/RCAR-ABA parvient a
inhiber I'action des PP2C, ce qui permet d’activer les kinases SnRK2 et de traduire le signal en
aval vers d'autres cibles cellulaires. Ces kinases peuvent cibler les NADPH oxydases et les
canaux ioniques comme le SLow Anion Channel-associated 1 (SLAC1) et le canal K+ chez
Arabidopsis Thaliana 1 (KAT1). Ces cibles jouent un réle crucial dans la régulation de la

fermeture des stomates (Geiger et al., 2009 ; Sirichandra et al., 2009 ; Vahisalu et al., 2010).

De plus, les SNRK2 une fois libérées, peuvent étre activées par autophosphorylation. Elles ont
alors le potentiel de phosphoryler les canaux ioniques et les Facteurs de Transcription (FT) en
aval (Fujita et al., 2009 ; Ma et al., 2009 ; Umezawa et al., 2009) (Fig. 6). Un groupe notable de
ces FT sont les ABA-Responsive Element Binding protein/ABA Binding Factor (AREB/ABF)
(Nakashima et al., 2009), qui jouent un role central dans cette voie et sont essentiels pour la
réponse adaptative des plantes au stress, que ce soit dans les graines ou les tissus végétatifs

(Fujita et al., 2009 ; 2013).
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D’autres protéines comme GPCR2 (G-Protein Coupled Receptor 2), qui interagit avec la seule
sous-unité Ga d'Arabidopsis, a été impliquée dans cette voie de signalisation comme
récepteur ABA (Liu et al., 2007 ; Wang & Zhang, 2008 ; Pandey et al., 2009). Enfin, la sous-
unité Mg-chélatase H Chlorophyll A/B-Binding Protein of LHCII Type Ill/ Genomes UNcoupled
5 / ABA Receptor (CHLH/GUN5/ABAR) d'Arabidopsis ainsi que son homologue de Vicia faba
ont été identifiés comme des protéines de liaison a I'ABA, apportant une dimension
supplémentaire a ce réseau de signalisation (Shen et al., 2006 ; Wang & Zhang, 2008 ; Guo et
al., 2011).

ettt ettt ot ettt et et s ot at ot

A A A A A A A A

8¢

:m l
! -
ABF/ABRE et 0‘

canaux ioniques

1 Expression de génes
i ——

ABF/ABRE et ABF/ABRE et X X 70

q \A, \A, \r

l |

Réponse a 'ABA Réponse a I'ABA

c — gn Récepteurs d’ABA @ Acide abscissique 0 Phosphorylation

Figure 6. Résumé de la voie de perception et de signalisation ABA.

La signalisation de I'ABA implique des récepteurs nucléocytoplasmiques PYR/PYL/RCAR (PYL), la sous-unité Mg-
chélatase H dans les plastes (CHLH/GUN5/ABAR), et des protéines G de type GPCR dans la membrane plasmique.
La voie de signalisation centrale comprend PYL, PP2C et SnRK2 (rectangle en pointillé noir agrandi a gauche), qui
régulent I'expression génique et la fermeture stomatique. En absence d’ABA, les diméres PYL ne peuvent pas se
lier aux PP2C, ce qui permet a PP2Cd'inhiber les SnRK2s. Néanmoins, une sous-famille de PYL monoméres présente
une activité inhibitrice constitutive sur les PP2C. En présence d'ABA, les PYL inhibent les PP2C, ce qui active les
SnRK2s par autophosphorylation. Les SnRK2s activés ciblent ensuite les facteurs de liaison aux éléments sensibles
a I'ABA bZIP (comme ABF/ABRE) pour réguler l'expression génique, et les canaux cationiques SLOW ANION
CHANNEL-ASSOCIATED 1 (SLAC1) et POTASSIUM CHANNEL IN ARABIDOPSIS THALIANA 1 (KAT1) pour induire

la fermeture stomatique. Modifiée d’apres (Zhang et al., 2015).
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C. Au-dela de I'ABA : le role des cytokinines dans la tolérance des plantes a
la sécheresse
Les CytoKinines (CK) jouent un role important dans divers aspects du développement des
plantes, y compris dans la régulation de la croissance, le développement des bourgeons, la
division cellulaire, et la réponse au stress environnemental, comme la sécheresse (Ha et al.,
2012 ; Nguyen et al., 2016). Dans les années 1950, Miller et Skoog ont découvert la kinétine,
la premiére cytokinine identifiée comme une molécule d'origine végétale favorisant la division

cellulaire (Miller et al., 1956).

De nombreuses études ont démontré que les CK peuvent influencer la tolérance ou la
résistance au stress de maniere positive comme négative (Ghanem et al., 2008 ; Nishiyama et
al., 2011). 1l est notable que I'augmentation de la production endogene de CK renforce la
tolérance de nombreuses plantes a la sécheresse. Néanmoins, des niveaux réduits de CK
peuvent aussi favoriser la tolérance a la sécheresse (Werner et al., 2010 ; Qin et al., 2011 ;
Mackova et al., 2013 ; Li et al., 2021). Cependant il semble que les cytokinines ne puissent
atténuer le stress abiotique seules ; elles agiraient en coordination avec d'autres voies de
signalisation (Antoniadi et al., 2020 ; Liet al., 2021). |l a été démontré que les CK interagissent
avec I’ABA, les JAsmonates (JAs), I'EThylene (ET), I'Acide Salicylique (SA), illustrant ainsi
I'existence d'un réseau coordonné entre ces phytohormones, toutes impliquées dans la
tolérance des plantes au stress (Efroni et al., 2013 ; Thu et al., 2017 ; Artner & Benkova, 2019 ;

Antoniadi et al., 2020 ; Skalak et al., 2021).

Dans certaines expériences utilisant des techniques de transgénese, une surproduction de
I'isoPentényladénine (iP), une des nombreuses formes de CK, a été induite dans le riz et le
tabac, ce qui a entrainé une meilleure tolérance a la sécheresse (Kuppu et al., 2013). En
particulier, des recherches ont démontré que des plants de riz génétiquement modifiés, avec
une concentration accrue de CK, présentaient une meilleure tolérance a la sécheresse et une
productivité augmentée en conditions de stress hydrique (Peleg et al., 2011). De plus, lors
d'événements de stress hydrique, une augmentation de I'expression des génes associés au
métabolisme des CK a été détectée (Nishiyama et al.,, 2011). Les niveaux de zéatine, par
exemple, augmentent dans les racines d'Arabidopsis sous stress hydrique (Nishiyama et al.,

2011).
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D. Réle des biostimulants dans la tolérance des plantes a la sécheresse

1. Définitions

Différentes approches existent pour améliorer la tolérance des plantes a la sécheresse mais

celle de 'usage des biostimulants émerge comme un outil prometteur.

Diverses définitions ont été avancées pour caractériser ces substances, mettant en lumiere

leurs fonctions variées et leurs avantages potentiels pour les plantes :

Le terme "biostimulant" a été utilisé pour la premiére fois dans les années 1990 pour décrire
"des matériaux, autres que les nutriments et les pesticides, qui favorisent la croissance des

plantes lorsqu'ils sont appliqués en faibles quantités" (Kauffman et al., 2007).

L'intérét pour ces substances a conduit a des descriptions plus détaillées au fil du temps, en
soulignant I'aspect d'amélioration de la qualité des cultures et en les décrivant comme des
n . . . ' . . \
substances et/ou des micro-organismes dont la fonction, lorsqu'appliqués aux plantes ou a
I'environnement  rhizosphérique, est de stimuler les processus naturels pour
améliorer/avantager I'absorption des nutriments, I'efficacité des nutriments, la tolérance aux
stress abiotiques, la qualité des cultures, et la disponibilité des nutriments dans le sol ou la

rhizosphére." (du Jardin, 2015 ; Yakhin et al., 2017 ; Ricci et al., 2019).

Plus récemment, le réglement de I’'Union Européenne 2019/1009 définit les biostimulants de
plantes comme "un produit stimulant les processus nutritionnels des plantes indépendamment
de la teneur du produit en éléments nutritifs, ayant pour effet d’‘améliorer I’état nutritionnel
des plantes, leur tolérance aux stress abiotiques et/ou la qualité des récoltes" (Parlement

européen et du Conseil, 2019).

2. Principales catégories des biostimulants et leurs effets sur les plantes

Bien que |'Union européenne ait établi une définition, de nombreux pays, notamment les
Etats-Unis, sont toujours en quéte d'une définition réglementaire uniforme pour ces produits.
Cette hétérogénéité réglementaire rend difficile I'établissement d'une liste exhaustive et

d'une catégorisation précise des substances et micro-organismes concernés. Cependant,
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plusieurs classifications majeures ont été établies et sont couramment reconnues par la
communauté scientifique, les organismes régulateurs et les différents acteurs du secteur,

englobant a la fois des substances et des micro-organismes (Yakhin et al., 2017).

a. Organiques
1) Extraits d’algues

Depuis de nombreuses années, les algues ont été valorisées en agriculture comme fertilisants.
Néanmoins, ce n'est que récemment que l'on a pris conscience de leurs propriétés
biostimulantes, ce qui a poussé le secteur agricole a envisager une utilisation commerciale de
leurs extraits et composés, tels que les polysaccharides comme la laminarine, les alginates et
les carraghénanes (Khan et al., 2009 ; Craigie, 2011). Une grande partie de cette attention est
centrée sur les algues brunes, dont les genres principaux sont Ascophyllum, Fucus et
Laminaria. Ces algues sont riches en composants qui stimulent la croissance des plantes. Si les
algues contiennent des hormones connues, il est intéressant de noter que les effets
hormonaux observés pourraient en réalité résulter davantage de la maniere dont les extraits
d'algues influencent la régulation génique dans les plantes que de leur propre teneur en
hormones (Wally et al., 2013a ; 2013b). En outre, on attribue aux extraits d'algues des
propriétés protectrices face au stress, soutenues par la présence de composés comme des

antioxydants (Calvo et al., 2014).

2) Protéines hydrolysées et acides aminés

L'hydrolyse chimique et enzymatique de sous-produits agro-industriels conduit a la formation
de protéines hydrolysées, un ensemble riche en acides aminés et peptides. Ces sous-produits
proviennent autant de résidus végétaux que de déchets animaux, notamment le collagéne et
les tissus épithéliaux (Calvo et al., 2014 ; Halpern et al., 2015). Outre ces procédés naturels,

une synthése chimique permet d'obtenir des composés simples ou mixtes.

Au cceur de ces protéines, nous retrouvons des Acides Aminés (AA) spécifiques telle que la
proline (du Jardin, 2015). D'autres composés notables comprennent les bétaines, les
polyamines et les "acides aminés non protéiques”, dont les rbéles au sein des écosystemes
restent a définir précisément. Parmi eux, la glycine bétaine se distingue par ses propriétés

anti-stress avérées (Chen, 2011).

22



Les protéines hydrolysées et leurs dérivés exercent un effet marqué sur les plantes.
Directement, elles régulent I'absorption et |'assimilation de l'azote, (Calvo et al., 2014 ;
Halpern et al., 2015). Elles peuvent également fonctionner comme régulateurs de croissance
végétale en raison des peptides qu'ils contiennent (Colla et al., 2014). De nombreux peptides
bioactifs, identifiés dans différentes plantes, présentent des activités similaires a celles des

phytohormones (Kondo et al., 2006).

Dans la pratique, ces composés conferent une panoplie d'avantages physiologiques aux
plantes, incluant une amélioration de la croissance (Almadi et al., 2020), qui est due a la
capacité des protéines hydrolysées a faciliter la division cellulaire et a promouvoir un
développement plus robuste du systéme racinaire, |'amélioration de |'absorption des
éléments nutritifs (Ertani et al., 2013 ; Celletti et al., 2020), ainsi que la stimulation de la
floraison (Colla et al., 2015 ; Polo & Mata, 2017). De plus, ils renforcent la tolérance de la
plante face a diverses contraintes (Ertani et al., 2009 ; Bavaresco et al., 2020) tels que le stress

thermique, hydrique, salin, ...

3) Substances humiques

Les Substances Humiques (HS) représentent une partie essentielle de la matiére organique du
sol. Elles sont le produit de la décomposition des résidus végétaux, animaux et microbiens,
mais résultent aussi des interactions entre ces résidus, I'activité métabolique de la microflore
et les racines des plantes. Ces substances sont classées en plusieurs types : humines, acides
humiques et acides fulviques, en fonction de leur solubilité et de leur poids moléculaire

(Stevenson, 1994).

L'application des HS en agriculture a démontré des avantages notables pour la croissance des
plantes. Rose et al. (2014) ont constaté que les plantes traitées avec les HS enregistrent une
hausse du poids sec, avec une augmentation de 22% pour les pousses aériennes et de 21%
pour les racines. Cependant, la réponse des plantes a I'application des HS dépend de plusieurs
variables, dont la source des HS (Canellas et al., 2015). Ces substances peuvent étre extraites
de matieres organiques naturellement humifiées, de composts, de lombricomposts ou de
gisements minéraux tels que la léonardite (Trevisan et al., 2010). 1l existe également des
alternatives aux HS naturelles : les "substances de type humique", obtenues a partir de sous-

produits agricoles traités chimiquement (Eyheraguibel et al., 2008).
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Au niveau fonctionnel, les HS jouent un réle crucial dans la fertilité des sols, influencant leurs
caractéristiques physiques, chimiques et biologiques. Ils favorisent la nutrition des racines en
améliorant I'absorption des nutriments et en rendant le phosphore plus disponible. Jindo et
al. (2012) ont également mis en avant un mécanisme essentiel : la stimulation des ATPases de
la membrane plasmique, essentielles pour I'absorption des nutriments. En outre, les HS aident
a renforcer la résilience des plantes face au stress, en particulier par I'amélioration du
métabolisme des phénylpropanoides. Ce métabolisme est fondamental pour la production de
composés phénoliques, qui jouent un réle dans la réponse des plantes au stress (Schiavon et

al.,, 2010, Olivares et al., 2015).

b. Microbiens

Dans les divers écosystéemes, de la rhizosphére a I'atmospheére, les plantes cohabitent et
interagissent constamment avec une multitude de microorganismes, incluant les
champignons et les bactéries (Berendsen et al., 2012). Ces rencontres peuvent varier en
nature, allant de relations mutuellement bénéfiques, comme le mutualisme, a des relations

plus unilatérales comme le parasitisme (Lemanceau et al., 2017).

1) Champignons mycorhiziens

L'un des exemples les plus notables de mutualisme est la symbiose entre les plantes et les
champignons formant des mycorhizes. Ces interactions favorisent I'efficacité nutritionnelle,
en particulier dans I'absorption du phosphore et d'autres micronutriments. De plus, elles
jouent un réle crucial dans la régulation de I'équilibre hydrique des plantes et offrent une
protection contre divers stress biotiques et abiotiques. Ainsi, les mycorhizes sont de plus en
plus percues comme un outil essentiel pour une agriculture durable, permettant de réduire
les intrants chimiques tout en préservant la productivité (Van Der Heijden et al., 2006 ; Hamel,

2007 ; Gianinazzi et al., 2010).

2) Bactéries

Par ailleurs, les bactéries jouent également un réle multifonctionnel dans le monde végétal.
Qu'elles résident dans le sol, sur la surface des racines ou a l'intérieur des tissus végétaux, ces
bactéries peuvent influencer la croissance des plantes de maniere profonde. Elles participent

aux cycles biogéochimiques, fournissent des nutriments essentiels, renforcent la tolérance
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des plantes aux maladies et aux stress, et peuvent méme moduler leur morphogenese.
Certaines d'entre elles, comme les bactéries de la famille Bacillus ou Azospirillum, ont été
identifiées comme particulierement bénéfiques et sont utilisées comme biostimulants dans

les pratiques agricoles (Fiorentino et al., 2018 ; Nguyen et al., 2019 ; Rafique et al., 2021).

C. Inorganiques

Les sels inorganiques sont des composés ioniques formés d'anions et de cations (Deliopoulos
et al., 2010). Parmi eux, on trouve les phosphites, phosphonates, bicarbonates, silicates,
sulfates et nitrates (du Jardin, 2012). De nombreuses recherches ont démontré que le
phosphore influe directement sur le métabolisme des plantes, leurs mécanismes de défense
et le fonctionnement des stomates (Deliopoulos et al., 2010 ; du Jardin, 2012). Le silicium,
qguant a lui, présente plusieurs bénéfices pour les plantes. Il renforce la résistance aux
champignons, rectifie les déséquilibres nutritifs, atténue la toxicité des métaux et améliore la
tolérance aux contraintes abiotiques. De plus, certains de ces éléments sous forme de sels,
comme les chlorures ou les silicates, ont été utilisés en tant que fongicides (Deliopoulos et al.,

2010).

Ces différentes catégories de biostimulants, sont reconnues pour leur capacité a favoriser la
croissance et le développement des plantes, a accroitre |'absorption des nutriments, le
rendement et la rétention d'eau, tout en améliorant la qualité nutritionnelle des récoltes. lls
prennent une importance grandissante dans l'agriculture d'aujourd'hui, jouant un réle
essentiel pour affiner les aspects moléculaires, cellulaires et phénotypiques des plantes. Un
résumé des impacts significatifs de ces biostimulants sur les plantes et le sol est illustrée dans

la Fig. 7.
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Figure 7. Représentation synthétisée des effets des biostimulants sur les plantes au niveau moléculaire

et cellulaire, ainsi gu'au niveau du phénotype de la plante.

SOD désigne la SuperOxyde Dismutase, CAT est la CATalase, et APX fait référence a I'Ascorbate PeroXydase." Ces
trois enzymes sont des acteurs clés de la défense antioxydante des plantes. Modifiée d’apres (Baltazar et al.,

2021).

3. Interconnexions entre I'ABA, les CK et les biostimulants

Bien que les CK soient traditionnellement associées a la promotion de la croissance cellulaire,
leur capacité a retarder la sénescence des plantes suggére une augmentation de la tolérance
des plantes face a la sécheresse. En effet, il a été démontré que la sénescence des feuilles
pouvait étre retardée chez les plantes transgéniques exprimant |'lsoPenténylTransférase (IPT),
une enzyme qui catalyse I'étape limitante de la synthése de la CK de type iP (Rivero et al.,

2007).

Une étude a démontré que l'initiation du stress entraine une augmentation rapide (en moins
d'une heure) du contenu en ABA, mais une diminution des niveaux endogénes de CK,

accompagnée d'une expression réduite des génes des récepteurs de CK (Dobrd et al., 2015).
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Les CK peuvent également retarder la fermeture des stomates induite par I'ABA (PospisSilovad
& Batkova, 2004). 1l a été montré que la kinétine et la zéatine retardent la fermeture des
stomates induite par I'ABA sur les jeunes feuilles de mais (Blackman & Davies, 1984). Par
ailleurs, les chercheurs ont exploré comment la voie de signalisation ABA interagit avec les CK
dans le contexte de la transition florale. Ils ont découvert que I’ABA inhibe la transition florale
en régulant a la baisse la signalisation des CK, un processus dans lequel ABI5 (FT essentiel dans
la signalisation ABA) joue un role important (Wang et al., 2013). Ainsi, le maintien d'un
équilibre entre ces deux hormones est vital pour assurer un développement végétal
harmonieux (Tran et al., 2007). A titre illustratif, pendant la maturation des graines, I'ABA

induit la dormance alors que les CK stimulent la germination (Shu et al., 2016).

La régulation de I'équilibre hormonal des plantes peut étre modulée par les biostimulants.
Wani et al. (2016) montrent que les biostimulants favorisent la production d'ABA, ce qui aide
les plantes a tolérer le stress, notamment le stress hydrique, par la fermeture des stomates,
réduisant la perte d'eau par transpiration. Par ailleurs, selon Ertani et al. (2013), certains
biostimulants peuvent augmenter la biosynthése des CK chez le mais exposé a un stress salin,

provoquant une stimulation de la croissance des plantes et la mitigation du stress salin.

Les interactions entre I’ABA, les CK et les biostimulants sont complexes et dépendent de
nombreux facteurs, y compris le type de plante, les conditions environnementales et le type
de stress rencontré. Par exemple, a la suite de l'application de biostimulants, une
augmentation des niveaux de CK et une réduction de la concentration d'ABA sont observées,
traduisant ainsi une amélioration de la tolérance des plantes a la sécheresse (du Jardin, 2015
; Paradikovic et al., 2018). Les inoculats microbiens, qui incluent des bactéries comme les
PGPB (Plant Growth-Promoting Bacteria) favorisent le développement végétal non seulement
par la production d'hormones végétales, incluant les auxines, les CK, les gibbérellines et I'ET,
mais également par leur dégradation (/dris et al., 2007 ; Dodd et al., 2010 ; Bhattacharyya &
Jha, 2012). Plus encore, ces inoculats peuvent réajuster I'équilibre hormonal des plantes
(Belimov et al., 2009). Ces interactions et modifications sont centrales pour comprendre

comment maximiser la croissance des plantes, leur santé et leur productivité.
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En somme, en agissant a l'interface entre I'ABA et les CK, les biostimulants peuvent affiner la
réponse de la plante aux divers défis environnementaux, confirmant leur réle a jouer dans

I'agriculture contemporaine.

E. Mécanismes de perception et de transduction du stress osmotique

La transduction du signal implique la transformation d'un signal détecté par la cellule en
changements d'expression génique ou en d'autres adaptations cellulaires (Hoch, 2000). Les
mécanismes de phosphorylation et de déphosphorylation des protéines figurent parmi les
processus régulateurs les plus courants dans les systemes biologiques et participent aux voies
de transmission des signaux a l'intérieur des cellules (Wurgler-Murphy & Saito, 1997). Parmi
ces mécanismes de signalisation se trouvent deux voies apparentées et appelés Two-
Component System (TCS) et MultiStep-Phosphorelay system (MSP) (Mira-Rodado, 2019 ;
Singh et al., 2021). Le TCS est un mécanisme simple mais profondément efficace, impliquant
deux partenaires pour percevoir et transduire le signal (West & Stock, 2001). D'autre part, le
MSP, dérivé du TCS, est un systeme plus complexe qui implique un troisieme partenaire

intermédiaire, permettant ainsi une transduction du signal plus modulable.

1. Implication du systéeme a deux composantes (TCS)

Le TCS est une des voies de signalisation les plus répandues chez les procaryotes (Mira-
Rodado, 2019). Comme |'évoque sa dénomination, ce mécanisme fondamental repose sur
deux éléments majeurs : une Histidine Kinase (HK) qui joue le r6le de senseur, et un Régulateur
de Réponse (RR) dont |'action est modulée par I'HK (Fig. 8). Sous I’action d’un stimulus, I'HK
s’autophosphoryle et transfere son phosphate au RR pour activer les genes de réponse au
stimulus. Le TCS est présent chez les bactéries, mais il est absent chez les métazoaires (Schultz
et al., 2000). De nombreuses études ont démontré que ces voies de signalisation étaient
impliquées dans la transduction de signaux internes de type hormonal ou azoté impliqué dans
des processus de croissance et le développement des bactéries (Bekker et al., 2006 ; Le et al.,
2011) ou de signaux environnementaux liés aux stress abiotique ou biotique impliquant

notamment des processus de chimiotaxie. De plus, I'expression de nombreux génes TCS
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fluctue en réponse a divers stress environnementaux (Karan et al., 2009 ; Nishiyama et al., 2013).

Paroi cellulaire

| DS
F0
e R R e T T
:
DHp p
Récepteur HK A ATP
Transfert de phosphate
AD
C
REC p
Régulateur de
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Figure 8. Schéma illustratif du systéme a deux composantes chez les procaryotes.

Le TCS consiste en une Histidine Kinase (HK), fixée a la membrane grdce a deux hélices TransMembranaires (TM),
qui détecte les stimuli grdce a un Domaine Senseur (DS). Ensuite, un transfert de phosphate s'opére depuis le
résidu histidine du domaine catalytique de I'HK, incluant les domaines DHp et CA et comprenant des séquences
hautement conservées (H, N, G1, F et G2), vers le résidu aspartate du domaine RECeveur (REC) du Régulateur de
Réponse (RR), pour une réponse adaptée orchestrée par le Domaine Effecteur du RR (DE). Modifiée d’apres (Gao

& Stock, 2009).

a. Partenaires du systéme a deux composantes des procaryotes

e |es récepteurs HK

Les HK représentent les capteurs primaires de la cascade de signalisation TCS et agissent

comme des éléments senseurs (Fig. 8). Elles déclenchent la cascade suite a la perception du
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signal par un Domaine Senseur (DS) présent le plus souvent dans le domaine extracellulaire

situé entre deux domaines TransMembranaires (TM).

La super-famille des HK est dotée d'une architecture spécifique comprenant deux domaines
conservés dans la partie C-terminale : un domaine CAtalytique et de liaison a I'ATP (CA) en C-
terminal renfermant les boites N, G1, F, G2, largement conservé et également référencé sous
le nom de HATPase-c dans la base de données Pfam (Finn et al., 2008) ; et un domaine de
Dimérisation et de Phosphotransfert d'Histidine (DHp), moins conservé. Ce domaine intégre
le résidu Histidine (His), indispensable pour la phosphorylation, alors que le domaine CA
conduit I'activité catalytique, transférant un groupe phosphoryl de I'ATP au résidu His. Du
point de vue biochimique, les HK catalysent trois types de réaction de transfert de phosphate
: leur auto-phosphorylation (de I'ATP au résidu histidine), la phosphorylation du RR (du résidu
histidine au résidu aspartate) et la déphosphorylation du RR (sur le résidu aspartate) (Stock et

al., 2000).

Les HK peuvent étre classées en fonction de la localisation de leurs domaines sensoriels, qui
peuvent se situer a I'extérieur de la cellule, a l'intérieur, ou directement au niveau de la

membrane cellulaire (Fig. 9) (Mascher, 2006 ; Cheung & Hendrickson, 2010) :

- Les HK qui possédent des domaines senseurs extracellulaires ou périplasmiques : leur
partie senseur est exposée soit a I'environnement externe de la cellule (extracellulaire)
soit a l'espace périplasmique chez les bactéries a Gram négatif (périplasmique) (Fig.
9A). Ces domaines sont généralement impliqués dans la détection de signaux
environnementaux, comme les variations de pH ou de concentration en nutriments
(Stock et al., 2000).

- Les HK qui possedent des domaines senseurs cytoplasmiques : ces domaines sont
situés a l'intérieur de la cellule et fonctionnent entierement dans le cytoplasme (Fig.
9B, C et D). IIs répondent aux signaux internes a la cellule et peuvent par exemple
détecter des changements de parametres tels que le niveau d'ATP, qui est un
indicateur de I'état énergétique de la cellule, ou le potentiel redox, qui est lié au niveau
de stress oxydatif (Gao & Stock, 2009).

- Les HK qui possédent des domaines senseurs transmembranaires : ces domaines

senseurs sont ancrés ou intégrés dans la membrane cellulaire (Fig. 9E). lIs ne sont ni
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compléetement extracellulaires, ni completement intracellulaires. Ils peuvent percevoir

des modifications directement a la membrane, comme I'étirement ou des variations

de tension.
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Figure 9. Schéma représentant I’organisation modulaire des histidine kinases chez les procaryotes.

Trois groupes majeurs d’architectures des HK : A) le DS est souvent formé en tant que boucle extracellulaire repliée
entre les deux TM de I’HK. Le DS cytoplasmique peut étre situé en C-terminal ou en N-terminal par rapport aux
TM dans I’HK ancrée a la membrane (B et C respectivement). D) Le DS cytoplasmique peut se situer en N-terminal
dans I’HK soluble dépourvue de TM. E) Le DS peut étre intégré a l'intérieur de la membrane, composé d'hélices

transmembranaires. Modifiée d’apres (Cheung & Hendrickson, 2010).

e |les réqulateurs de réponse (RR)

Le second partenaire des TCS correspond aux Régulateurs de Réponse (RR) (Fig. 8), éléments

clé dans la transduction du signal percu. De facon prototypique, un RR est composé de deux
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domaines : un domaine RECeveur N-terminal (REC) et un Domaine Effecteur (DE) variable (Gao
& Stock, 2009). Le domaine REC, d'environ 120 résidus, peut initier deux actions majeures :
recevoir un groupe phosphoryl de I'HK, activant ainsi le régulateur, et également se
déphosphoryler, mettant ainsi fin a la signalisation (Casino et al., 2009 ; Gao & Stock, 2009).
Suite a sa phosphorylation, le domaine REC peut subir un changement conformationnel,
potentiellement renforgant l'interaction du DE avec d'autres molécules (Galperin, 2010). Ce
dernier, quant a lui, est responsable de I'activation de la réponse et sa diversité offre au TCS
une grande gamme de réponses possibles (Stock et al., 2000). La fonction spécifique du DE
dépend de la nature spécifique de la protéine RR dans laquelle il se trouve. Cependant, en
général, il peut se lier a I'ADN et affecter |'activité transcriptionnelle en activant ou en
désactivant des genes (Stock et al., 2000). Il peut également interférer avec d'autres
composants cellulaires pour apporter des changements métaboliques ou structuraux

(Galperin, 2006).

b. Cas typique de systémes a deux composantes chez les bactéries

La diversité des TCS chez les bactéries est remarquable. Il existe plus de 30 TCS différents
identifiés chez E. coli, illustrant la variété des signaux environnementaux que ces bactéries
doivent surveiller pour survivre et se reproduire efficacement (Gao & Stock, 2009). Certaines
estimations suggérent que le nombre de TCS pourrait s'élever a plusieurs centaines chez
certaines especes bactériennes, démontrant ainsi l'importance cruciale de cette forme de
signalisation pour I'adaptation bactérienne. Cette variété se reflete non seulement dans la
détection de différents signaux, mais également dans les régulations géniques distinctes qu'ils
orchestrent. Parmi ces nombreux TCS, trois TCS emblématiques chez les bactéries sont

présentés ci-dessous : EnvZ/OmpR, CheA/CheY et ArcB/ArcA (Fig. 10).

1. Voie de signalisation EnvZ/OmpR : Régulation de la réponse osmotique chez les

bactéries

Ce systéme est activé en réponse a des changements d'osmolarité. EnvZ, I'HK senseur, détecte
des variations de I'osmolarité environnante et s’autophosphoryle puis transfére le phosphate
a OmpR, son RR. OmpR phosphorylé provoque des modifications de I'expression des génes

OmpF ou OmpC pour permettre a la bactérie de s'adapter aux conditions osmotiques (Hsing
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& Silhavy, 1997). Des données plus récentes montrent que la perception serait en fait réalisée

principalement par le domaine cytoplasmique (Foo et al., 2015).

2. Voie de signalisation CheA/CheY : Contréle de la mobilité bactérienne via la régulation

flagellaire

Ce systeme régule la motilité bactérienne en réponse a des stimuli chimiques. CheA est une
HK senseur associée a des récepteurs chimiotactiques. Suite a la détection de composés
chimiques spécifiques, CheA s’autophosphoryle puis transfére le phosphate a CheY qui agit
sur les moteurs flagellaires, modifiant le comportement de nage ou de tournoiement de la

bactérie pour se déplacer vers ou loin de la source de stimulus (Bren & Eisenbach, 2000).

3. Voie de signalisation ArcB/ArcA : Régulation de la respiration cellulaire

Ce systeme est impliqué dans la détection de I'oxygene. Sous des conditions faibles en
oxygene, I'HK senseur ArcB s'autophosphoryle et transfére le phosphate a son RR, ArcA. Une
fois phosphorylé, il modifie I'expression génique pour permettre a la bactérie de s'adapter aux

conditions aérobies/anaérobies (Georgellis et al., 2001).
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Figure 10. Schéma de trois exemples de systéeme de transduction a deux composantes chez les bactéries.

La MCP désigne Methylated Chemotaxis Protein. Modifiée d’apres (Wadhams & Armitage, 2004).
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2. Implication du systeme phosphorelais multiple (MSP) chez les eucaryotes

Les MSP représentent un mécanisme de signalisation particulier présent chez les procaryotes
et largement utilisé par les eucaryotes. Contrairement aux TCS chez les bactéries, les MSP sont
plus complexes chez les eucaryotes du fait de la présence du noyau, impliquant généralement
une étape supplémentaire de transfert de phosphate, assurée par les protéines transmetteurs
de phosphates a histidine ou HPt (Histidine-containing Phosphotransmitter) (Nongpiur et al.,
2012). De plus, les HK sont de type hybride, (Histidine-aspartate kinase), possédant a la fois
un domaine transmetteur et un domaine receveur de phosphate dans la méme molécule
(Schaller et al., 2011). Dans les génomes bactériens caractérisés, seulement 20% codent pour
des kinases hybrides, tandis que chez les archées, ce chiffre n'est que de 1% (Wuichet et al.,

2010).

a. MSP impliqué dans I'osmorégulation chez Saccharomyces cerevisiae

Le MSP le plus étudié en ce qui concerne la perception de la contrainte osmotique est celui de
la levure Saccharomyces cerevisiae. Les variations de I'osmolarité, oscillant entre I'hyper-
osmolarité et I'hypo-osmolarité, ont conduit cet organisme a développer des stratégies
d'osmorégulation pour maintenir son équilibre interne (Posas et al., 1996). Parmi ces
stratégies, le glycérol joue un réle central en tant qu'osmolyte lors des situations d'hyper-
osmolarité (Reed et al., 1987 ; Hohmann, 2002 ; Saito & Posas, 2012). Sa synthése est régulée
par la voie métabolique HOG (High Osmolarity Glycerol response), qui est une cascade de type
MAPK, incluant les kinases SSK2/SSK22, PBS2 et HOG1 (Brewster et al., 1993 ; Hohmann,
2002). Ce dernier régulateur, HOG1, orchestre |'expression de prés de 600 genes, notamment
la production du gene GPD (Glycérol-3-Phosphate Déshydrogénase) (Albertyn et al., 1994 ;
O’Rourke & Herskowitz, 2004). L'accumulation de glycérol permet ainsi a la cellule de retenir

I'eau intracellulaire, garantissant son intégrité face a des conditions extérieures défavorables.

Mais comment cette levure percoit-elle ces changements dans son environnement ? La
réponse réside en amont de la voie HOG, ou deux protéines osmosenseurs clés, SHO1 et SLN1,
entrent en jeu (Fig. 11). Ces protéines régulent indépendamment la voie HOG, offrant a la
cellule un double mécanisme pour surveiller son environnement osmotique (Posas et al., 1998
; Reiser et al., 2003). Toutefois, ces deux voies présentent des spécificités en fonction de
I'intensité de la contrainte osmotique : la ou la voie SLN1 répond a une gamme large d'hyper-
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osmolarité, la voie SHO1 est plus sélective (Reiser et al., 2003). En cas de choc osmotique, les
osmosenseurs SLN1 s'assemblent rapidement en formant des agrégats bien distribués le long
de lamembrane. Cependant, les osmosenseurs SHO1 sont associées a la membrane plasmique
principalement du c6té du pole de croissance de la cellule et dont la localisation ne change pas

en réponse a un tel choc osmotique (Reiser et al., 2003).
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Figure 11. Partenaires clés des voies de signalisation liées aux récepteurs SLN1 et SHO1 chez

Saccharomyces cerevisiae.

Les osmosenseurs clés dans ces voies sont SLN1, SHO1. MSB2 et HKR1 sont des osmosenseurs putatifs.
L’autophosphorylation de SLN1 s’effectue sur le résidu Histidine (H) du domaine transmetteur qui transmet le
groupement phosphoryle vers le résidu Aspartate (D) du domaine receveur. Les larges fléches noires représentent
le processus de transfert de phosphate entre les différents éléments du MSP. Les fléeches noires plus fines illustrent

les phosphorylations effectuées par les kinases. Enfin, une fleche d'inhibition dépeint I'activité phosphatase.

(Miermont et al., 2011).

e Perception du changement de I'osmolarité par 'osmosenseur SLN1

L'osmosenseur SLN1 controle la voie MSP et comprend deux domaines transmembranaires,
encadrants un domaine extracellulaire (ECD) en N-terminal. Il dispose également d'un

domaine cytoplasmique, qui se subdivise en un Domaine Transmetteur (TD) pour
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I'autophosphorylation et un domaine Receveur (Rec) en C-terminal. Ceci fait de SLN1 une HK
hybride, et constitue le premier élément d’un phosphorelais multiple impliquant également
les protéines : YPD1 (TYROSINE Phosphatase Dependent 1), qui est une HPt et SSK1
(Suppressor of Sensor Kinase 1), qui est un RR phosphorylant HOG derniére kinase de la

cascade MAPKinase (Maeda et al., 1994 ; Posas et al., 1996 ; 1998 ; Saito & Posas, 2012).

Sous des conditions normales ou de faible osmolarité, SLN1 a une activité kinase basale,
nécessaire a la viabilité des levures (Lu et al., 2003). Cette activité kinase nécessite la
dimérisation de SLN1, et la transphosphorylation de chague monomeére (Posas et al., 1996).
Cette dimérisation s’effectue grace au domaine de type DHp présent entre le second TM et le
TD. SLN1 autophosphorylé, transfére le groupement phosphate a I’'HPt YPD1, qui le transfere
a son tour au RR SSK1, ce qui entraine l'inactivation de ce dernier. Cette inactivation est
cruciale pour la survie cellulaire (Lu et al.,, 2003). L'inactivation de SSK1 conduit a la
désactivation de la voie HOG régulatrice de la production de glycérol. Lu et al. (2003) ont
montré que la protéine YPD1 peut se déplacer dans le noyau pour aller phosphoryler un

second RR, SKN7, puis retourner dans le cytoplasme.

En situation d'hyper-osmolarité, I'autophosphorylation de SLN1 est réduite devenant alors
inactif, ce qui conduit a I'accumulation de SSK1 non phosphorylé. Cela active les premiéres
MAP Kinase Kinase Kinase (MAPKKK) de la voie HOG qui sont SSK2/SSK22 et, en conséquence,
la seconde MAP Kinase Kinase (MAPKK) de la voie HOG via la kinase PBS2, qui elle-méme
activera la MAPK HOG1 (Maeda et al., 1994 ; Posas et al., 1998).

Dans certaines souches mutantes ou SSK1 ne peut pas étre phosphorylée, la voie HOG devient
constitutivement active, méme en I'absence de stress osmotique, ce qui s’avere |étale pour la

cellule (Maeda et al., 1994 ; Posas et al., 1996).

e Perception du changement de I'osmolarité par SHO1

La voie SHO1 est controlée par les osmosenseurs putatifs transmembranaires MSB2p et
HKR1p, fortement glycosylés (Tatebayashi et al., 2007). Initialement considérée comme un
osmosenseur, des études indiquent que SHO1 sert plutot a recruter d'autres protéines pour
la transduction du signal osmotique (Krantz et al., 2006). SHO1 posséde quatre domaines

transmembranaires et un domaine SH3 cytoplasmique qui se lie a PBS2 (Posas et al., 1998).
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En cas de stress hyper-osmotique, PBS2 est recrutée a la membrane et s'associe aux kinases
STE20 et CLA4 ainsi qu'a STE11. Apres phosphorylation par STE20/CLA4, STE11 active PBS2,
qui a son tour active HOG1 (Fig. 11) (Saito & Posas, 2012).

b. MSP chez Arabidopsis thaliana

Chez les plantes, c'est chez Arabidopsis thaliana que les composants fondamentaux du MSP
ont d'abord été identifiés. Puis, ce systeme a été exploré dans un plus grand éventail d'espéces
végétales comme : Physcomitrella patens (Ishida et al., 2010), Zea mays (Yonekura-Sakakibara
et al., 2004), Oryza sativa (D’Agostino & Kieber, 1999 ; Pareek et al., 2006), Rumex palustris
(Sakakibara et al., 2000), Populus (Bertheau et al., 2012; 2013; 2015 ; Héricourt et al., 2013 ;
2016 ; 2019 ; Chefdor et al., 2018 ; Djeghdir et al., 2021), Catharanthus roseus (Papon et al.,
2002), et Lotus japonicus (Ishida et al., 2009), ...

1) MSP impliqué dans la réponse aux cytokinines

e |les récepteurs aux CK

Les trois récepteurs aux CK de type HK spécifiques d’Arabidopsis AHK2, AHK3 et
AHK4/CRE1/WOL ont été isolés et caractérisés en 2001 (Inoue et al., 2001 ; Suzuki et al., 2001
; Ueguchi et al., 2001 ; Yamada et al.,, 2001). Ces récepteurs possédent un domaine de
perception des CK appelé CHASE (Cyclase/Histidine-kinase Associated Sensory Extracellular
domain). L'identification de ces récepteurs a été précédée par la découverte des récepteurs
Cytokinine Independant 1 et 2 (CKI1 et CKI2/AHKS5), qui fonctionnent indépendamment des
CK. L'observation de I'expression du géne CKI1 dans les parties aériennes de la plante comme
les siliques, les fleurs et les tiges (Hejatko et al., 2009 ; Deng et al., 2010) indique son
implication potentielle dans le développement de ces structures chez Arabidopsis (Pischke et
al., 2002 ; Hejatko et al., 2003 ; 2009 ; Deng et al., 2010). CKI2/AHK5 a été démontré comme
régulant la fermeture des stomates en réponse a H,0; et a d'autres stimuli dépendant de H;0;

(Desikan et al., 2008 ; Mira-Rodado et al., 2012).

Chaque récepteur aux CK a des spécificités qui lui sont propres. Par exemple, AHK4/CRE1/WOL
est connu pour son implication dans la régulation de la division cellulaire et la morphogenése
racinaire, tandis qu'AHK2 et AHK3 sont davantage associés a la régulation de la croissance et

du développement des parties aériennes de la plante (Higuchi et al., 2004 ; Nishimura et al.,
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2004). Ces récepteurs peuvent également avoir des rbles dans la réponse au stress abiotique
(Zwack & Rashotte, 2015 ; Li et al., 2016 ; Pavli et al., 2018). En effet, il a été démontré que
I'expression des récepteurs AHK2 et AHK3 est stimulée par la sécheresse ainsi que par les
stress salins et osmotiques, suggérant une sensibilité renforcée aux cytokinines dans ces

situations (Zwack & Rashotte, 2015).

e |es protéines HPt

Chez Arabidopsis, il existe cing authentiques AHP (Arabidopsis Histidine containing
Phosphotransfer), qui possédent dans leur séquence le résidu histidine conservé accepteur de
phosphate donné par le récepteur : AHP1 a AHP5 (Miyata et al., 1998 ; Suzuki et al., 2000).
AHP6 est une pseudo-HPt présentant une mutation du résidu histidine en résidu asparagine
(Suzuki et al., 2000) mais pour autant joue un réle inhibiteur dans la voie CK permettant la
formation du protoxyléme chez Arabidopsis (Mdhonen et al., 2006). La structure compléte des
HPt est connue depuis que les cristaux des protéines HPt du mais, ZmHP1 et ZmHP2 ont été
obtenus (Sugawara et al., 2005a ; 2005b). Elles posseédent une localisation nucléo-
cytoplasmique. AHP2, AHP3 et AHP5 sont largement exprimés dans une variété de tissus et

d’organes tels que les racines, les tiges, les feuilles et les inflorescences (Mdhdnen et al., 2006).

Les AHP jouent un réle important dans la régulation de la réponse au stress hydrique chez A.
thaliana. Des études ont montré que les trois HPt, AHP2, AHP3 et AHP5 agissent comme des
régulateurs négatifs de cette réponse (Nishiyama et al., 2013) alors qu’elles agissent comme

des régulateurs positifs dans la réponse aux CK (Hutchison et al., 2006).

e lesréqulateurs de réponse RR

Ces protéines sont caractérisées par le domaine DDK (aspartate, aspartate, lysine), qui est
également conservé dans les RR de bactéries et de levures. Le deuxiéme résidu aspartate sert
de site de réception pour le phosphate transféré depuis les HPt. Une fois phosphorylés en ce
site, ces RR subissent des changements conformationnels qui permettent la transduction du
signal (Schaller et al., 2011). Il existe quatre types de RR chez A. thaliana : RR-A, RR-B, RR-C et
Pseudo-RR (Fig. 12) :
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Chez Arabidopsis, les RR-A sont encodés par un ensemble de 10 genes, spécifiquement ARR3
a ARR9 et ARR15 a ARR17 (Schaller et al., 2008). Ces protéines sont induits par les CK et sont

des régulateurs négatifs rapides de la signalisation des CK (To et al., 2004).

Les RR-B sont au nombre de 11, identifiés comme ARR1, ARR2, et ARR10 a ARR14, ainsi
qu'ARR18 a ARR21 (D’Agostino et al., 2000). Ces protéines possédent un domaine GARP
(Golden/ARR/Psr1), qui est un domaine Myb-like de liaison a I'ADN, un domaine de trans-
activation et un signal de localisation nucléaire VRK (R/K) a leur extrémité C-terminale (Hwang
& Sheen, 2001 ; Sakai et al., 2001 ; Imamura et al., 2003). Ces RR sont des facteurs de

transcription qui activent I'expression de génes cibles (Mason et al., 2005).

Les RR-C sont représentés par les RR22 et 24 chez Arabidopsis (Pils & Heyl, 2009).
Comparativement moins étudiés, ces RR, non induits par les CK les distinguant ainsi des RR-A,
semblent avoir des fonctions divergentes et pourraient étre impliqués dans la réponse aux

stress abiotiques (Kang et al., 2013).

Les Pseudo-RR (PRR) sont semblables aux RR mais ne possédent par le motif consensus
receveur de phosphate, ce qui les rend incapables de recevoir un phosphate (Mizuno, 2004).
En effet, le résidu aspartate phosphorylable et normalement conservé est remplacé par un
résidu glutamate, glutamine ou asparagine au sein de ces RR (Hwang et al., 2002). PRR3, 5, 7
et 9 ont déja été identifiés comme impliqués dans le mécanisme moléculaire de I'horloge

circadienne (Strayer et al., 2000 ; Matsushika et al., 2002).
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Figure 12. Représentation schématique des réqulateurs de réponse chez Arabidopsis thaliana : RR-A,

RR-B, RR-C et pseudo-RR.

Les résidus d'aspartate (D) phosphorylés et de lysine (K) sont spécifiés, ainsi que le glutamate non phosphorylé

(E). Modifiée d’aprées (Gupta & Rashotte, 2012).

2) MSP impliqué dans la réponse au stress osmotique

e |[erécepteur AHK1

La découverte de protéines HK senseurs pour la perception de I'éthyléne ou des CK dans les
plantes supérieures, ainsi que le réle de I'HK SLN1 en tant qu'osmosenseur chez la levure, ont
conduit a la proposition que des HK pourraient également jouer un role dans la perception de
changements d'osmolarité dans les plantes. Le récepteur d’Arabidopsis nommé AHK1 a été
proposé en tant qu’osmosenseur (Urao et al, 1999). Il comprend deux domaines
transmembranaires encadrant un domaine extracellulaire, ainsi qu'un domaine donneur de
phosphate contenant un résidu histidine conservé et un domaine receveur de phosphate
contenant un résidu aspartate conservé. Il a été démontré, grace a des expériences de
complémentation fonctionnelle, que des levures mutées pour les récepteurs SLN1 et SHO1
sont capables de croitre en condition d'hyper-osmolarité lorsqu'elles expriment la protéine

AHK1 (Urao et al., 1999). In planta, en conditions d’osmolarité normale, I'analyse de
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I’expression des transcrits de ce récepteur montre que les transcrits AHK1 sont plus abondants
dans les racines que dans les autres tissus. De plus, leur expression s'accroit lors d’un stress
hyperosmotique (Urao et al., 1999). Des études de gain et de perte de fonction chez
Arabidopsis ont démontré que AHK1 agit comme un régulateur positif de la réponse au stress
hydrique et au stress salin (Tran et al., 2007). De plus, il a été montré qu'AHK1 régule
I'expression de genes liés au stress osmotique chez Arabidopsis ainsi que la densité stomatique

(Kumar et al., 2013).

e |es protéines HPt

Des recherches ont été menées pour élucider le réle des protéines AHP dans la réponse de la
plante aux stress abiotiques comme le froid et la sécheresse. Il a été observé que le triple
mutant ahp2, 3, 5 affiche une meilleure résistance a la sécheresse (Nishiyama et al., 2013).
Ces résultats aboutissent a la mise en évidence que ces AHP agissaient de maniere cordonnée
comme des régulateurs négatifs de la réponse des plantes a la sécheresse. De plus, les travaux
d’Urao et al. (1999) montrent une interaction entre la protéine AHK1 et AHP2 en utilisant la

méthode du double-hybride dans la levure.

e lesréqulateurs de réponse RR

Les recherches sur l'implication des ARR dans la gestion du stress hydrique par Arabidopsis
thaliana sont relativement limitées. Cependant, quelques études ont mis en lumiére des liens
spécifiques. Par exemple, I'ARR18 s'est révélé étre un activateur positif dans la réponse au
stress hydrigue, montrant une expression accrue en réponse a une application de
PolyEthylene Glycol 6000 (PEG6000) a une concentration de 10% (Veerabagu et al., 2014).
D'autre part, les ARR1, 10 et 12 ont été identifiés comme des régulateurs négatifs dans la
réponse a la sécheresse. De plus, 'ARR22 a été associé a une amélioration de la tolérance a la

sécheresse en contribuant a la stabilisation de la membrane plasmique (Kang et al., 2013).

C. Synthése des recherches sur la voie MSP chez le peuplier

Au sein du Laboratoire de Physiologie, Ecologie et Environnement, anciennement LBLGC et
tout récemment renommé (P2E), notre équipe "Signalisation Cellulaire" se focalise sur la
compréhension des mécanismes de perception et de transduction de la contrainte hydrique

chez le peuplier. La fonction d’osmosenseur de I'HK de levure (SLN1) et celle d’Arabidopsis
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(AHK1) a conduit I’équipe a se focaliser sur I'étude de I'implication d’un tel phosphorelais dans

la perception de la sécheresse chez le peuplier.

Dans ce contexte, notre équipe a identifié un récepteur nommé HK1, présentant une grande
similarité avec AHK1 d'Arabidopsis (Chefdor et al., 2006). Une augmentation de |'expression
de HK1 au niveau racinaire a été montrée, cinqg minutes seulement apres I'application d'une
contrainte osmotique. Ce résultat renforce |'hypothése du role de HK1 en tant
gu'osmosenseur chez le peuplier. De plus, quatre HPt (HPt1-4) ont également pu étre isolées

et I'interaction entre HK1 et HPt2 a été démontrée (Chefdor et al., 2006).

Par la suite, il a été démontré que I'expression de la protéine HK1 de peuplier dans des souches
de levures déficientes en osmosenseurs SLN1 et SHO1 permet leur survie en conditions
d'hyper-osmolarité validant ainsi la fonctionnalité de la voie de signalisation par
complémentation de la voie MSP dans la levure osmodéficiente (Héricourt et al., 2013). Un
total de 10 HPt (HPt1-10) ont été isolées et trois présentent un partenariat privilégié avec HK1

(Bertheau et al., 2013).

Plus récemment, un second récepteur HK1 appelés HK1b a été identifié (Héricourt et al.,
2016). Celui-ci présente 96% de similitude avec le premier HK1, renommé HK1a, et présente
une fonction d'osmosenseur lors d'un essai de complémentation fonctionnelle dans la méme
souche osmodéficiente (Héricourt et al., 2016). De fagon intéressante, ce travail a permis de

montrer une divergence fonctionnelle entre HK1a et HK1b.

Enfin, une analyse compléte du réseau d’interaction entre les trois HK CK de peuplier avec les
10 HPt a permis de définir certaines HPt comme spécifiques de la voie CK et d’autres comme
étant partagées entre la voie CK et la voie osmosensing (Héricourt et al., 2019). Ce résultat
pose I'hypothése d’une possible balance entre les deux voies pour la survie en condition de

stress.

Pour les derniers partenaires de cette voie, des travaux ont permis d’isoler neuf RR-B
(Bertheau et al., 2012 ; 2015) et dix RR-A (Chefdor et al., 2018). Des études d’interaction par
la technique double-hybride ont démontré que six RR-B et huit RR-A interagissent avec les
trois HPt (HPt2, 7 et 9) constituant les partenaires privilégiés de HK1a/b. Ces résultats ont donc

permis de mettre a jour 'ensemble des acteurs du MSP potentiellement lié a I'osmosensing
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chez le peuplier. Enfin, une étude menée par Djeghdir et al. (2021) a révélé I'homodimérisation
et ’hétérodimérisation de tous les RR-B mais I'absence de I'hétérodimérisation pour certaines
paire RR-B, suggérant que la spécificité du signal pour le stress osmotique pourrait étre en

partie attribuée a l'incapacité de certains RR-B a former des hétérodimeres.

F. Objectifs de la these

Dans le contexte climatique actuel, marqué par des défis tels que la sécheresse et la nécessité
de préserver les ressources en eau, les biostimulants se réveélent étre une solution
prometteuse pour soutenir I'agriculture. Forts de notre connaissance sur les mécanismes de
réaction au stress, notamment via la voie MSP, le projet ProBioSec a été créé pour développer
des biostimulants capables d'améliorer la résilience des plantes face a la sécheresse. Cette
thése a été réalisée dans le cadre de ce projet qui possede un volet fondamental et un volet
appliqué. Les deux objectifs principaux de cette thése sont de caractériser les osmosenseurs
du peuplier et d'identifier leur ligand potentiel dans le but de pouvoir développer de nouveaux
biostimulants destinés a augmenter la tolérance des plantes a la sécheresse. Mon travail de

these a porté principalement sur le volet fondamental avec deux grandes parties :

o Caractérisation fonctionnelle des domaines de deux récepteurs de peuplier. Cette
étape a fait appel a deux approches complémentaires : une approche génétique, qui a
consisté a créer des mutants du domaine "senseur" et a tester leur fonctionnalité, et
une approche biochimique, qui a impliqué la production et la purification du domaine
"senseur" pour une analyse structurale par cristallographie.

o Identification des ligands de ces récepteurs. Pour ce faire, une approche aléatoire par
criblage a été utilisée pour tester divers extraits de peuplier, principalement foliaires,
dans un systéme rapporteur fluorescent d’osmosensing spécialement congu pour ce
projet. En complément, une approche ciblée par criblage de molécules candidates a

été réalisée.

Pour la partie appliquée, des tests sur plante pour évaluer la capacité des extraits foliaires
sélectionnés a améliorer la tolérance a la sécheresse ont été réalisés sur plusieurs especes de

plantes.
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Ce manuscrit de these s’organise donc sous la forme de deux grandes parties. La premiere
partie est composée de deux chapitres, dont le premier correspond a un article publié. La
deuxiéme partie est composée également de deux chapitres dont un fait I'objet d’une

publication en cours de préparation.
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MATERIELS ET METHODES
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A. Matériels

1.  Matériels biologiques

a. Souches de bactéries

Trois souches spécifiques d'Escherichia coli sont utilisées :

La souche DH5a, obtenue auprés de New England Biolabs, dont le génotype est fhuA2 A(argF-
lacZ) U169 phoA gInV44 ®80A (lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17. Cette
souche est employée pour les transformations bactériennes, permettant ainsi d’obtenir des

plasmides en grande quantité.

Lors des tests de production des protéines recombinantes HK1a ECD et HK1b ECD, nous avons
utilisé la souche BL21 également obtenue de New England Biolabs, dont le génotype se

caractérise par F-, ompT, hsdSB (rB-, mB-), dcm, gal, A(DE3).

La souche dérivée Rosetta (Novagen) est utilisée compte tenu de sa capacité a traduire les
codons rarement rencontrés chez E. coli. Cette derniere propriété est d’autant plus utile dans

le cadre de la production de protéines codées par des genes eucaryotes.
b. Souches de levures
La souche de levure MH1354 (MATa ura3-52 leu2D1 trplD62 his3D200 shol::hphNT1

sIn1::LEU2 + pGP22) est utilisée dans toutes les expériences de criblage.

La souche de levure MH179 (ura3 leu2 his3 sInl :: LEU2 shol :: TRP1 + pGP22, avec pGP22 :
GALp-PTP2/pRS413 (HIS3, CEN)) est utilisée dans les tests de complémentation fonctionnelle.

2.  Matériels végétaux

a. Peuplier

Cette étude examine la réponse de neuf génotypes distincts de peuplier a un stress hydrique
modéré. Les échantillons proviennent de deux sites expérimentaux différents : le premier est
situé a Ardon a I'INRAE d’Orléans et comprend quatre génotypes (Tab. 2) :

- Un peuplier pur : Populus nigra L. cv. Jean Pourtet.
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- Un hybride intra-spécifique : Populus deltoides Bartr. (ex Marsh.) cv. Dellinois.

- Un hybride interspécifique Euraméricain : Populus deltoides Bartr. (ex Marsh.) x
- Populus nigra L. cv. Koster.

- Un hybride interspécifique Américano-asiatique : Populus trichocarpa Torr &

Gray (ex Hook) x Populus maximowiczii Henry cv. Skado.

Le second site expérimental est a St-Cyr-en-Val et comporte cing génotypes de type hybride

interspécifique (Euraméricain) :

- Populus deltoides X Populus nigra cv. Dorskamp

- Populus deltoides X Populus nigra cv. Flevo

- Populus deltoides X Populus nigra cv. 1-214

- Populus deltoides X Populus x euramericana cv. Triplo

- Populus x generosa X Populus nigra cv. Monviso

b. Autres plantes

Dans le cadre de cette thése, des extraits de peuplier sont testés sur trois types de plantes
horticoles (fleuries, fruitiers et potagers, Tab. 3) et une plante viticole (cépage chenin blanc),
afin de tester I'amélioration de la tolérance a la sécheresse. Ces tests visent a évaluer

I’efficacité de I'extrait sur le développement de la plante.

- Plantes afleurs : Pensées (Viola x wittrockiana)

Rose d'Inde (Tagetes erecta)

Nemesia (Nemesia fruticans)

- Plante fruitiere : Framboisier (Rubus idaeus)

- Plante potagere : Tomates (Solanum lycopersicum)
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3. Milieux de culture

a. Milieux de culture de bactéries

Les milieux de culture Lysogeny Broth (LB) et LB auto-inductible (Tab. 4) sélectifs pour la
croissance des bactéries, sont supplémentés avec des antibiotiques appropriés pour la
sélection des souches porteuses de différents vecteurs plasmidiques. L'ampicilline a une
concentration de 50 pg/mL, la kanamycine a une concentration de 50 pg/mL et le
chloramphénicol a une concentration de 34 pg/mL sont ajoutées, quand la température des
milieux est inférieure a 60°C, pour la sélection des bactéries porteuses de plasmides résistant
a ces antibiotiques. Le milieu Super Optimal Broth with Catabolite Repression (SOC, Tab. 4)
est utilisé pendant les transformations bactériennes. Le milieu LB est stérilisé par autoclavage

a 121°C avant utilisation.

Tableau 4. Composition des milieux de culture bactérienne.

Milieux de culture Composition Concentrations

Milieu LB Extrait de levure 5g/L
Tryptone 10g/L
NaCl 10g/L
Agar 15g/L

Milieu LB auto-inductible  Extrait de levure 5g/L
Tryptone 10 g/L
NaCl 10 g/L
Agar 15g/L
MgSOa 0,15
KH2PO4 6,8
Glucose 0,5
(NH4)2S04 3,3
NazHPO4 7,10
Alpha Lactose 2

Milieu SOC Extrait de levure 5g/L
Tryptone 20g/L
NaCl 10 mM
KCl 2.5mM
MgClI2 10 mM
MgS04 10 mM

b. Milieux de culture de levures

Le tableau 5 résume les caractéristiques et la composition des différents milieux utilisés pour
la croissance des levures. Tous ces milieux sont stérilisés par autoclavage a 121°C avant

utilisation.
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Tableau 5. Composition et caractéristiques des milieux de culture levure.

YNB correspond a Yeast Nitrogen Base; SA correspond a Sulfate d’Ammonium ; YPD correspond au milieu Yeast
extract-Peptone-Dextrose ; YPGal correspond au milieu Yeast extract-Peptone-Galactose ; Do pour Drop-out

+Agar 20 g/l (milieux solides)

R Composition Sélection
culture

YPD Peptone 20 g/L
Extrait de levure 10 Aucune sélection, permet la croissance de toutes les
g/L levures
Glucose 20 g/L

YPGal Peptone 20 g/L A .

. Aucune sélection, permet la croissance de toutes les
Extrait de levure 10 . . . R
levures, mais active les genes sous contréle du promoteur

g/L GAL1
Galactose 20 g/L

-UW+Gal YNB 1,7 g/L
SASg/L Sélection double pour les cellules transformées avec des
Galactose 20 g/L lasmides contenant les genes URA3 et TRP1
Do-UW 1,92 g/L P g
NaOH 10 M

-UW+Glu YNB 1,7 g/L
SA5g/L Sélection double pour les cellules transformées avec des
Glucose 20 g/L plasmides contenant les genes URA3 et TRP1, mais
Do-UW1,92g/L répression de genes sous contréle du promoteur GAL1
NaOH 10 M

-U+Gal YNB 1,7 g/L
SAS g/l Sélection pour les cellules transformées avec un plasmide
Galactose 20 g/L contenant le géne URA3
Do-U 1,92 g/L &
NaOH 10 M

-U+Glu YNB 1,7 g/L
SA5 g/L Sélection pour les cellules transformées avec un plasmide
Glucose 20 g/L contenant le géne URA3, mais répression de genes sous
Do-U1,92g/L controle du promoteur GAL1
NaOH 10 M
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B. Méthodes

1. Conditions de culture

a. Cultures de bactéries

Les souches de E. coli sont cultivées dans du milieu LB liquide a 37°C sous agitation a 250 rpm
pour la culture liquide, ou sur des boites de Pétri contenant du milieu LB solide (ajout de 20

g/L d'agar) pour l'isolement des colonies.

b. Cultures de levures

Les souches de levures osmodéficientes MH179 et MH1354 sont cultivées une nuit a 30°C sous
agitation a 250 rpm pour la culture liquide, ou pendant 3 a 4 jours sur des boites de Pétri

contenant du milieu —U ou -UW en présence de la source de carbone galactose/glucose.

2.  Méthodes de transformation du matériel biologique

a. Transformation des bactéries par choc thermique

Dix ng d’ADN est ajouté a 50 uL de cellules compétentes (BL21 ou rosetta), et incubées sur
glace pendant 30 minutes, puis exposées a 42°C pendant 30 secondes, puis refroidies
rapidement sur glace pendant 5 minutes, et incubées a 37°C sous agitation a 250 rpm dans
950 uL de milieu SOC pendant 1h pour permettre la récupération et I'expression du gene de
résistance aux antibiotiques. Le volume approprié de transformation est étalé sur des boites

de sélection LB contenant I'antibiotique approprié.

Pour la sélection d'E. coli transformée, |'antibiotique approprié est ajouté au milieu de culture
a une concentration spécifiée. Les bactéries sont incubées pendant la nuit (environ 16 h) pour
assurer une croissance compléete, et une PCR sur colonies de bactérie est effectuée pour

vérifier la présence de l'insert.
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b. Transformation des levures

La transformation des levures est effectuée conformément a la méthode établie par Gietz et
al. (1995). La souche de levure osmodéficiente (MH179 ou MH1354) est pré-cultivée dans le
milieu de culture riche YPGal (Tab. 5) pendant une nuit a 30°C en agitation constante. Cette
pré-culture est diluée a raison de 5 mL/transfo pour obtenir une DOgpo=0,25 puis incubée
jusqu'a une DOeoo=1, permettant de démarrer la phase exponentielle optimale pour la
transformation. Les cellules sont alors récoltées par centrifugation a 3000 rpm, puis lavées
avec de I'eau distillée. Le culot cellulaire est ensuite resuspendu dans une solution d'acétate
de lithium (LiAc) a 0,1 M, qui permet la perméabilité cellulaire et par conséquent, l'intégration

de I'ADN étranger.

Pour chaque transformation, un mélange comprenant du PEGzsso @ 50%, du LiAc a 1 M, de
I'ADN carrier a 2 mg/mL, et entre 500 ng et 1 pg de plasmide est soigneusement préparé. 50
uL de levures préparées précédemment sont ensuite incorporés a ce mélange pour chaque
transformation qui est ensuite soumis a une incubation de 30°C pendant 30 minutes pour
permettre I'action du LiAc sur les cellules, suivie d'un choc thermique a 42°C pendant 20

minutes, qui permet la perforation transitoire des levures pour I'entrée de I'ADN étranger.

Aprés ces étapes, une centrifugation est effectuée a 7000 rpm pendant 30 secondes pour
récolter les cellules transformées. Le culot cellulaire est alors resuspendu dans 200 pl d'eau
stérile et déposé sur le milieu adapté a la sélection des cellules transformées. Ces boites sont

ensuite incubées a 30°C pendant 3 a 4 jours.

3. Réactions de polymérisation en chaine (PCR)

a. PCR classiques

L'amplification du fragment d'ADN cible est menée a bien grace a une PCR qui utilise une
matrice plasmidique et peut recourir a deux types d'ADN polymérases. La premiére est une
ADN polymérase de basse fidélité, GoTag®DNA Polymerase (Promega), principalement
utilisée pour confirmer la présence des plasmides d'intérét dans les levures et bactéries
transformées. La deuxieme est la Q5® High-Fidelity DNA polymerase (New England Biolabs ou

NEB), une ADN polymérase de haute-fidélité, utilisée pour I'amplification de I'ensemble des
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inserts dans un but de clonage. Les informations détaillées concernant les composants utilisés

pour cette réaction ainsi que leurs concentrations finales sont décrites dans le Tab. 6.

Tableau 6. Composition des réactions de PCR utilisant la polymérase GoTaq® ou Q5°®. dNTPs pour

désoxynucléotides.
Composants Volumes Concentration finale

ADN matrice (5 ng/uL) 1ul 5ng
Tampon 5X 10 pL 1x
Mix dNTP (10 mM) lul 0,2 mM
Amorce forward (10 uM) 2uL 0,4 uM
Amorce reverse (10 uM) 2 uL 0,4 uM
GoTaq (5U/ul) ou Q5 (2U/uL) polymérase 0,30u0,5 pL 1,50ulU
H20 qgsp 50 uL

Le programme de PCR pour chaque polymérase est détaillé dans le Tab. 7.

Tableau 7. Parameétres du programme de PCR pour la polymérase GoTaq® et Q5°.

*La température d'hybridation dépend de la composition en base de chaque amorce utilisée.

Etapes Température Durée Cycles Température Durée
GoTaq GoTaq GoTaq Q5 Q5

Dénaturation 95°C 2 min 1 98°C 30 sec 1
initiale
Dénaturation 95°C 30 sec 98°C 10 sec
Hybridation* - 30 sec 30 - 20 sec 25-30
Elongation 72°C 1 kb/min 72°C 1 kb/30 sec
Elongation 72°C 5 min 1 72°C 2 min 1
finale

b. Mutagenése dirigée par PCR

La mutagéneése dirigée par PCR est employée tout au long de ce travail de these pour générer
plusieurs mutants des récepteurs HK1 de peuplier (Fig. 13). Cette technique a permis de créer

a la fois des mutants ponctuels et des mutants par échange de domaines ECD et/ou TM2.

Pour les mutations ponctuelles, des modifications spécifiques sont introduites dans les

séquences HK1a et HK1b. Ceci est accompli par PCR utilisant des amorces mutées spécifiques
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(Tab. 8). Cela a permis de générer des mutations simples dans le plasmide pGEM-T (Promega,
annexe. 1). Ensuite, des triples mutants sont obtenus aprées trois cycles de mutagenése dirigée,

en utilisant les amorces correspondant aux mutations d'intérét (Tab. 8).

Par ailleurs, des mutations d'échange de domaine ECD et/ou TM2 sont introduites dans les
séguences HK1a et HK1b par PCR, toujours en utilisant des amorces spécifiques (Tab. 8). Ces
amorces ont permis de générer des mutations dans le domaine ECD et/ou TM2. Pour la
création des doubles mutants par échange de domaine, nous avons procédé comme suit : pour
HK1b, la séquence mutée est récupérée a partir de levure par PCR, puis clonée dans le vecteur
pJET1.2 (ThermoFisher, annexe. 1) via une simple ligation, générant ainsi le mutant simple par
échange de domaine HK1b. Sur cette base, une mutagéneése dirigée est réalisée pour créer le
double mutant. Pour HK1a, afin de créer le double mutant par échange de domaine ECD et/ou
TM2, la mutation est introduite sur le mutant simple par PCR en utilisant des amorces mutées

spécifiques (Tab. 8).

Le produit de chaque PCR est traité avec la T4 polynucléotide Kinase (NEB) en présence de son
tampon fourni pour phosphoryler les amorces, ce qui est essentiel pour la ligation ultérieure.
Le mélange réactionnel est incubé a 37°C pendant 30 min. Ensuite, '’ADN ligase T4 (New
England Biolabs) est utilisée pour ligaturer les brins d'ADN pendant 1h a 25°C, ce qui permet
la formation d'un plasmide circulaire. Enfin, 'ADN matrice d'origine est dégradé par I'enzyme
Dpnl (coupure spécifique de I’ADN méthylé) 1h a 37°C pour assurer que seuls les plasmides

mutés seront transformés dans les bactéries (traitement KLD) (Fig. 13).
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Tableau 8. Liste des amorces spécifiques utilisées pour la création de mutants ponctuels et de

mutants d'échange de domaine pour HK1a et HK1b.

Mutants Amorces Séquences
HK1a-T324A HK1a-T324A For CGTAGGTGTTgCTACTGCTCT
HK1a-T324A Rev ACGGCCACGATGCTTTTATTG
HK1a-S304A HK1a-S304A For CCACTGCTTgCAGCAGCATT
HK1a-S304A Rev TGAATCCGTGTACTTGCTTACTGC
HK1a-K296A HK1a-K296A For GCAGTAAGCgcGTACACGGAT

HK1a-K296A Rev

CACATGCCATGAAGCCACA

HK1a-T324A-S304A

HK1a-S304A For
HK1a-S304A Rev

CCACTGCTTgCAGCAGCATT
TGAATCCGTGTACTTGCTTACTGC

HK1a3M HK1a-K296A For GCAGTAAGCgcGTACACGGAT
HK1a-K296A Rev CACATGCCATGAAGCCACA
HK1b-T331A HK1b-T331AFor TGTAGGTGTTgCTACTTCCCTCT
HK1b-T331A Rev ACGGCCACGATGCTTTTATTG
HK1b-Q311A HK1b-Q311AFor CCTCTGCTTgcAGCAGCATTG
HK1b-Q311A Rev TGAATCTGTATACTTGCTTACTGCCAC
HK1b-K303A HK1a-K303A For GCAGTAAGCgcGTATACAGATTC

HK1a-K303A Rev

CACATGCCATGAAGCCACA

HK1b-T331A-Q311A

HK1b-Q311A For
HK1b-Q311A Rev

CCTCTGCTTgcAGCAGCATTG
TGAATCTGTATACTTGCTTACTGCCAC

HK1b3M HK1b-K303A For GCAGTAAGCgcGTATACAGATTC
HK1b-K303A Rev CACATGCCATGAAGCCACA
HK1a-ECD1b HK1ECD For GCTTCTGGCCTTCGATATGAA
HK1ECD Rev GGAATGATGATCACCCCCAC
HK1a-F470C HK1a-F470C For GGATGTGTCTGCATTTTGATTC
HK1a-F470C Rev GATGACTAGGATACATAGAGATGC
HK1a2M HK1a-F470C For GGATGTGTCTGCATTTTGATTC
HK1a-F470C Rev GATGACTAGGATACATAGAGATGC
HK1b-ECD1a HK1ECD For GCTTCTGGCCTTCGATATGAA
HK1ECD Rev GGAATGATGATCACCCCCAC
HK1b-C478F HK1b-C478F For TGGATGTGTCTTCATTTTGATTC
HK1b-C478F Rev TTAGTGAGAATCAAAATGCAGAC
HK1b2M HK1b-C478F For TGGATGTGTCTTCATTTTGATTC

HK1b-C478F Rev

TTAGTGAGAATCAAAATGCAGAC
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Figure 13. Schéma du principe de la mutagéneéese dirigée par PCR.
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C. PCR pour réactions de séquengage

Le séquencage a été réalisé par la société Eurofins Genomics selon le principe de terminaison
de chaine par incorporation de didésoxynucléotides marqués par des fluorochromes (d'apres
Sanger et al., 1977). La concentration des ADN plasmidiques purifiés est ajustée a 50-100
ng/uL, tandis que les produits PCR purifiés sont a 10 ng/uL, comme requis par le prestataire.

Les oligonucléotides utilisés pour le séquengage sont présentés dans le Tab. 9.

Tableau 9. Liste des amorces utilisées pour le séquencage.

Amorces Objectif Séquences
pYXFor TGTTTGTATTCTTTTCTTGCTT
PYXRev Séquengage des différents mutants CATTAATACTAGGAACAAGAGA
HK1bInt5-1 des récepteurs HK1a et HK1b GCTTCATGGCATGTGGCAGT
S5 ACTCCGCCAGAGTTGTTC
pGBKDelseg5 Séquencage de la construction du CAAAAATGCTAAGAAATAGG
pGBKDelseq3 systeme rapporteur CACTTTAAAATTTGTATACAC
T7prom Séquencgage des constructions TAATACGACTCACTATAGGG
T7term protéiques clonées dans pET28/32a GCTAGTTATTGCTCAGCGG
d. PCR sur colonies

Pour valider la présence des inserts d'intérét introduits dans les bactéries ou les levures
transformées, une amplification de I'ADN a partir des cellules issues de colonies suspectées
de contenir l'insert a été réalisée. L'analyse des produits de la PCR par électrophorése sur gel

d’agarose a permis ensuite de confirmer la présence et la taille correcte de l'insert.

1) Bactéries

Lors de I'analyse des colonies bactériennes, une petite fraction de la colonie est prélevée avec
une pointe de pipette stérile et placée au fond du microtube de PCR. Le mélange complet de
réaction de la PCR est ensuite ajouté. L'ADN est alors libéré grace a I'étape initiale de
dénaturation a 95°C pendant 2 minutes qui lyse les bactéries. Ensuite, les cycles sont effectués

comme une PCR classique.

2) Levures

La PCR sur colonies de levure, utilisée dans le cadre de cette étude, nécessite une étape
préalable de lyse cellulaire pour extraire I'ADN. Cette lyse est effectuée en resuspendant les
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cellules de levure dans 10 pL de NaOH 0,02 M, suivie d'une incubation a 95°C pendant 5
minutes, avant de placer rapidement les tubes dans la glace. Ensuite, 2 uL de la suspension

cellulaire lysée servent de matrice pour la PCR, réalisée comme une PCR classique.

4, Purification et analyse des acides nucléiques

a. Purification d’ADN plasmidique de bactérie

La purification d'ADN plasmidique est principalement faite par miniprép « sans kit » qui est
une méthode trés efficace utilisée pour isoler I'ADN plasmidique a partir de bactéries en

grande quantité.

Tout d'abord, les cultures sont ensemencées le soir et mises a agiter (250 rpm) une nuita 37°C.
Les bactéries sont ensuite collectées par centrifugation a 10 000 rpm pendant 2 minutes.
L'ADN est libéré des cellules bactériennes par lyse alcaline. Le culot bactérien est resuspendu
dans la solution | (25 mM Tris/HCl pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 0,1 mg/mL RNase), puis la lyse
alcaline est induite par I'ajout de la solution Il (0,2 M NaOH, 1% SDS). Aprés 5 minutes
d'incubation a température ambiante, le pH basique est neutralisé par I'addition de solution
Il (3 M acétate de potassium, 11,5% acide acétique glacial), puis les débris cellulaires sont
culottés par centrifugation a 13 000 g pendant 10 minutes a 4°C. Le surnageant contenant
I'ADN plasmidique est ensuite récupéré et précipité par addition d'isopropanol 100%, suivie
d'une centrifugation a 13 000 g pendant 10 minutes a 4°C. Le culot d'acides nucléiques est

ensuite lavé a I'éthanol 70%, séché et repris dans 50 plL d’eau.

b. Purification d’ADN en solution ou a partir d'un gel d’agarose

La purification de I'ADN a partir de solutions ou de gels d'agarose est réalisée en utilisant le kit

PCR Clean-up (Macherey-Nagel), conformément aux instructions du fabricant.

Initialement, I'ADN a purifier est obtenu a partir de différentes sources, y compris des
réactions de PCR ou des bandes d'ADN découpées de gels d'agarose. Ces ADN sont souvent
préalablement analysés par électrophorése sur gel d'agarose pour identifier la présence
potentielle d'amplifications aspécifiques dans le cas des produits de PCR, ou pour distinguer

les fragments d'ADN digérés des ADN non digérés ou indésirables pour le clonage ultérieur.
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Ensuite, le kit NucleoSpin est utilisé pour éliminer les impuretés, telles que les amorces, les
dNTP, les enzymes de PCR, les colorants de gel d'agarose, et les tampons. Ce processus
implique I'utilisation d'une colonne de silice qui se lie a I'ADN en présence d'une solution de
sel chaotropique, permettant a I'ADN d'étre lavé et élué en conditions optimales. Ce processus
a permis d'obtenir un ADN purifié de haute qualité, qui est ensuite utilisé pour le clonage de

genes et le séquencage.

C. Analyse des acides nucléiques
1) Digestions enzymatiques

En utilisant des enzymes de restriction fournis par NEB, nous avons procédé a des coupures
précises de I'ADN pour la vérification de la taille et de I'orientation des inserts clonés. Nous
avons mis en contact de 100 ng a 6 pug d'ADN plasmidique avec 5 a 10 unités d'enzyme et un
tampon réactionnel spécifique a une concentration de 10X. Ces réactions sont conduites a
37°C durant une période allant de 30 minutes a une heure, dans un volume final variant de 20
a 100 puL. Par la suite, les produits de la digestion sont analysés par électrophorése sur gel

d'agarose.

2) Electrophorese en gel d’agarose

L'électrophorese sur gel d'agarose a été largement utilisée tout au long de ce travail pour la
visualisation, la quantification et l'isolement des fragments d'ADN. Les gels d'agarose sont
préparés a une concentration de 1,2 %. Le poids moléculaire des fragments d'ADN est
déterminé en comparaison avec un marqueur de poids moléculaire, en I'occurrence le 2-Log

DNA Ladder (NEB).

Apres la préparation des échantillons d'ADN, soit directement a partir des produits PCR en
utilisant le tampon coloré de GoTaq® ou par addition d'un tampon de charge 5X pour une
concentration finale de 1X, ils sont déposés sur le gel d'agarose et migrés dans un tampon TAE

1X (40 mM Tris-Acétate, 1 mM EDTA) a une tension de 100 V.

La visualisation des fragments d'ADN est réalisée a I'aide d'une caméra dans une cabine UV
apres incubation du gel dans une solution de Bromure d'Ethidium (BET) a une concentration

de 0,1 pg/mL pendant 10 minutes. Cette technique a permis de mettre en évidence la

60



présence des fragments d'ADN, d'estimer leur taille et, dans certains cas, de permettre leur

isolement pour des analyses ultérieures.

3) Dosage des acides nucléiques

La concentration et la pureté des acides nucléiques sont déterminées par spectrophotométrie
a l'aide d'un spectrophotomeétre Nanodrop™. Cette technologie permet d'analyser de petits
volumes d'échantillon (1-2 pL) en mesurant I'absorbance des acides nucléiques a 260 nm, la

concentration de I'ADN étant estimée en utilisant la loi de Beer-Lambert.

Par ailleurs, la pureté des échantillons est évaluée par le calcul du rapport d'absorbance a
260/280 nm. Un ratio proche de 1,8 indique que I'échantillon est relativement exempt de
contamination protéique, qui absorbe la lumiére a une longueur d'onde de 280 nm. Un ratio
inférieur a 1,8 peut indiquer une contamination potentielle par des protéines ou d'autres
composés organiques. Toutes les mesures sont effectuées en triplicata pour assurer la

précision et la reproductibilité des résultats.

5.  Clonage dans les vecteurs plasmidiques

a. Clonage dans le vecteur pYX212

Dans le cadre de cette étude, la mutageneése dirigée par PCR, dans le vecteur bactérien
PGEMT, a permis de générer une collection de huit mutants de HK1a et HK1b comme décrit
dans la section 3.b. Ces mutants englobent une série de mutations par échange de domaines
ECD et/ou TM2 entre HK1a et HK1b (HK1a-ECD1b, HK1a-F470C, HK1a2M, HK1bECD-1a, HK1b-
C478F, et HK1b2M), et incluent également des versions triples mutants (HK1a/b3M). A noter

gue les autres mutants simples avaient déja été créés avant le début de ma these.

Apres la mutagenése, ces constructions sont soumises a un traitement KLD, comme
précédemment décrit dans la section 3.b. Une fois clonées dans le plasmide bactérien pGEMT,
toutes les constructions sont vérifiées par digestion enzymatique avec EcoRlI puis la position

mutée est vérifiée par séquencage.

Par la suite, chaque construction mutante est amplifiée par PCR pour le clonage dans la levure

osmodéficiente MH179 en utilisant des amorces spécialement congues pour générer des
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régions homologues au vecteur de levure pYX212 (Annexe. 1), qui était préalablement digéré

avec les deux enzymes de restriction EcoNlI et Hindlll (Fig. 14).

Profitant de la compétence en recombinaison homologue des levures, une co-transformation
est réalisée en utilisant 100 ng de vecteur linéarisé et 250 ng d'insert amplifié. Seuls les inserts
effectivement intégrés permettent aux levures de croitre sur le milieu sélectif pour le vecteur.
Enfin, une vérification par PCR sur colonies est effectuée pour confirmer I'intégration correcte

de chaque construction mutante.

HK1a
AD
o \
ECD1b °/
A
ECD1b ECD1b ~.“~’ - ECD1b
’ ®_H
pPGEMT- pYX- pYX-
HK1aECD1b HK1aECD1b HK1a ey HK1aECD1b
HK1b
ECD1a
= =
ECD1a ECD1a
pGEMT- pGEMT- pYX-
HK1bECD1a HK1bECD1a HK1bECD1a

Figure 14. Stratégie de clonage par recombinaison homologue dans le vecteur pYX 212 directement

dans la souche de levure MH179 pour des mutants par échange de domaines.

Les vecteurs bactériens pGEMT-HK1aECD1b et pGEMT-HK1bECD1a, servant de matrices pour la PCR, contiennent
respectivement les séquences codantes pour les domaines ECD1b et ECD1a. La PCR est réalisée en utilisant des
amorces spécialement congues pour produire des régions homologues au vecteur de levure pYX212,
préalablement digéré par les enzymes E pour EcoNI et H pour Hindlll. Cette construction est ensuite transformée

dans la souche de levure MH179.

b. Clonage dans le vecteur pGBKA

L'obtention du plasmide rapporteur GFP est basée sur l'assemblage par recombinaison
homologue de trois fragments clés : le promoteur du gene STL1 de levure, le gene rapporteur

GFPyy et le vecteur d’expression levure pGBKA portant le marqueur d’auxotrophie TRP1. Ce
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systeme est spécifiquement concu pour des tests de criblage dans la souche de levure osmo-

déficiente MH1354.

Pour réaliser cet assemblage, nous avons utilisé le kit NEBuilder (NEB), selon les instructions
fournies par le fabricant. Le NEBuilder a permis un assemblage simultané de ces 3 fragments
d'ADN. Une analyse plus détaillée de cette construction et de ses résultats obtenus sera

présentée dans la section “Résultats”.

C. Clonage dans les vecteurs pET28 et pET32a

Ce clonage nous a permis de préparer des souches bactériennes destinées a I'expression des
protéines recombinantes HK1aECD et HK1bECD pour la purification ultérieure de ces
protéines. Nous avons entrepris le clonage des séquences codant pour les domaines
extracellulaires des protéines HKla et HKlb (HK1aECD et HK1bECD), présentes sur les
constructions pGEMT-HK1a et pGEMT-HK1b. Par le biais d'une amplification PCR spécifique,
nous avons obtenu des fragments d'ADN comprenant des sites de restriction Sall et Notl, grace

a l'utilisation des amorces HK1ECD Not3 et HK1ECD Sal5 (Fig. 15, Tab.10).

Au cours de cette étude, nous avons utilisé deux vecteurs d’expression pour la production de
notre protéine d'intérét : le vecteur pET28a et le vecteur pET32a (Annexe. 1). Ces vecteurs ont
été choisis afin de produire de grandes quantités de protéine dans E. coli. lls permettent
également I'expression de la protéine avec un tag en N-terminal de six histidines, ce qui facilite
la purification de la protéine par chromatographie d'affinité sur nickel immobilisé. Le vecteur
pET32a se distingue du vecteur pET28a par la présence d'une protéine de fusion
supplémentaire, la thiorédoxine (Trx), qui est associée a la protéine d'intérét. Cette protéine

de fusion augmente la solubilité de la protéine d’intérét, ce qui justifie le choix de ce vecteur.

Les clonages des ECD dans le vecteur pET28a avaient déja été réalisés. Pour les clonages dans
pET32a, les produits d'amplification sont purifiés puis insérés dans ce vecteur, préalablement
digéré par Sall et Notl (Fig. 15) dans un volume final de 100 uL en présence du tampon
approprié. Pour garantir |'efficacité de la ligation, nous avons respecté un ratio insert:vecteur
de 3:1, en effectuant la réaction a 37°C pendant 15 minutes en présence du tampon de ligase.

Les clones obtenus ont été vérifiés par séquencage en utilisant les amorces T7prom et T7term
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(Tab. 9). Par la suite, les constructions obtenues ont été transformées dans les souches

bactériennes E. coli BL21 et Rosetta.

ECD

Amorce A1l

“_» ECD

V\

Amorce A2

sall  ECD  Notl

TrxA

PGEM-T HK1

Ligation Produit de la ligation

Figure 15. Stratégie de clonage du domaine ECD dans le vecteur d’expression bactérienne pET32a.

Le vecteur pGEMT-HK1, servant de matrice pour la PCR, contient la séquence codante du domaine ECD. La PCR
est mise en ceuvre en utilisant les amorces flanquantes A1 pour HK1ECD Sall (amorce sens) et A2 pour HK1ECD
Notl (amorce antisens), qui englobent respectivement les sites de restriction Sall et Notl. Le produit PCR obtenu
est encadré par ces sites de restriction, permettant son clonage dans le vecteur pET32a, préalablement digéré par
les mémes enzymes. Ce vecteur d'expression porte deux tags, His et Trx, en plus d'un géne conférant la résistance

a l'ampicilline.

Tableau 10. Amorces utilisées pour le clonage du domaine ECD dans le vecteur pET32a.

Amorces Orientation Séquences
HK1ECD Sal5 Al 5’-3’ CGCGTCGACTGACAAGAAGCTATACAAAA
HK1ECD Not3 A2 3’-5’ ATGCGGCCGCCTATTTGAATGCTCTCTC

6. Expérience de complémentation fonctionnelle chez la levure

Afin d'évaluer la fonctionnalité des divers mutants créés, des essais de complémentation
fonctionnelle sont systématiquement menés au sein de la souche de levure MH179. Le
plasmide pPD2133, qui exprime I'osmosenseur de levure SLN1, sert de témoin positif (pPD-

SLN1), tandis que le vecteur vide pYX212 fait office de témoin négatif.

Les cellules de levure cultivées en présence de galactose sans uracile (SG-Ura) sont utilisées
pour sélectionner la transformation. Ces cellules sont ensuite striées ou déposées en goutte

sur un milieu sélectif avec glucose (SD-Ura) dépourvu de NaCl ou supplémenté avec 0,3 M, 0,6
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M, ou 0,9 M NaCl. Ces cultures sont maintenues a 30°C pendant 3-4 jours afin de réaliser les
tests de complémentation en osmosensing. Lorsque les concentrations de NaCl atteignent 1,2
M ou 1,5 M, une période de culture de 5 a 7 jours est nécessaire. Des expériences
complémentaires ont été effectuées sur un milieu SD-Ura infusé de PolyEthylene Glycol 6000
a 50% (PEG50 p/v), mannitol 1 M et sorbitol 1 M pendant une nuit. Pour chacune de ces
conditions, trois séries de dilutions décimales sont préparées a partir d'une densité optique a

600 nm (DOsoo) de 0,2, et 5 uL de chaque dilution sont déposés sur le milieu.

L'osmolarité des solutions liquides est mesurée a l'aide d'un micro-osmometre de type
Roebling 13DR. Avant la mesure, le milieu en gel PEG est fondu. Les valeurs obtenues

représentent la moyenne de trois répétitions.

7. Production et purification des protéines recombinantes

a. Expression des protéines recombinantes

1) Culture bactérienne

Tout d'abord, les cultures sont mises a incuber dans le milieu LB contenant I"antibiotique
approprié (ampicilline pour pET32a et kanamycine pour pET28 dans BL21, + chloramphénicol
dans Rosetta) pendant une durée de 2 a 3 heures jusqu’a obtention d’une absorbance a 600
nm comprise entre 0,6 et 0,8. Ensuite, 0,25 mM d’lsoPropyl B-D-1-ThioGalactopyranoside
(IPTG) sont ajoutés pour induire |'expression des protéines. Suite a cette addition, une

incubation supplémentaire de 4 heures est réalisée dans les mémes conditions.

2) Lyse bactérienne

Les bactéries sont récoltées par centrifugation a 4000 g pendant 30 minutes a 4°C. Le culot
cellulaire est resuspendu dans un tampon de lyse composé de Tris-HCl a 20 mM pH8, NaCl a
300 mM, lysozymes a 5 pg/mL, DNase 2U et PMSF 1X. Cette étape est suivie d'une incubation
de 30 minutes a 37°C pour assurer une lyse cellulaire efficace. Les protéines sont ensuite

récupérées dans le surnageant aprés une centrifugation de 30 minutes a 25000 g et a 4°C.

L’expression des protéines est validée par une analyse par SDS-PAGE, offrant un apercu visuel

de I'expression protéique.
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b. Analyse de la production et de la solubilisation par SDS-PAGE

Cette analyse comprend le chauffage des échantillons dans le tampon Laemmli 1X contenant
Tris-HClI 60 mM pH 6,8, DTT 100 mM, SDS 2%, glycérol 10% et le bleu de bromophénol 0,5 g/L
pendant 5 minutes a 100°C. Les échantillons sont ensuite refroidis dans la glace et centrifugés

brievement pour récupérer la condensation dans le bouchon.

Pour la migration, une solution tampon Tris-Glycine 1X avec SDS 10% est utilisée. Les
échantillons sont chargés sur un gel de polyacrylamide a 10% et la migration est effectuée
pendant 50 minutes a un courant constant de 25 mA. Chaque puits du gel regoit 20 uL
d'échantillon de protéines et 7,5 pL d'un marqueur de poids moléculaire multicolore a plage
étendue (Multicolor Broad Range Protein Ladder, Euromedex). Ce marqueur précoloré offre
une échelle de taille de protéine allant de 10 a 260 kDa, permettant une identification

immédiate de la taille des protéines.

Suite a la migration, les protéines séparées sont visualisées par coloration au bleu de
Coomassie dans une solution de fixation a I'éthanol pendant une a deux heures puis le gel est

décoloré dans de I'’eau toute une nuit a température ambiante.

C. Détermination de la concentration en protéines

Pour compléter l'analyse de I'expression et de la solubilisation des protéines recombinantes,
une évaluation quantitative est effectuée en utilisant la méthode de Bradford. Cette méthode
colorimétrique, basée sur la liaison du bleu de Coomassie aux acides aminés basiques et
aromatiques, a permis une détermination précise de la concentration protéique. Les
échantillons de protéines sont préparés et le dosage est effectué selon le protocole standard

de Bradford (Bradford, 1976).

d. Purification des protéines recombinantes : Chromatographie d’affinité
sur nickel immobilisé
Suite a la lyse cellulaire, le surnageant, contenant les protéines recombinantes, est recueilli
pour |'étape de purification. Ce processus est réalisé par chromatographie d'affinité sur
colonne de Ni-NTA, exploitant I'interaction entre les ions de nickel Ni%* fixés a la résine de la
colonne et le tag d'histidine (His-Tag) situé sur le c6té N-terminal de la protéine. Ces

interactions sont attribuées aux propriétés des histidines dont le noyau imidazole posséde une
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paire d'électrons libres, portée par un atome d'azote, qui peut former des complexes avec des

ions métalliques divalents tels que Ni?*, Cu?* ou Co?*.

Le surnageant contenant la protéine solubilisée est alors dilué 10 a 25 fois dans le tampon
contenant du Tris 50 mM a pH 8, NaCl 200 mM, urée 2 M et imidazole 10 mM, et est injecté a
un débit de 1 mL/min sur une colonne HisTrap couplée & un systéme de purification Akta
(Cytiva), préalablement équilibrée avec le tampon A d'équilibration contenant du Tris-HCl 50
mM a pH 8, NaCl 200 mM et imidazole 10 mM. Ce qui est recueillilors de I'injection correspond

au "flow-through".

Aprées l'injection de I'échantillon, un lavage est réalisé avec la solution d'équilibration. La
conductimétrie et l'absorbance a 280 nm sont suivies en continu. L'élution est ensuite
effectuée avec le tampon B d'élution contenant du Tris-HCI 50 mM a pH 8, NaCl 200 mM et

imidazole 500 mM. Un pic d'élution est observé, indiquant la présence de la protéine d'intérét.

8.  Site expérimental et conditions de récolte des feuilles de peuplier

a. Site expérimental de la plantation du peuplier

Quatre génotypes de peuplier distincts ont été sélectionnés pour cette étude : Skado, Koster,
Dellinois et Jean Pourtet (Tab. 2). Ces différentes variétés ont été cultivées dans une pépiniére
expérimentale de la station de recherche INRAE d’Orléans située a Ardon qui a été installée

au printemps 2015 (Fig. 16).

Le dispositif expérimental en pépiniere est subdivisé en quatre parcelles. Chaque parcelle
représente une modalité de culture différente. Cependant, seulement deux de ces parcelles
sont retenues pour notre collecte. La premiere parcelle, qualifié de "parcelle irriguée", est
équipé d'un systeme d'irrigation de goutte-a-goutte, tandis que la deuxiéme parcelle, identifié
comme la "parcelle non irriguée", ne bénéficie pas de ce systeme et posseéde en plus un
systeme d’exclusion de pluie qui réduit d’environ 25% la quantité d’eau de pluie recue. Ces
deux parcelles présentent donc deux conditions hydriques distinctes pour I'étude des mémes

génotypes.
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Figure 16. Dispositif expérimental en pépinieére.

A) Vue satellite de la plantation expérimentale composée de 4 parcelles avec 4 conditions de culture différentes
(47° 82’ N et 1° 91’ E, 106m a.s.l). © 2017 HERE-© 2017 Microsoft Corporation © 2017 DigitalGlobe © CNES
(2017) Distribution Airbus DS. B) Représentation schématique d’une parcelle expérimentale divisée en 4 blocs

randomisés eux méme subdivisés en 4 sous-blocs monoclonaux.

b. Conditions d’échantillonnage

La récolte des feuilles de ces arbres est effectuée a trois moments distincts au cours de la
saison de croissance, afin d'obtenir des échantillons représentatifs de diverses phases de
développement de la feuille. Le premier prélevement a eu lieu en début de saison (Juillet),
lorsque les plants étaient encore exempts de stress hydrique. Un deuxiéme préléevement est
réalisé en milieu de saison (Septembre), période a laquelle les arbres peuvent commencer a
montrer des signes de stress hydrique. Enfin, un troisieme et dernier prélevement est effectué

en fin de saison (Octobre), moment ou les feuilles de peuplier sont en phase pré-sénescence.
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Immédiatement apres la récolte, les feuilles sont congelées sur place dans de I'azote liquide
pour préserver au mieux leurs caractéristiques biochimiques. Elles sont ensuite stockées a une

température de -80°C en attendant d'étre extraites pour analyse ultérieure.

9. Production des phytoextraits de peuplier

La préparation des phytoextraits de feuilles de peuplier a été réalisée a I'Institut de Chimie
Organique et Analytique (ICOA). Elle commence par la lyophilisation des feuilles récoltées
pendant une nuit pour garantir un séchage complet. Les feuilles lyophilisées sont ensuite
finement broyées pour obtenir une poudre homogéne. Pour chaque gramme de cette poudre
de feuilles, 20 mL d'éthanol a 70 % sont utilisés pour I'extraction. Afin d'optimiser I'extraction
des composés phytochimiques, un traitement par ultrasons est appliqué pendant une heure a
température ambiante. Cette méthode d'extraction assistée par ultrasons a permis de
maximiser le rendement en composés actifs. Les extraits sont ensuite centrifugés, permettant
la séparation et la récupération du surnageant qui contient les composés d'intérét. Le
surnageant récupéré est séché sous un flux d'azote pendant plusieurs jours jusqu'a

I'évaporation compléete de I'éthanol.

Enfin, les extraits séchés sont resuspendus a une concentration finale de 10 mg/mL. Pour les
échantillons provenant de St-Cyr-en-Val, deux techniques d'extraction ont été employées en
utilisant deux solvants distincts : I’éthanol a 70% et I'acétate d'éthyle pur. Lors de la premiere
extraction, le résidu sec a été dissous dans de I'éthanol a 50%. En paralléle, le résidu obtenu
de l'extraction a l'acétate d'éthyle a été solubilisé dans une combinaison d'acétonitrile et
d'isopropanol a 50 %. Concernant les échantillons d’Ardon, ils ont été extraits uniquement

avec de I'éthanol a 70%, et le résidu sec a ensuite été solubilisé dans de |'éthanol a 50%.

10. Chromatographie liquide a ultra haute performance couplée a la spectrométrie
de masse (UHPLC-MS)

L'étude des phytoextraits issus de divers génotypes de peuplier a été réalisée au moyen de la
technique UHPLC-MS au sein de I'ICOA. La phase mobile utilisée était un mélange de I'eau
enrichie de 0,1% d'acide formique et d'un mélange méthanol/isopropanol avec 0,1% d'acide

formique. Le gradient d'élution était établi comme suit : 0 min a 100% A, 20 min a 50% A et
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50% B, puis progressivement modifié a 10% A et 90% B a 21 min, maintenu jusqu'a 26 min, et
revenu a 100% A jusqu'a 36 min. La séparation a été effectuée sur une colonne Hypersil Gold
aQ (Thermoscientific dimensions : 100 x 2,1 mm) a un débit de 0,4 mL/min et une température
de 40°C, avec un volume d'injection de 2 uL. Cette méthode chromatographique a offert une
résolution optimale pour une analyse détaillée des profils chimiques des extraits foliaires de

peuplier étudiés.

Quatre détecteurs ont été mis en ceuvre pour l'analyse des composés. Le premier, opérant a
une longueur d'onde de 280 nm dans le domaine UV, est spécifiquement congu pour repérer
les molécules ayant des groupements chromophores, a l'instar des polyphénols ou des
flavonoides. Le second, un détecteur DEDL, identifie les composés présentant une volatilité
moindre par rapport a la phase mobile, ce qui inclut des molécules telles que les sucres et les
terpenes, moins visibles en UV. Le troisieme détecteur, fonctionnant a 366 nm, cible les
composés dotés de groupements chromophores, et permet de différencier les flavonoides des
composés phénoliques que I'on ne voit pas a cette longueur d’onde. Enfin, le quatrieme
détecteur, opérant a 440 nm, est dédié a la détection des molécules ayant des groupements
chromophores et permet de différencier les pigments tels que les caroténoides et les

chlorophylles, des autres composés présents dans I'échantillon.

11. Protocole de criblage

Initialement, des colonies de la souche de levure MH1354 sont inoculées dans 1,5 mL de milieu
—UW + Gal. Cette culture est mise en incubation toute la nuit a une température de 29°C, avec
une agitation constante a 250 rpm. Le lendemain, la densité optique de chaque culture est
mesurée a une longueur d'onde de 600 nm afin d’obtenir une DOsgo de 0,25 en la diluant dans
le méme milieu. Ensuite, la culture est incubée a 29°C sous agitation jusqu'a obtenir une DOsoo

de 1, ce qui a généralement nécessité une période d'environ 7-8 heures.

Ensuite, les plaques de microtitration stériles (96 puits) sont préparées en ajoutant la culture
(216 pL) et les conditions de stress correspondant a chaque osmosenseur sont appliquées (54
uL pour NaCl 0,9 M). Par la suite, les ligands a tester, tels que les phytoextraits, les acides
aminés et les exsudats racinaires sont ajoutés a chaque puits de la plaque (30 pL). Ces plaques

sont ensuite incubées toute la nuit a 29°C, avec une agitation constante a 225 rpm.
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Le lendemain, I'absorbance de chaque puits est mesurée pour quantifier les levures et ainsi
normaliser les résultats de fluorescence. Pour terminer, la fluorescence de chaque puits est
mesurée en triplicata a l'aide d'un spectrofluorimétre (BMG Labtech), permettant ainsi

d'obtenir une mesure de I'activité de I'osmosenseur en réponse aux ligands testés.

12. Spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS)

La Spectrométrie de Masse a Haute Résolution (HRMS) est utilisée pour l'identification des
composés chimiques qui pourraient étre responsables des effets observés sur les plantes
testées. Ces analyses sont réalisées en utilisant un spectrométre de masse UHPLC-HRMS

(Bruker maXis) de I'lCOA.

Les échantillons sont analysés en utilisant une source d'lonisation ElectroEpray (ESI) et un
analyseur de type quadrupéle-temps de vol (Q-TOF). La phase mobile est constituée de deux
solvants A : H20 + 0,1 % d'acide formique et B : ACN + 0,1 % d'acide formique suivant un
gradient qui permet de bien séparer les différents composés présents dans nos échantillons
en fonction de leur solubilité relative dans les solvants A et B. Le gradient utilisé est : 0 min (97
%A+3%B);0,4mn(97% A + 3% B) ; 15,1 min (15 % A + 85 % B) ; 16,1 min (0 % A + 100

% B); 18,1 min (0 % A + 100 % B) ; 18,3 mn (97% A+ 3 % B) ; 21,1 min (97 % A + 3 % B).

L'analyse est réalisée avec une colonne Phenomenex Luna Omega 1,6 um 150*2,1 mm, un
volume d'injection de 2 pL, un débit de 0,5 mL/min, une température de 40°C et un temps

d'analyse de 21 minutes.

Les données obtenues sont traitées avec le logiciel Data Analysis (Bruker). Les masses
moléculaires précises des pics observés dans les spectres sont déterminées et les formules
correspondantes sont identifiées grace a une recherche dans la base de données Lotus et dans

la littérature existante.
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PARTIE |

CARACTERISATION DES DOMAINES IMPLIQUES DANS LA
FONCTIONNALITE D’"OSMOSENSEUR DES RECEPTEURS HK1 CHEZ
LE PEUPLIER

Au sein de notre équipe de recherche, nous nous sommes concentrés sur I'étude de la voie de
signalisation de type MSP, qui semble étre impliquée dans la réponse du peuplier a la contrainte
hydrique. L'ensemble des partenaires impliqués dans cette voie pour les deux types de récepteurs
HK1 du peuplier ont été déja été identifié (Bertheau et al., 2012 ; 2013; 2015 ; Héricourt et al.,
2013; 2016 ; Chefdor et al., 2018 ; Djeghdir et al., 2021). Ces récepteurs présentent un large
domaine extracellulaire (ECD) exposé a |'extérieur de la cellule dans I'apoplasme et encadré par
deux domaines transmembranaires (TM1 et TM2). Au niveau cellulaire, le stress sécheresse est
percu comme un stress osmotique, mais le mécanisme précis de cette perception, appelée
osmosensing, demeure encore mal compris. Cette partie du mémoire est dédiée a I'étude
approfondie des deux récepteurs HK1 chez le peuplier, avec l'objectif de caractériser les
domaines responsables de leur fonctionnalité d’osmosenseurs. Deux axes méthodologiques

majeurs ont été privilégiés pour parvenir a cet objectif :

Approche Génétique : La premiere méthode consiste en une approche génétique pour identifier
les déterminants de I'osmosensing de ces récepteurs. Le chapitre | détaille les résultats de ces
investigations et présente I'article publié intitulé "Searching for Osmosensing Determinants in

Poplar Histidine Aspartate Kinases".

v" Approche Biochimique : La seconde méthode est une approche biochimique axée sur
I'étude de I'ECD. En effet, celui-ci revét une importance particuliére non seulement
pour la recherche de ligands spécifiques, dont l'identification constituerait une
avancée scientifique majeure en apportant une réponse a une question en suspens au
sein de la communauté scientifique depuis de nombreuses années, mais aussi pour des
études structurales futures, par cristallographie, dont la caractérisation de la structure
3D constituerait une premiére dans le domaine végétal. Les résultats correspondants

sont exposés dans le chapitre Il.
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CHAPITRE |

Caractérisation fonctionnelle des déterminants
osmosenseurs des HK1 chez le peuplier
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A Présentation de |'article

Dans le cadre de ce premier article, notre recherche s'est centrée sur la caractérisation fine
des éléments clés qui conferent aux deux HK1 leur fonction d’osmosenseur observée chez la

levure.

Deux questions principales ont guidé notre étude :

Le domaine CACHE : domaine senseur des récepteurs HK1 ?

Chez la levure, il a été démontré que l'intégrité de 'ECD de I'osmosenseur SLN1 est crucial
pour sa fonction de détection des changements de pression de turgescence (Reiser et al.,
2003). Une analyse computationnelle approfondie sur les récepteurs senseurs a mis en
évidence que le domaine dit "extracellulaire PAS" (Per/Arnt/Sim) correspond a un domaine
CACHE (Upadhyay et al., 2016). Ce domaine compose la plus grande superfamille de senseurs
extracellulaires chez les procaryotes, et il a été identifié comme un domaine de signalisation
capable de se lier a de petites molécules (Anantharaman & Aravind, 2000). Ce domaine
CACHE a également été trouvé dans l'osmosenseur de levure SLN1, ainsi que dans les
osmosenseurs putatifs d’Arabidopsis (AHK1) et du peuplier (HK1a). L'analyse des séquences
protéiques de I'ECD de protéines homologues a AHK1 chez diverses especes végétales, a mis
en évidence une nette conservation de cet ECD. En conséquence, nous nous sommes fixés
comme objectif d’examiner plus en détail le réle spécifique de ce domaine dans la fonction
d'osmosensing des récepteurs HK1 chez le peuplier. Pour explorer cette question, nous avons
testé, par complémentation fonctionnelle dans la souche de levure doublement mutée sin1A

SholA, des mutants ponctuels obtenus aprés modélisation de séquence de I'ECD des

protéines HK1a et HK1b.

Quel élément détermine la différence d’efficacité de réponse au stress osmotique entre HK1a

et HK1b ?

De multiples recherches ont souligné le réle essentiel des domaines transmembranaires TM
dans la fonction des récepteurs HK. Par exemple, I'importance des domaines TM pour la
fonction de SLN1 a été démontrée par une analyse d’échange de domaines entre SLN1 et le
récepteur a cytokinine AHK4 d'Arabidopsis (Reiser et al., 2003). De plus, des mutants de AHK4,

présentant une activité constitutive (gain de fonction), ont été identifiés avec une mutation
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au niveau du second domaine TM (Miwa et al., 2007). Une autre étude sur Arabidopsis a
révélé des mutants a gain de fonction mutés sur le 4™ domaine TM d’AHK2 (Bartrina et al.,
2017). Ces découvertes soulévent des questions fondamentales sur le r6le des domaines TM

en plus du domaine ECD dans la perception et la signalisation des récepteurs HK.

De plus, des études antérieures ont montré que les récepteurs HK1la et HK1b ont une
fonctionnalité divergente en réponse au stress osmotique, HK1b permettant une meilleure
réponse que HK1a (Héricourt et al., 2016). Dans ce contexte, nous avons cherché a déterminer
si le domaine CACHE dans I'ECD, voire le domaine TM2, étaient impliqués dans cette

différence.

Pour ce faire, des tests de complémentation fonctionnelle dans la levure ont également été
menés sur des mutants de HK1a et HK1b, dont les domaines ECD et/ou TM2 ont été échangés
entre les deux récepteurs. L'ensemble de ces mutants a été généré par mutagenése dirigée
par PCR et les tests ont été réalisés dans la souche de levure MH179 osmodéficiente pour les

deux protéines clés de la levure impliquées dans I'osmosensing (s/n1A sholA).

B. Principaux résultats

Premieérement, I'analyse de I'alighement des ECD des protéines homologues du récepteur
d'Arabidopsis AHK1 a révélé que le domaine CACHE était bien conservé chez de nombreuses
espéeces végétales. Cette conservation souligne I'importance de ce domaine et a conduit a
I'hypothése que le domaine CACHE pourrait étre responsable de la capacité d'osmosensing
des récepteurs HK1. Pour tester cette hypothése, des mutants des récepteurs HK1a et HK1b
ciblant des positions potentiellement en interaction avec le ligand dans le domaine CACHE
ont été créés. En effet, pour identifier ces positions potentielles, les structures 3D des ECD de
HK1a et HK1b ont été modélisées et superposées a celles d'un domaine CACHE bactérien du
récepteur a I'histamine TlpQ de Pseudomonas aeruginosa PAO1 lié a son ligand, I'histamine
(PDB 6FU4) (Baek et al., 2021). Trois zones dans les modeles HK1a et HK1b ont été identifiées
comme pouvant étre impliquées dans la liaison au ligand. Par conséquent, des positions
identiques dans les deux protéines ont été choisies dans chacune des zones et ont été mutées

en alanine. Les résidus ciblés étaient T324A, S304A, K296A pour HKla et T331A, Q311A,
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K303A pour HK1lb. Ces mutants, simple ou triple, ont été testés par la suite par

complémentation fonctionnelle dans la levure osmodéficiente.

Deuxiemement, nos résultats montrent que les mutations spécifiques apportées aux
récepteurs HKla (T324A, S304A, K296A) et HK1lb (T331A, Q311A, K303A) semblent
légerement améliorer la réponse au stress osmotique par rapport a HK1a WT et HK1b WT
respectivement, ce qui suggére l'implication de ces acides aminés dans la fonction
d'osmosensing, potentiellement en interaction avec un ligand. Cet effet a été observée en

présence de stress induit par le NaCl (0,9 M) ou par le PEGgooo (50%).

Enfin, pour identifier les facteurs responsables de la réponse différentielle au stress
osmotique entre HK1a et HK1b, des mutants par échange de domaines ECD et/ou TM2 ont
été testés. Nos résultats ont montré que HK1la avec les domaines ECD ou TM2 de HK1b
présentait une meilleure tolérance au stress osmotique que HKla WT. Par ailleurs, la
diminution de la réponse au stress osmotique attendue de HK1lb n'a pas été observée.
Cependant, des tests a des concentrations plus élevées de NaCl (1,2 M et 1,5 M) ont montré
une diminution de la réponse pour HK1b lorsque le domaine TM2 est échangé, confirmant
gue les domaines ECD et surtout TM2 sont impliqués dans la fonction d'osmosensing de ces

récepteurs.

C. Conclusion et perspectives

Cette étude met en évidence l'importance fonctionnelle des domaines CACHE et TM2 dans
les récepteurs HK1a et HK1b du peuplier. Etant donné que le domaine CACHE est conservé
dans une grande variété de protéines homologues a HK1 chez les plantes, il est raisonnable
de postuler que ce domaine joue un role dans I'osmosensing chez les plantes. De plus, nous
avons pu identifier des acides aminés potentiellement impliqué dans la fixation d’un ligand.
La détermination structurelle du domaine CACHE pourrait offrir des informations
intéressantes pour confirmer ces résultats, et fournirait pour la premiére fois des données
structurales chez les plantes pour ce type de HK (cette partie sera abordée dans le chapitre
suivant). De méme, l'identification d'un ligand spécifique au domaine CACHE pourrait

apporter des éléments clés pour comprendre les mécanismes de I'osmosensing (abordé dans
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le chapitre 1V). Par ailleurs, le domaine TM2 semble contribuer a la différence observée dans
la réponse au stress osmotique entre HK1la et HK1lb. Cependant, d’autres parties de ces
protéines semblent impliquées et des études pourraient explorer le role de la partie

cytoplasmique du récepteur HK1b en totalité (CP) ou en partie (Domaine His Kinase ou Rec).

L’ensemble de ce travail est présenté dans I'article ci-dessous.
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Abstract: Previous works have shown the existence of protein partnership, belonging to a MultiStep
Phosphorelay (MSP), potentially involved in osmosensing in Populus. The first actor of this signalling
pathway belongs to the histidine-aspartate kinase (HK) family, which also includes the yeast osmosen-
sor SIn1, as well as the Arabidopsis putative osmosensor AHK1. In poplar, the homologous AHK1
protein corresponds to a pair of paralogous proteins, HK1a and HK1b, exhibiting an extracellular
domain (ECD), as in SInl and AHK1. An ECD alignment of AHKI-like proteins, from different plant
species, showed a particularly well conserved ECD and revealed the presence of a cache domain.
This level of conservation suggested a functional role of this domain in osmosensing. Thus, we tested
this possibility by modelling assisted mutational analysis of the cache domain of the Populus HK1
proteins. The mutants were assessed for their ability to respond to different osmotic stress and the
results point to an involvement of this domain in HK1 functionality. Furthermore, since HK1b was
shown to respond better to stress than HK1a, these two receptors constituted a good system to search
for osmosensing determinants responsible for this difference in efficiency. With domain swapping
experiments, we finally demonstrated that the cache domain, as well as the second transmembrane
domain, are involved in the osmosensing efficiency of these receptors.

Keywords: histidine-aspartate kinase (HK); cache domain; extracellular domain (ECD); transmem-
brane (TM) domain; MultiStep Phosphorelay (MSP); Osmosensing; Populus; drought signaling

1. Introduction

Water deficit is one of the most important environmental stresses affecting plant growth.
Therefore, understanding the mechanism of drought stress perception is a major challenge to
select new drought-tolerant plants. At the cellular level, this abiotic stress is perceived as an
osmotic stress, and the plant mechanism of osmosensing is still unresolved, thus constituting an
ongoing research field of particular interest [1,2]. So far, the best-known eukaryote osmosensing
pathway corresponds to the one of the yeast Saccharomyces cerevisiae [3]. This pathway involves
a MultiStep Phosphorelay (MSP) composed of (i) SIn1, a hybrid-type histidine-aspartate kinase
(HK) osmosensor, (i) Ypd1, a histidine-containing phosphotransfer (HPt) protein and (iii) Ssk1,
the response regulator (RR). Under isotonic conditions, SInl is active and autophosphorylates
on histidine-conserved residue in its own transmitter domain (TD), then transfers the phos-
phate group to its own C-terminal receiver domain (RD) [4,5]. This phosphate group is then
transferred to Ypd1 and, finally, to Ssk1, leading to the inactivation of the HOG pathway. On
the other hand, under hyper-osmotic stress conditions, SInl phosphorylation is repressed,
leading to the activation of the HOG Mitogen-Activated Protein (MAP) kinase cascade [6].
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In yeast, SIn1 is integrated into the membrane by two transmembrane domains,
flanking an extracellular domain (ECD) in the N-terminal part [4]. It has been shown that
the integrity of this ECD is essential for its sensor function, in response to change in turgor
pressure [7]. Furthermore, another HK protein, AHK1, has been proposed to be involved
in osmosensing in Arabidopsis since this HK is able to perceive osmotic stress in yeast,
triggering HOG pathway activation [8,9], and is located at the plant plasma membrane [10].
In planta analysis of ahk1 mutants gave evidence that AHK1 (i) acts as a positive regulator
of osmotic stress signalling, (ii) is involved in drought tolerance [9,11] and (iii) controls
plant water status, probably by determining stomatal density [12].

In Populus, two proteins homologous to AHK1 have been identified, namely HK1a
and HKI1b [13,14]. Unlike Arabidopsis, the full MSP for both poplar HK1s has been
determined with HPt and RR partners [15-20]. These HK1s’ partners have been shown to be
shared with the cytokinin (CK) MSP, showing interconnection between these two signalling
pathways [21].

Recently, a large computational analysis on sensor receptors was performed and re-
vealed that the so-called “extracellular PAS” (Per/Arnt/Sim) domain is indeed a cache
domain [22]. This study revealed that cache domains are widely present in all kinds of
living organisms and comprise the largest superfamily of extracellular sensors in prokary-
otes. A cache domain was initially identified as a signalling domain able to bind small
molecules, common to animal Ca?* (Ca) channel subunits and prokaryotic chemotaxis
(che) receptors [23]. This domain was identified in a wide range of extracellular domains
of ligand-binding proteins. A secondary structure consensus has been characterized with
three 3 sheets, followed by an « helix and two more 3 sheets. In 2016, Upadhyay and
colleagues refined the existing models and established eight new classes of cache domain
models: four single and four double. This new design allowed the identification of more
than 50,000 new proteins bearing a cache domain. Among them, the yeast osmosensor
SInl, as well as the putative plant osmosensors from Arabidopsis (AHK1) and poplar
(HK1a), were identified (HK1b was not available in the database at this time). All these
data questions on the possible involvement of the cache domain in these plant receptors,
and a deeper insight into this domain function, seem to be of particular interest.

Based on these findings, we performed an alignment of the ECD of AHK1 homologous
proteins from different plant species, revealing a well-conserved cache domain in sequence
and structure. Since AHK1 and HK1a/b were characterized as osmosensors in yeast, this
alignment result allowed us to hypothesize that this cache domain may be responsible for
the osmosensing capacity of these receptors. We tested this possibility by a genetic approach
with a mutational analysis of poplar HK1a and HK1b cache domains. A rational mutation
design, assisted by modelling, was used to direct point mutations, and mutants were tested
in a complementation assay, with an osmodeficient yeast strain challenged on different
osmotic stress and strength. These assays allowed us to identify positions that could be
involved in protein functionality. Moreover, according to previous results demonstrating
that HK1b is able to respond to osmotic stress more efficiently than HK1a [14], we per-
formed domain swapping experiments between the two HK1s to identify the determinant
of osmosensing efficiency in these two HK receptors. Furthermore, according to literature,
a convergent bundle of evidence pinpoints the importance of the last transmembrane (TM)
domain in HK functionality for yeast SIn1 [7], as well as plant CK receptors AHK4 (also
named CREL1) [24] or AHK2 [25]. These data lead us to test the impact of such a domain in
the efficiency of our poplar HK1 receptors. Thus, we determined that cache domain in the
ECD, as well as in second TM domain, play a role in osmosensing functionality. Finally, the
involvement of these osmosensing determinants is discussed.

2. Results
2.1. HK1a/b Contain a Conserved Cache Domain in Their ECD

According to Upadhyay and colleagues (2016), a cache domain is present in the
osmosensor SInl and the putative plant osmosensors AHK1 and HK1a (Figure 1A). This
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HK1Catharanthus
HK1Mimulus
HK1lycopersicum
HKlaPopulusDk 266
HK1bPopulusDk 273
HK11Cassava
HK12Cassava
HK1Ricinus
HK11Linum
HK12Linum
HK11Gossypium
HK1Theobroma
HK12Gossypium
HKlpapaya
HK1Brassica
HK1Thellungiella
HK1Arabidopsis
HK11Glycine
HK12Glycine
HK12Phaseolus
HK12Medicago
HK11Medicago
HK11Phaseolus
HK1Malus
HK1Prunus
HK1Cucumis
HK1Vitis
HK1Eucalyptus
HKlAquilegia

cache domain corresponds to the model type dcache_1 (first type of double cache domain)
and presents two cache sub-domains (residues 154-364 in HK1a and 161-371 in HK1b) [22].
If this domain constitutes a specific motif involved in the functionality of the receptor,
one may expect that it should be present and conserved among different plant species.
Consequently, we retrieved the sequence of 27 AHK1 homologous proteins from 21 plant
species and performed an alignment of their respective ECD sequence, based on the
sequence between the two transmembrane domains of HK1a/b. Figure 1B presents a zoom
of this alignment (full ECD alignment in Figure S1), corresponding to the second cache
sub-domain, and shows that ECD sequences are well-conserved across a wide range of
plant species. Moreover, the conserved sequences are well superimposed with the specific
secondary structures of a cache domain (1, 32, 3, «1, 4, B5) [23], indicating that a
cache domain is indeed present in the ECD of numerous HK1-like proteins. This level of
conservation pinpoints the possible importance of this domain in the functionality of these

receptors and could correspond to a functional osmosensing domain in plants.

SSPISPDELINIAGISQVPDGOASWHVAVSKYTDSPLLSAALPVWDSTKEIIVAVVGVTTALYSVGOLMKETCRVHSGH~IYLTSQEGWWLATSTNTPLLMNSST
ATQIPPDELINIAGISQVPDGTASWHIAVSKYTDSPLLSAALPVWDPSHESIVAVVGVTTALYSVGOLMKELVEFHSGH-TYLTSQEGWLLATSTRTPLLMNSTT
RSIIPPDELINIAGISQVPDGAASWHVAVSKYTDSPLLSAALPVWDPSNKSIVAVVGVTTALYSVGQLMKEIVEFHSGH~-IYLTSQEGWLLATSTNSPLLMNTTK
ASPI INIAGLSQ YTDSPLLSAAL VAVVGV IYLTSQEGYLLATSTNAPLLTNSTR
ASPIPPDDLINIAGLSQ Y LQAAL IVAVVGV IYLTSQEGYLLATSTNAPLLTNSTT
ASRIPPDDLINIAGFSEVQDGVASWHVAVSKYTDSPLLSAALPVRDASNESIVAVVGVTTALYSVGQLMRELVEVHSGH-IYLTSQEGYLLATSTNAPLLRNSTT
ASQIPPDDLINIAGFSQVPDGAASWHVAVSKYTDSPLLSAALPVRDASNKSIVAVVGVTTALYSVGQLMRELVEVHRGH-IYLTSQEGYLLATSTNAPLLRNSTV
ASEIQPDDLINIAGFSQVPDGAASWHVAVSKYTDSPLLSAALPVWDASNKSIVAVVGVTTALYSVGQLMKELVEVHESGH-IYLTSQEGYLLATSTNAPLLRNSSR
AQPILPDDLINIAGLSQVPDGVASWHVAVTKYADS PMLSAALPVWDASNKSIIAVVGVTTALYSVGQLMRELVEVHSGHMI YLTSQEGYLLATSTNAPLLTNSSS
AQPILPDDLINTAGLSQVPDGVASWHVAVTKYADS PMLSAALPVWDASNKS IIAVVGVTTALYSVGQLMRELVEVESGHMI YLTSQEGYLLATSTNAPLLTNSSS
ALPIPPDELINIAGPSQVPDGVASWHVSVSKYTDSPLLSAALPVWDSTNTSIVAVVGVTTALYSVGQLMKELVEVHSGY-IYLTSQEGYLLATSTNAPLLKNTTK
AKPIPPDDLINIAGPSQVPDGVASWHVAVSKYTDSPLLSAALPVRDASNTS IVAVVGVTTALYSVGQLMKELVEVHSGY -1 YLTSQEGYLLATSTNAPLLKNTTK
PSQIPPDDLINIAGPSQVPDGVASWHVSVSKYTDSPLLSAALPV IMAVVGVTTALFSVGQLMKEL Y-IYLTSQOGYLLATSTNAPLLKNTTK
QTQIPPDDLINIAGLSEVPDGVASWHVAVSKYTDSPLLSAALPVCDASNKSIVAVVGVTTALYSVGQLMKELVEVEGGH-IYLTSQEGYLLATSTNAPLLNNTTA
PLQIPPDDLINIAGISQVP! VIVSKYMDSPLLSAALPVFDASNKSIVAVVGVTTSLYSVGQLMRELVEVHGGH-IYLTSQEGYLLATSTDGPLLTNTSR
PLQIPPDDLINIAGISQ VTVSKYMDSPLLSAALPVFDASNKSIVAVVGVTTALYSVGQLMRDLVEVHGGH-IYLTSLEGYLLATSTNGPLLTYTSM
PLKIPPDDLINIAGISQVPDGEASWHVTVSKYMDSPLLSAALPVFDASNKSIVAVVGVTTALYSVGQLMRDLVEVHGGH-IYLTSQEGYLLATSTDGPLLKNTSN
VMPIAPEDSINTAGLSQVPDGVASWHVAVSKFTDSPLLSAALPVWDSSNKSIVAVVGVTTALYSVGQLMKELVEKHSGH~-MYLTSQEGYLLATSTNAPLLSNTTK

VRPIAPEDSINIAGLSQVPDGVASWHVAVSKFT LSAALP IEAVVGVTTALYSVGQLMKELVEKHSGH-MYLTSQEGYLLATSTNAPLLSNSTK
VMPIAPEDSINIAGLSQVPDGVASWHVAVSKFTDSPLLSAALPVWDSSNKSIVAVVGVTTALYSVGOLMKELVELHSGH-MYLTNQEGYLLATSTNAPLLSNSTK
AMKIAPEDSISIAGLSQVPDGVASWHVSVGKFTDSPLLSAALPV IVAVVGVTTALYSVGQLMKEL MYLTSQEGYLLATSTNDPLLTNSTK

AMKIAPEDLINIAGLSQVPDGVATWHVAVSKFTDS PLLSAALPVWDSSNKSIMAVVGVTTAFYSVGQLMRELVEMHSGH~-MYLTSQQGYLLATSTSAPLLTNSTK
AMKIAPEDLINIAGFSQVPDGVASWHVSVSKFTDSPLLSAALPVWDSSNKTIMAVVGVTTALYSVGQLMRELVELHSGH-MYLTSQEGYLLATSTSAPLLANSTK
ATQIQPDDLINIAGLSQVPDGVATWHVAVSKYSDSPLLSAALAVSDPSNKSIVAVVGVTTALYSVGQLMKELVEFHSGH-IYLTSQECYLLATSTNAPLLRNSTR
ASQIQPDDLINIAGLSQVPDGVATWHVAVSKYSDSPLLSAALAVSDPSNKSIVAVVGVTTALYSVGQLMKELVEFHSGH-IYLTSQECYLLATSTNAPLLRNSTE
ARQIPPEDLINIAGISQVADGVASWHVTVSKYMDTPLLSAALPVSDASNESIVAVVGVTTALYSVGQLMKELVEFHSGH-IYLTSQEGYLLATSANAPLLRNTSR
PKAIPPDDQINIAGLSQVPDGVASWHVAVSKYTDSPLLSAALPVWDPSNQSIVAVVGVTTALYSVGOLMKELVEVHSGH-IYLTSQEGYLLATSTNAPLLTNSST
PRTILPDDLINIAGLSQVPDGVASWHVAVSKYSDSPLLSAALPVWDPSNESIVAVVGYTTALYSVGQLMKELVEFHSGH-IYLTSQEGYLLATSSNTPLLINSTK
PKPIPPDDLINIAGISEVADGAASWHVKVSKFTDSPLLSAALPVRDSPNGSIVAVVGVTTALYSVGOLMKELVEFHSGY-MYLTSAEGYVIATSTNAPLLTNLSS
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Figure 1. A cache domain is present in plant AHK1-like proteins. (A) Protein organization of Slnl
(Uniprot ID P39928), AHK1 (Uniprot ID Q9SXL4), HK1a (Uniprot ID Q571R6) and HK1b (Uniprot ID
AOAIM4NDGO) is shown. All domain lengths were identified on the InterProScan analysis, except
for cache domains which are based on Upadhyay et al. (2016). Transmembrane domains are repre-
sented by yellow discs; CACHE: cache domain; His Kinase: histidine kinase domain; Rec: Receiver
domain. Phosphorylation sites are shown with an H (histidine) and D (Aspartate) in a yellow circle.
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(B) Alignment of HK1a/b ECD with homologous receptors in different plant species. Sequences from
poplar are indicated in bold and amino acids positions of this ECD sequence segment are indicated
on the left and right of these poplar sequences. Species names and sequence references are presented
in the Section 4. * indicate identical amino acids, : indicate strongly similar amino acids and . indicate
weakly similar amino acids. Letters in colour correspond to conserved amino acids and black letters
to non-conserved amino acids.

2.2. Modelling-Assisted Rational Design of Cache Domain Mutants

Since a cache domain corresponds to small ligand-binding domain, we were interested
to know whether the cache domain of our poplar HK1a/b could also bind small molecules,
unknown so far, to trigger their osmosensing activity. As a first step, we tried to model
the 3D structure of the full HK1a and HK1b ECD in order to define potential positions in
interaction with a ligand within the cache domain. These 3D models were built using a
method based on deep learning neural networks [26].

These models were then submitted to the DALI server to identify structural homo-
logues among a subset of representative Protein Data Bank (PDB) structures (database
PDB25) [27]. The closest structure to both HK1a and HK1b was the cache domain of the
histamine receptor TlpQ, from Pseudomonas aeruginosa PAO1, with a bound histamine (PDB
6FU4) [28]. Both models were superimposed to this structure and three zones in HK1a
and HK1b models in close proximity of the ligand were defined (Figure 2). Thus, we
selected identical positions in both proteins, corresponding to polar or charged amino acids,
that could interact with a bound ligand through electrostatic or H-bond interactions, and
mutated them to alanine to suppress these. The targeted residues were K296, S304 and
T324 (resp. K303, Q311, T331) in HK1a (resp. HK1b) sequences.

) \( b V)

K296 (K303)

Histamine
(from 6FU4)

HK1a model

HK1a 266 ASPIPPDDLINIAGLSQVPDGVASWHVAVSKYTDSPLLSAALPVWDAYNKSIVAVVGVPTALYSVGOLMRELVEVHKGYIYLTSQEGYLLATSTNAPLLTNSTR 369

HK1b 273 ASPIPPDDLINIAGLSQVPDGVASWHVAVSKYTDSPLLOAAL PVWDASNKSIVAVVGVITSLYSVGQLMRELVEVHSGY TYLTSQEGYLLATSTNAPLLTNSTT 376

Figure 2. Selection of mutants involved in ligand binding in HK1a and HK1b. (A) Structural
comparison between HK1a model and P. aeruginosa histamine receptor (PDB 6FU4). Helices and
sheets are respectively coloured in blue and orange. (B) Close view of the putative binding site of
HK1a, with the histamine bound from 6FU4, after the structural alignment of HK1a model and 6FU4
structure. The closest zones in contact with histamine are respectively coloured in blue, green and
pink. The selected residues for mutagenesis are depicted in ball and sticks and labelled with the HK1a
sequence numbering (HK1b). (C) Sequence alignment of HK1a and HK1b. The zones highlighted in
panel (B) are identically coloured, and mutated residues are highlighted with arrows.

2.3. Functional Test of Cache Domain Mutants

In order to test these mutants, we performed a complementation assay in a S. cere-
visiae deletion mutant strain (MH179) where the two proteins involved in osmosensing
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3M TQK

were deleted (sln1A sholA). These deletions are lethal due to constitutive HOG pathway
activation, but viability can be restored by expression of the phosphatase Ptp2, induced by
galactose, which dephosphorylates Hog1 in the nucleus, thus inhibiting its transactivation
of response genes.

This strain was transformed with plasmids carrying the wild type (WT) or mutated cDNAs
of HK1a (T324A/S304A /K296A and triple mutant TSK) and HK1b (T331A/Q311A/K303A
and triple mutant TQK), along with plasmids corresponding to positive (SLN1) and neg-
ative (pYX212) control. The complemented mutant yeasts were tested for their capacity
to grow on normal or high-osmolarity mediums. The survival of all transformants is
allowed on galactose medium (—U + Gal). On glucose medium (—U + Glu), inhibition
of HOG response by Ppt2 is released and lethal phenotype can be observed, unless the
expressed osmosensor restores the yeast osmodeficiency. We applied osmotic stress with
increasing concentration of NaCl, as well as polyethylene glycol 6000 (PEGggp) infused
into the medium (Figure 3).

0.2 10* 102 10° 0.2 10* 102 10° 0.2 10* 107 10° 0.2 10* 102 10° 0.2 10* 102 10°

e

S
»
i
“(
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@
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Figure 3. Functional complementation test for cache mutants of HK1a (A) and HK1b (B) in presence
of NaCl or PEGgq stresses. The osmodeficient strain (MH179) was transformed with the negative
(pYX212 empty vector) and positive (SLN1) controls, as well as with wild type constructs (WT)
and single point mutation constructs of HK1a (T324A, S304A, K296A) and HK1b (T331A, Q311A,
K303A), or triple point mutation constructs of HK1a (3M TSK) and HK1b (3M TQK). Transformants
were spotted onto galactose containing medium (—U + Gal) for growth control and onto glucose
containing medium, without (—U + Glu) or with increasing NaCl concentrations (0.3, 0.6 and 0.9 M),
or infused PEGgpp 50% w/v (PEG50), for osmotic tolerance test. Growth tests are representative of
four independent replicates as serial 10-fold dilutions from an ODgqp = 0.2, as indicated.

Under NaCl stress conditions, the transformed yeast cells expressing single point
mutants of the HK1a cache domain grew better than WT HK1a yeast cells, as observed at
0.6 and 0.9 M NaCl (Figure 3A). This positive effect is more obvious for triple point mutants
(3M TSK). However, in the case of HK1b, the improved growth observed for HK1a mutants
was not seen, even on 0.9 M NaCl medium with the triple mutant (3M TQK, Figure 3B).

To consolidate these results, we tested the response of these HK1a/b mutants with

another type of osmotic stress, PEGgggo at 50% (1m/v), infused into the medium (PEG50).

This osmotic agent, as a non-permeant molecule, allows osmotic stress without the ionic
component of salt stress. The osmotic strength of each medium was measured to compare
the PEG stress medium to the NaCl stress medium (Table S1). This measurement showed
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that the PEG50 medium osmolarity is between the NaCl 0.3 M and 0.6 M medium osmolarity.
As shown in Figure 3, in the presence of PEG50, the mutations also appeared to improve
osmosensing for HK1a, and a positive effect was observed even for HK1b, more notably for
triple mutants. These results indicated that these ECD mutants improved the osmosensing
response of HK1a and HK1b. Altogether, our results supported the involvement of the
mutated positions in the response to osmotic stress.

As previously observed [14], HK1a and HK1b have divergent functionality in response
to osmotic stress, with HK1b allowing a better response than HK1a. In order to determine
whether the cache domain could be responsible for this difference, we tested these two re-
ceptors with exchanged cache domains by domain swapping. Therefore, HK1a with HK1b
cache domain, and vice versa, were constructed and tested in our osmodeficient yeast strain
(Figure 4).

0.2 10* 102 10°% 0.2 10* 102 10° 0.2 10! 102 10* 0.2 10! 102 10*

-U+Glu+0.3M NaCl -U+Glu+0.6M NaCl -U+Glu+0.9M NaCl

Figure 4. Functional complementation test for cache domain exchange mutants of HKla (A) and
HK1b (B) in presence of NaCl or PEGgq stresses. The osmodeficient strain (MH179) was trans-
formed with the negative (pYX212 empty vector) and positive (SLN1) controls, as well as with wild
type constructs (WT) and cache domain exchange constructs (HK1a: cachelb residues 121-437 and
HK1b: cachela residues 121-445). Transformants were spotted onto galactose containing medium
(—U + Gal) for growth control and onto glucose containing medium (—U + Glu), without or with
increasing NaCl concentrations (0.3, 0.6 and 0.9 M) or infused PEGgopp 50% w /v (PEG50), for osmotic
tolerance test. Growth tests are representative of four independent replicates as serial 10-fold dilutions
from an ODggg = 0.2, as indicated.

Considering HK1a cache domain exchange mutant under salt stress, the growth was
improved compared to WT HK1a, as observed at 0.6 M NaCl, which corresponds to the
highest concentration allowing HK1a growth. The same positive effect of cache domain
exchange was observed in the PEG stressed condition (Figure 4A). For the HK1b exchange
mutant, the expected opposite effect was not observed, since there was no difference
in growth between WT and ECD exchange mutant, even on the PEG stressed medium
(Figure 4B). This could be due to the strong response of HK1b to stress, even on 0.9 M NaCl
medium, which impaired the observation of any differences. Nevertheless, these results
indicated that the cache domain contains important elements for the osmosensing function
of HK1a/b.

2.4. Functional Test of TM Mutants

In order to test the impact of the TM domain in the functionality of our poplar HK1
receptors, we performed exchange domain experiments. In both HK1s, TM2 domain
sequences (HK1a residues 453—475 and HK1b residues 461-483) differed from only one
amino acid. Consequently, we performed the exchange of TM2 domain between HK1a
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and HK1b by a single point mutation (F470C mutation in HK1a and C478F mutation in
HK1b). This domain swapping was also tested in combination with cache domain exchange

(Figure 5).

oD 0.2 10! 102 10° 0.2 10* 102 103 0.2 10* 102 10° 0.2 10* 102 10°* 0.2 10* 102 10°

-U+Gal

Figure 5. Functional complementation test for TM mutants of HK1a (A) and HK1b (B) in presence
of NaCl or PEGggp stresses. The osmodeficient strain (MH179) was transformed with the negative
(pYX212 empty vector) and positive (SLN1) controls, as well as with wild type constructs (WT)
and single cache domain exchange constructs (HK1a: cachelb residues 121-437 and HK1b: cachela
residues 121-445), TM2 exchange constructs (HK1a: TM1b with F470C mutation and HK1b: TM1a
with C478F mutation) or double exchange constructs of HK1a cache/TM1b) and HK1b (cache/TM1a).
Transformants were spotted onto galactose containing medium (—U + Gal) for growth control
and onto glucose containing medium (—U + Glu), without or with increasing NaCl concentrations
(0.3, 0.6 and 0.9 M) or infused PEGgpgo 50% w /v (PEG50), for osmotic tolerance test. Growth tests
are representative of four independent replicates as serial 10-fold dilutions from an ODgqy = 0.2,
as indicated.

In the case of HK1a, the TM domain exchange mutant (TM1b) exhibited better growth
compared to WT, even on 0.9 M NaCl medium, overpassing cache domain exchange mutant
(cachelb), which allowed a better growth on 0.6 NaCl medium only. Furthermore, this
positive effect was still present on PEG50 medium (Figure 5A). However, no additive effect
was observed for the double exchange mutant (cache/TM1b) on all stressed media. For
HK1b, the exchange of the TM domain did not appear to decrease osmosensing, either in
the presence of NaCl or PEG stresses (Figure 5B). The same reason as the one mentioned
in the paragraph above could explain this fact. Thus, all these observations point to the

implication that the TM2 domain has better efficiency of HK1b in response to osmotic stress.

Since no effect of the cache and TM domain exchanges are observed for HK1b, we
assume that this discrepancy with HKla exchange mutants may be due to the strong
growth of HK1b, even in a stress condition as high as 0.9 M NaCl medium. Thus, in
order to observe a possible effect, we challenged these HK1b mutants with stronger stress
conditions (Figure 6).
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Figure 6. Functional complementation test for domain exchange mutants of HK1b on strong NaCl
stress medium. The osmodeficient strain (MH179) was transformed with the negative (pYX212 empty
vector) and positive (SLN1) controls, as well as with wild type constructs (WT) and single cache
domain exchange constructs (cachela residues 121-445), TM2 exchange constructs (TM1a with C478F
mutation) or double exchange constructs of HK1b (cache/TM1a). Transformants were spotted onto
galactose containing medium (—U + Gal) for growth control and onto glucose containing medium
(—U + Glu), with increasing NaCl concentrations (1.2 and 1.5 M), for osmotic tolerance test. Growth
tests are representative of three independent replicates as serial 10-fold dilutions from an ODgqp = 0.2,

oD 0.2 10! 102 10* 0.2 10* 102 10®* 0.2 10* 102 103

as indicated.

With these high NaCl concentrations, we were able to observe a decreasing effect of
TM domain exchange (TM1a) on HK1b. The negative effect was slightly visible on 1.2M
NaCl but became more noticeable on 1.5 M NaCl medium (Figure 6). The double domain
exchange mutant (cache/TM1a) did not show any difference in growth compared to WT
HK1b, suggesting that the major effect observed is due to the TM2 domain, as observed in
Figure 5 with HK1a. These results confirmed our assumption about the absence of effect
for HK1b mutants on low NaCl concentration and strengthened our conclusion that the
cache domain, and most of the TM2 domain, is involved in the osmosensing function of
both HK1s.

3. Discussion

As sessile organisms, plants must cope with abiotic stress, such as soil salinity, drought
and extreme temperatures. Drought stress is one of the most serious abiotic stresses that
have profound effects on plant growth and survival. Understanding the biochemical and
molecular mechanisms for drought stress perception, transduction and tolerance is still a
major challenge in sustaining crop yield [2]. Faced with the osmotic stress generated by a
water deficit, plants have several osmoprotection systems at their disposal, which include
avoidance and tolerance to adapt to adverse conditions [29,30]. The HK1 MSP pathway
could be one of the signalling pathways involved in osmotic stress perception, leading to
these osmoprotection systems.

In the yeast Saccharomyces cerevisiae, the osmosensing pathway employs SIn1 as an
osmosensor HK that monitors changes in turgor pressures [7]. Furthermore, it has been
reported that cache domain, which corresponds to a small ligand-binding domain [23], is
present in the extracellular region of this yeast osmosensor, as well as in plant HKs AHK1
and HK1a/b [22]. On the other hand, several studies have demonstrated the importance
of TM domains in the function of HK receptors. It has been shown, by domain swapping
analysis between SInl and the Arabidopsis CK receptor AHK4, that TM domains are
essential for SInl function [7]. After using a bacterial expression system, as well as a
yeast system, constitutively active mutants (gain-of-function) of AHK4 were isolated with
mutation in the second TM domain [24]. In the same way, a forward genetic approach in
Arabidopsis plants revealed novel gain-of-function mutants mutated in the last TM domain
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(TM4) in AHK?2 [25]. Indeed, the last TM domain has a strategic position since it bridges the
extracellular part to the intracellular part of the receptor, acting as a transmitter segment
of the signal from the outside to the inside of the cell. In prokaryotes, the chemotaxis
receptor Tlp3 from Campylobacter jejuni possesses a cache domain, and structural studies
have revealed a downward displacement of the TM helix 2 towards the cytoplasm upon
ligand binding to its cache domain [31]. This movement suggests a piston mechanism to
transmit the signal through the TM domain, emphasizing the peculiar role of this domain.

By referring to these bibliographic data, in this present study, we demonstrated,
experimentally, the importance of cache and TM domains in HK1 receptors of Populus and
identified determinants that could be involved in HK1s response to osmotic stress. Through
a genetic analysis, we tested point mutations in the cache domain of both HK1s and domain
exchange mutants by cache and /or TM2 domains swapping. These mutants were tested in
our osmodeficient yeast strain in order to carry out functional complementation assays in
the presence of NaCl and PEGggg stresses.

Our results showed that, in the presence of stress NaCl or PEGgqo, the three mutated
positions in HK1a and HK1b conferred an improved osmotic stress response compared to
WT, supporting the implication of these amino acids in osmosensing function. These three
positions correspond to homologous positions of three amino acids involved in ligand
binding of the histamine chemoreceptor of Pseudomonas aeruginosa PAO1. Therefore, our
results suggest that the amino acids in both HK1s may also be involved in the binding of a
ligand, though this remains to be determined. Consistently, it has been demonstrated in
S. cerevisiae that the cell wall protein Ccw12 can affect the activation of SInl, allowing the
authors to postulate that physical contact between SInl and some cell wall or periplasmic
component may occur [32]. Thus, it is tempting to speculate that poplar HK1s may contact
small molecules from the plant cell wall, or the apoplasm compartment, through the three
amino acids identified in this study. Whether this contact is triggered or lost by stress
remains to be determined. Nonetheless, whatever the perception mechanism is, our results
show that elements in the cache domain, within the ECD, play a role in HK1s osmosensing
function. It is noteworthy that, in S. cerevisiae, it has been shown that the integrity of
the ECD is essential for SIn1 function [7]. Interestingly, a functional similarity between
this yeast osmosensor and the Arabidopsis AHK4, upon CK presence, was shown. The
plant HK is a CK receptor with global structural similarities, showing all HK proteins, but
contains a CK-binding (CHASE) domain in its ECD [33,34]. Since AHK4 is mainly located
at the endoplasmic reticulum in plants [10,35], and is mainly active in this sole subcellular
compartment [36,37], the ability of this protein to act functionally as the yeast osmosensor is
more likely due to structural resemblance, rather than true osmosensor function. However,
CK HK receptors do have a role in response to osmotic stress. With gain-of-function and
loss-of-function mutants of AHK1, AHK2, AHK3 and AHK4, it was shown in Arabidopsis
that AHKI acts as a positive regulator in osmotic stress response and AHK2-3-4 act as
negative regulators [9]. These antagonistic actions led to the hypothesis of a Yin-Yang
balance between CK homeostasis and plant drought adaptation [38]. For our poplar HK1s,
as a first step in the in planta involvement in drought response, it would be interesting to
test these receptors in an Arabidopsis ahk] mutant line by complementation assay in stress
conditions. In such in planta assays, the use of the cache domain mutants characterized
in this study would allow us to confirm the contribution of these domains to the osmotic
stress response in a plant background. Furthermore, the study of these two receptors,
directly into Populus lines, would definitely bring information in the genuine homologous
background. Such analyses with poplar mutant lines (overexpressed or knock-out) are
currently under investigation.

In order to identify the determining factors in the differential response to osmotic stress
between HK1a and HK1b, we tested mutants by cache and/or TM2 domain swapping. We
showed that HK1a, with cache or TM2 domains of HK1b, exhibited a better tolerance to
osmotic stress than WT HK1a. This result implies that these domains are responsible, at
least in part, for the better osmosensing efficiency of HK1b. These results were in agreement
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with those observed for SIn1 [7], AHK4 [24] and AHK2 [25], where the last TM domain is
important for HKs function. In the case of HK1b, as we assumed, the decreasing effect was
observed only on higher concentrations of NaCl (1.2 or 1.5 M), revealing the importance
of these two domains in HK1b function too. Finally, yeasts expressing HK1a with HK1b
cache, and TM2 domains, showed a better tolerance to osmotic stresses, but still less than
that observed for yeasts expressing WT HK1b. This suggests that some other elements in
HK1b must be involved in its response. This observation fully supports previous results
about HK1b efficiency compared to HK1a [14]. Indeed, it was demonstrated that HK1b
was more permissive towards canonical phosphorylation sites than HK1a, and that other
amino acids could provide alternative phosphorylation sites. Therefore, better efficiency
determinants of HK1b may lie in the cytoplasmic part of this receptor.

In summary, this study provided clues about the involvement of cache domain in the
functionality of HK1 receptors. We found three amino acids in this domain that may play a
role in osmotic stress response. This result shows the functional importance of this domain
in poplar HK1s and, given that a cache domain is present in a wide range of plant HK1-like
proteins, we can hypothesize that the involvement of this domain may be a general feature
in plant osmosensing. Furthermore, the TM2 domain appears to be one of the factors
responsible for the differential response observed between both HK1s. These new results
shed some light on the functionality of HK1 receptors in osmosensing.

As a next step, it could be interesting to explore the role of the cytoplasmic part of the
HKI1b receptor in the differential response, alone or in combination with other domains
(cache or TM2), so we can precisely define all the determining elements in its efficiency.
Moreover, further experiments at the structural level could bring valuable information on
cache domain function. Structural determination of such a domain in plants would defini-
tively provide precious insights since no structural data exist for a plant cache domain in the
PDB. This approach is currently under progress. Finally, since this cache domain is involved
in osmosensing and corresponds to a small ligand-binding domain, the identification of
such a ligand would provide unprecedented clues to understanding the osmosensing
mechanism. We are currently exploring this question with the use of an original reporter
system to screen for molecules able to bind poplar HK1s. The determination of the true
ligand responsible for osmotic stress response will definitely lead to valuable applications
in developing drought tolerant plants for sustainable agriculture.

4. Materials and Methods
4.1. Identification of Cache Domain in Plant AHK1-like Proteins

According to Upadhyay et al. (2016), a cache domain is present in poplar HK1a from
aa 154 to aa 364. Therefore, we aligned sequences of HK1a/b ECD (starting from the end of
the first TM domain to the beginning of the second TM domain) with ECD sequences from
27 plant AHK1-like proteins. Amino acid sequences of HK1a (accession No AJ937747) and
HK1b (accession No LT622839) were aligned by Clustal Omega (www.ebi.ac.uk/Tools/
services/rest/clustalo, accessed on 13 February 2023) or Clustal W (https://npsa-prabi.
ibcp.fr, accessed on 13 February 2023) with Arabidopsis (A. thaliana, AT2G17820), saltwater
cress (T. halophila, XM_006409179), papaya (C. papaya, evm.TU.supercontig_6.277), cocoa
(T. cacao, Thecc1EG000177), cotton (G. raimondii, Gorai.007G049200 and Gorai.003G008400),
peach (P. persica, Prupe.7G170700), apple (M. domestica, MDP0000276711), rose gum (E. gran-
dis, Eucgr.102335), grape vine (V. vinifera, GSVIVG01018749001), tomato (S. lycopersicunmt,
Solyc02g083680), Madagascar periwinkle (C. roseus, AF534893), yellow monkeyflower
(M. guttatus, Migut.L00691), purple willow (S. purpurea, SapurV1A.0698s0020 and Sa-
purV1A.0130s0330), castor bean (R. communis, 29656.t000014), cassava (M. esculenta,
Manes.02G106100 and Manes.01G147600), flax (L. wusitatissimum, Lus10041891.g and
Lus10028438.g), barrel clover (M. truncatula, Medtr5g022470 and Medtr8g075340), com-
mon bean (P. vulgaris, Phvul.002G107100 and Phvul.003G264600) and soybean (G. max,
Glyma01g36950, Glymal1g08310 and Glyma02g05220). A portion of this alignment is
shown in Figure 1.
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The determination of secondary structures was performed with the “Secondary struc-
ture consensus prediction” program of NPS@ web server from the Péle Rhone-Alpes de
BioInformatique (https://npsa-prabi.ibcp.fr, accessed on 13 February 2023).

4.2. Modelling-Assisted Rational Design of Mutants

The ECD peptide sequences of HK1a (residues 100-451) and HK1b (residues 107-458)
(uniprot accession codes Q571R6 and AOAIM4NDGO, respectively) were submitted to
the ROBETTA server (http:/ /robetta.bakerlab.org), and the 3D structure prediction was
based on RoseTTAFold deep learning methodology [24]. The best models, according to the
Robetta score, out of the 5 generated for each protein, were selected for analysis. Briefly,
Pymol software (https:/ /www.pymol.org/pymol, accessed on 13 February 2023) was used
to superimpose the HK1a and HK1b ECD models to the Pseudomnionas aeruginosa PAOT cache
domain bound with histamine. Selection of the residues, located 5 A from the histamine in
HK1la and HK1b models, enabled the identification of the putative ligand binding regions
that were targeted for site-directed mutagenesis.

4.3. Construction of HK1a/b Mutants

Point mutations in HK1a and HK1b full-length CDS sequences were introduced
by PCR with specific mutated primers (Table S2) to create single mutants into pGEM-T
(Promega, Madison, WI, USA) plasmid. The point mutations for HK1a mutants (resp. HK1b
mutants) were as follows: K296 A = AA886-887GC, S304A = T910G and T324A = A970G
(resp. KB03A = AA907-908GC, Q311A = CA931-932GC and T331A = A991G). Then, triple
mutants were obtained after 3 rounds of mutations by site-directed mutagenesis, using
primers carrying the mutation of interest. The resulting mutated HK1a/b constructs were
subcloned into the yeast plasmid pYX212 (EcoRI-HindIIl) by homologous recombination
in yeast. DNA sequencing confirmed the presence of the desired mutations and that no
undesired mutations were present.

Domain exchange mutations in HK1a and HK1b sequences were introduced by PCR,
with specific primers (Table 52), to create mutants by cache/ TM2 domain exchange. TM
mutants for HK1a: F470C = T1409G. TM mutants for HK1b: C478F = G1433T. Cache do-
main mutants for HK1a: cache domain HK1b residues 121-437. Cache domain mutants
for HK1b: cache domain HK1a residues 121-445. To create the double mutant by domain
exchange HK1b, the mutated sequence was recovered from yeast by PCR, then cloned into
pJET1.2/blunt vector (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) by simple ligation
to obtain the simple mutant by domain exchange HK1b, on which was performed a site-
directed mutagenesis to create the double mutant. For HK1a double mutant, mutation was
introduced on the simple mutant by PCR, with specific mutated primers. The resulting mu-
tated sequences were cloned into the yeast plasmid pYX212 (EcoRI-HindlIll) by homologous
recombination. The correct mutated sequences were confirmed by sequencing.

4.4. Complementation Analysis of the sin1A sholA Deletion Mutant MH179

The pPD2133 plasmid, expressing the SInl osmosensor, was used as a positive control
(pPD-SInl) and the empty pYX212 vector was used as a negative control. The yeast strain
MH179 (ura3 leu2 his3 sinl1::LEU2 sho1:: TRP1 + pGP22, with pGP22: GALp-PTP2/pRS413
(HIS3, CEN)) was used for transformation, according to [39], with all the constructs express-
ing WT or mutated HK1a/1b. Yeast cells were grown on galactose-containing medium
lacking uracil (—U + Gal), for transformation control, and spotted onto —U + Glu medium
in the absence or presence of 0.3 M, 0.6 M, 0.9 M NaCl for 4 days at 30 °C, for osmosensing
complementation tests. When 1.2 or 1.5 M NaCl was applied, 5 to 7 days of culture were
necessary. Tests with PEG50 medium were performed on —U + Glu medium infused with
Polyethylene glycol 6000 (50% w/v) overnight. Three 10-fold dilution series, starting from
an ODgqp 0.2, was realized and 5 uL of each were spotted onto medium.
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The osmolarity measurement was performed with a micro-osmometer (Roebling type
13DR) on liquid solutions. The PEG gel medium was melted before measurement. Results
are the mean of 3 repeats.

Supplementary Materials: The supporting information can be downloaded at: https: //www.mdpi.
com/article/10.3390/ijms24076318 /s1.
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CHAPITRE I

Production et solubilisation des ECD des récepteurs
membranaires HK1 de peuplier
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A. Contexte de I'étude et objectifs

Les récepteurs HK sont au coeur de nombreux processus cellulaires et signalétiques. Une étude
approfondie de leurs domaines spécifiques, tels que le domaine senseur au sein de I'ECD, est
essentielle pour comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents. Chez les plantes, les
domaines senseurs de ces récepteurs sont impliqués dans la perception de phytohormones
telles que I'éthylene et les CK (Binder, 2008 ; Heyl et al., 2012). Chez les bactéries, ces domaines
senseurs sont généralement des domaines extracellulaires ou périplasmiques qui peuvent
détecter un large éventail de signaux (Stock et al., 2000). Parmi ceux-ci, on trouve les domaines
de liaison aux petits ligands comme les acides aminés et les acides organiques (Upadhyay et
al., 2016), les domaines sensibles aux ions métalliques (Hoch, 2000 ; Borkovich et al., 2004) et
les domaines sensibles a la lumiere des phytochromes. Ces domaines peuvent également étre
classés en fonction de leur structure, comme les domaines PAS et GAF, qui sont des domaines

de liaison alpha-hélicoidaux (Zoraghi et al., 2004).

Les recherches sur les domaines senseurs ECD des récepteurs HK chez les plantes sont limitées.
Par exemple, les informations structurelles actuellement disponibles sur le domaine senseurs
des HK des plantes se concentrent principalement sur le domaine CHASE, domaine de liaison
des CK, de AHK4 d'Arabidopsis en complexe avec différentes CK (Hothorn et al., 2011). Ce
domaine a été cristallisé en tant qu'homodimere, les hélices al et a2 formant l'interface de
dimérisation. Il est composé d'une longue tige hélicoidale N-terminale et de deux domaines
similaires a PAS, reliés par un segment hélicoidal. Un pont disulfure contribue a la compacité

structurelle du domaine (Pekdrova et al., 2016).

Bien que les données structurelles sur ces domaines senseurs chez les plantes soient limitées,
I'analyse de ces domaines dans d'autres organismes comme les bactéries offre des pistes
intéressantes pour leur caractérisation chez les plantes. Chez les bactéries, certains domaines
CACHE semblables a ceux de HK1a/b (dCache_1) ont déja été structuralement décrits. Par
exemple, la protéine Tlp3, un chémorécepteur bactérien, présente une architecture spécifique
(Liu et al., 2015). Cette protéine se caractérise par deux sous-domaines CACHE distincts : le
sous-domaine distal, plus éloigné de la membrane, est structuré autour d'un feuillet béta a six
brins antiparalléles, tandis que le sous-domaine proximal présente un feuillet béta a cinqg brins

antiparalléles, les deux étant associés a une longue hélice alpha 1 (Fig. 17).
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Figure 17. Topologie des éléments de structure du domaine périplasmique de la protéine TIp3 de

Campylobacter jejuni. D’aprés (Liu et al., 2015).

Dans |'état de I'art actuel, I'étude de I'ECD chez le peuplier revét un caractére important pour
la compréhension des mécanismes de détection du stress osmotique par les récepteurs HK

dans les plantes.

Dans ce contexte, le présent chapitre vise a combler ces lacunes par la caractérisation
biochimique de ce domaine chez les HK de peuplier. Cette étape est importante car elle
permettra non seulement de déchiffrer les interactions moléculaires et les configurations
structurelles clés pour la fonction des récepteurs HK1, mais aussi d’aider a l'identification des

ligands potentiels des récepteurs HK1.

Cette étude, initiée par la production de I'ECD des deux HK1, poursuit deux objectifs (Fig. 18):

» Analyse structurale : La résolution de la structure 3D des ECD par cristallographie
permettra de comprendre les mécanismes de reconnaissance et de sélectivité des
récepteurs vis-a-vis de différents ligands. Il est a noter que, bien que la structure 3D de
HK1a et HK1b soit déja disponible dans la banque de données AlphaFold Protein

Structure Database, il ne s’agit que d’une prédiction dont la partie correspondant a
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I’'ECD présente de nombreuses zones avec un faible indice de confiance (<70% voire

<50%).

Analyse fonctionnelle : En utilisant les domaines purifiés, un criblage ciblé de

molécules candidates présélectionnées, d'apres la littérature scientifique, pourra étre
effectué. En effet, des ligands déja identifiés de récepteurs procaryotes possédant le

méme type de domaine senseur qui pourront étre testés.

Pour atteindre ces objectifs, nous suivrons un plan en trois étapes (Fig. 18) :

Production : La premiéere étape consiste en la production des domaines senseurs ECD

des deux récepteurs HK1a et HK1b dans la bactérie E. coli.

Solubilisation des domaines : En raison des problemes rencontrés pour la

solubilisation de ces domaines, cette étape a nécessité de nombreux efforts.

Purification par chromatographie d'affinité : Enfin, les domaines solubilisés seront

purifiés en utilisant une chromatographie d'affinité sur nickel immobilisé.
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Figure 18. Vue d'ensemble des étapes de la caractérisation biochimique des ECD des récepteurs HK1a

et HK1b.

A) Production et solubilisation : Clonage des séquences codant pour les domaines ECD de HK1a et HK1b dans un
vecteur d'expression bactérien. Ceci est suivi par la production des protéines recombinantes dans la bactérie E.
coli. B) Purification et tests ultérieurs : Les protéines recombinantes sont purifiées par chromatographie d'affinité
sur nickel immobilisé. Les domaines purifiés serviront ensuite a résoudre leur structure tridimensionnelle et a
identifier des ligands par criblage ciblé de molécules candidates, en utilisant la protéine purifiée fixée a la colonne

chromatographique.
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B. Résultats

1. Production bactérienne des domaines HK1a ECD et HK1b ECD dans E. coli

Pour progresser dans la caractérisation biochimique des ECD des récepteurs HK1a et HK1b,
une expression protéique efficace et une purification réussie sont essentielles. Dans ce but,
nous avons choisi d'utiliser la bactérie E. coli comme systéme hote pour la production de ces
protéines recombinantes. Nous présenterons et discuterons des résultats obtenus avec

différentes méthodes d’expression.

a. Expression a partir du plasmide pET28a

Nous avons choisi le vecteur d'expression bactérienne pET28a réputé pour son efficacité dans
I'expression de nombreuses protéines. Des travaux préliminaires réalisés avant mon arrivée
au laboratoire ont parmi de tester plusieurs conditions pour la production des ECD de HK1a et
HK1b. Ces tests menés dans la souche Rosetta en utilisant le plasmide pET28a, permettent
I'expression de la protéine avec un tag en N-terminal de six histidines, ce qui facilite la
purification de la protéine par chromatographie d'affinité sur nickel. La souche Rosetta a été
choisie en raison de ses propriétés spécifiques pour I'expression de protéines eucaryotes,
notamment sa capacité a augmenter la traduction des ARNm contenant des codons rares
(Rosano & Ceccarelli, 2014). Les tests réalisés préalablement ont défini une induction avec une

concentration de 0,25 mM d'IPTG et 4 heures d'incubation a 37°C.

Quant aux techniques de lyse cellulaire, trois méthodes ont été testées : une lyse enzymatique
(lysozyme), une lyse physique (sonication) et une lyse par choc thermique (azote liquide). Les
études préalables ont permis de retenir une lyse enzymatique. Ces conditions de production
ont permis d’obtenir une grande quantité de protéine mais sous forme non soluble.
L'utilisation de détergents tels que le Tween 20 n'a pas conduit a une meilleure solubilité des

ECD.

Au vu des résultats obtenus avec ces différents parameétres, nous avons choisi de conserver
les mémes conditions de production et de lyse cellulaire pour les tests d'expression
subséquents. En complément de la souche bactérienne Rosetta, utilisée précédemment, nous

avons également testé la souche BL21 comme ho6te bactérien pour I'expression de ces
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domaines protéiques (Fig. 19). Cette souche est également couramment utilisée pour la
production de protéines recombinantes en grande quantité (Rosano & Ceccarelli, 2014) et sa
simplicité par rapport a Rosetta pourrait permettre une production différente et peut-étre

plus soluble.

Pour les tests d'expression a partir du vecteur pET28a, la taille attendue de la protéine est
d’environ 42 kDa. L’analyse du gel SDS-PAGE a montré une bande d'environ 42 kDa apres
induction (1), ce qui indique que les ECD sont effectivement exprimés (Fig. 19). Toutefois, aprés
la centrifugation visant a séparer les débris cellulaires, seul un signal minime est visible dans
la fraction soluble (SN). La majorité de la protéine d'intérét se trouve en fait dans la fraction
insoluble (CL). La correspondance entre cette bande et notre protéine d'intérét a été
confirmée par spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS). En effet, la bande
correspondante sur le gel a été soigneusement découpée, puis traitée chimiquement, suivie
d’une digestion par la trypsine. Cette étape permet de fragmenter la protéine en peptides qui
ont ensuite été analysés par HRMS. Enfin, les données obtenues ont été comparées avec des
bases de données protéiques qui ont révélé la présence d’'une séquence comparable a AHK1

d'Arabidopsis, HK1 de peuplier n’étant pas dans les banque de données (résultat non montré).

En comparant les niveaux d'expression entre les deux souches BL21 et Rosetta, il est notable
gue la souche Rosetta présente une légére augmentation du rendement pour HKla
représenté par une bande un peu plus intense par rapport a celle produite par la souche BL21

(Fig. 19).

Ces résultats indiquent qu’en utilisant le vecteur pET28a, nous n'avons pas réussi a obtenir
une protéine soluble. Nous avons alors décidé d’utiliser un autre vecteur d'expression, le

pET32a, dans I'espoir d'améliorer la solubilité des domaines ECD de HK1a et HK1b.
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Figure 19. Production des ECD de HK1a et HK1b dans E. coli a partir du plasmide pET28a.

Comparaison de I'expression des ECD de HK1a et HK1b a partir du vecteur pET28a dans les souches d’E. coli BL21
et Rosetta. Des échantillons de culots cellulaires (CL) et de surnageants (SN) ont été analysés apres lyse
bactérienne dans le tampon de lyse contenant du Tris 20 mM, pH=8, NaCl 300 mM, lysozyme & 5 ug/mL, DNAse
a 2U et PMSF 1X, puis centrifugation pour évaluer la solubilité des protéines recombinantes. NI représente les
extraits cellulaires d'E. coli BL21 et Rosetta avant induction a I'IPTG. | indique les extraits cellulaires aprés 4 heures
d'induction a 37°C avec 0,25 mM d'IPTG lorsque la DO a 600 nm est comprise entre 0,6 et 0,8. Les fléches noires
signalent les bandes correspondant aux tailles attendues pour les domaines ECD. MM est un marqueur de masse

moléculaire exprimé en kDa.

b. Expression a partir du plasmide pET32a

Le vecteur pET32a, tout en intégrant le tag 6xHis, est congu pour produire une protéine de
fusion avec la Thioredoxine (Trx), une protéine qui peut faciliter le repliement des protéines

recombinantes et potentiellement augmenter leur solubilité (Tsunoda et al., 2005).

Les conditions d'expression testées pour le plasmide pET32a étaient similaires a celles utilisées
pour le pET28a pour maintenir une continuité dans les variables expérimentales. La principale
différence résidait dans la taille attendue de la protéine recombinante : avec I'ajout de la Trx,

la taille moléculaire attendue de la protéine était d'environ 57 kDa.

Malheureusement, |'expression a partir du plasmide pET32a n'a pas entrainé d'amélioration
de la solubilité de la protéine. Comme pour le pET28a, la majorité de la protéine se trouvait
dans la fraction insoluble apres centrifugation (Fig. 20) et ce quel que soit la souche hote

utilisée, BL21 ou Rosetta, comme précédemment avec le vecteur pET28a.
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Les résultats montrent donc que I'ajout de la Trx comme protéine de fusion n'a pas amélioré
la solubilité des ECD de HKla et HK1lb, malgré plusieurs tentatives différentes comme
I'ajustement de pH a une valeur basique de 8-9 ou I'application d’un choc thermique lors de
la lyse cellulaire (résultats non montrés). De plus, la comparaison des niveaux d'expression
entre les souches BL21 et Rosetta reste similaire a celle observée avec le vecteur pET28a. Ces
constatations suggerent la nécessité d'explorer d'autres stratégies pour améliorer la solubilité

de ces domaines protéiques.
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Figure 20. Production des ECD de HK1a et HK1b dans E. coli a partir du plasmide pET32a.

Comparaison de I'expression des ECD de HK1a et HK1b a partir du vecteur pET32a dans les souches d’E. coli BL21
et Rosetta. Des échantillons de culots cellulaires (CL) et de surnageants (SN) ont été analysés aprés lyse
bactérienne dans le tampon de lyse contenant du Tris 20 mM, pH=8, NaCl 300 mM, lysozyme & 5 ug/mL, DNAse
a 2U et PMSF 1X, puis centrifugation pour évaluer la solubilité des protéines recombinantes. NI représente les
extraits cellulaires d'E. coli BL21 et Rosetta avant induction a I'lPTG. | indique les extraits cellulaires apreés 4 heures
d'induction a 37°C avec 0,25 mM d'IPTG lorsque la DO a 600 nm est comprise entre 0,6 et 0,8. Les fleches noires
signalent les bandes correspondant aux tailles attendues pour les domaines ECD. MM est un marqueur de masse

moléculaire exprimé en kDa.

2. Essais de solubilisation des ECD de HK1a et HK1b

Cette difficulté a obtenir de la protéine soluble constitue une entrave significative aux étapes
suivantes de purification et de caractérisation biochimique de ces domaines. Afin de passer

cette barriere, nous avons exploré différentes stratégies de solubilisation.
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a. Utilisation d’'un milieu auto-inductible

Les difficultés rencontrées lors de la solubilisation des deux ECD nous a conduit a tester un
Milieu Auto-Inductible (AIM) pour essayer d’améliorer la solubilit¢ de ces domaines.
L'utilisation de ce milieu s'avere particulierement innovante et pratique. En effet,
contrairement aux approches traditionnelles ou l'induction de I'expression protéique est
manuellement contrélée par I'ajout d'IPTG, I'AIM élimine le besoin de surveillance continue
de la densité cellulaire et d'ajout ultérieur d'inducteurs. Ce milieu est formulé avec un rapport
optimisé de glucose et d'alpha-lactose, qui régulent automatiquement l'induction. Le glucose
agit comme un répresseur initial de I'opéron Lac (Lac O), permettant ainsi une croissance
cellulaire élevée sans induction prématurée de I'expression protéique. Une fois que le glucose
est consommé, généralement entre le milieu et la fin de la phase log, I'alpha-lactose est
métabolisé en allolactose par l'action de la R-galactosidase. Cet allolactose sert alors

d'inducteur naturel, déclenchant I'expression de la protéine cible (Fig. 21) (Studier, 2005).

L'AIM integre également d'autres composants clés comme la tryptone et des extraits de levure
pour fournir les acides aminés et les vitamines nécessaires a une croissance cellulaire
optimale. Les ions et les sels, tels que le NaCl et le MgS04, sont également inclus pour stabiliser
I'environnement intracellulaire, ce qui peut étre bénéfique pour le repliement des protéines.
Aussi, la température d'induction basse de 22°C et une durée d’induction de 24h participent a
la mise en place de conditions optimales pour que les protéines s'expriment et se replient
correctement. Cette approche automatisée simplifie non seulement le processus d'induction,

mais pourrait aussi offrir des conditions plus favorables pour obtenir des protéines solubles.
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Figure 21. Mécanisme d'auto-induction pour l'expression protéique dans un milieu auto-inductible.

L'analyse par gel SDS-PAGE des protéines obtenues via I'approche de production utilisant
I’AIM effectué avec le vecteur pET32a dans la souche BL21 a révélé la présence d’'une bande a
environ 57 kDa, correspondant a la taille moléculaire attendue pour I'ECD fusionné.
Cependant, cette bande était présente uniquement dans la fraction insoluble (CL), indiquant
gue bien que les protéines soient exprimées, elles ne sont pas solubles dans les conditions

testées (Fig. 22A).

Pour éliminer la possibilité que ces résultats soient spécifiques a la souche ou au vecteur
utilisé, des tests supplémentaires ont été effectués en utilisant la souche Rosetta et le vecteur
pET28a. De maniére comparable, les mémes observations ont été faites, renforcant I'idée que
les problémes de solubilisation ne soient pas uniquement dus a la souche ou au vecteur, mais

seraient plutét liés a la nature des ECD de HK1a et HK1b.

Parmi les facteurs pouvant influencer cette insolubilité figurent les conditions physico-
chimiques du milieu. Méme si ces conditions, telles que le pH, la concentration ionique et la
température, ont été soigneusement controélées, elles pourraient ne pas étre idéales pour la
solubilisation de ces protéines. Ce constat met en évidence la nécessité d'explorer des

stratégies alternatives pour améliorer la solubilité des ECD des protéines HK1a et HK1b.
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b. Utilisation d’un pH acide

Dans la plante, 'ECD se trouve exposé dans l'apoplasme, dont le pH est compris entre 4,5 et
6,5 (Felle, 2005). Il est donc plausible que les propriétés de solubilisation de ce domaine soient
optimales dans un environnement mimant ces conditions. Dans ce contexte, nous avons

décidé de tester un pH acide de 5,5 pour la solubilisation des ECD de HK1a et HK1b.

Quel que soit le pH testé (5,5 ou 8) sur I'expression du domaine ECD de HK1b a partir de
pET28a dans BL21, une bande d’environ 42 kDa conforme a la taille moléculaire attendue a
été observée en SDS-PAGE dans le culot cellulaire aprés lyse bactérienne (Fig. 22B), suggérant
une fois de plus que la protéine demeure principalement insoluble. De méme, en utilisant la
souche Rosetta avec le méme vecteur (résultats non montrés), nous n’avons pu apporter

aucune amélioration quant a la solubilité de la protéine.

C. Test de solubilisation en présence du glycérol

Un des parametres qui peut également avoir un impact significatif sur la solubilité et la stabilité
des protéines est la présence de certains agents chimiques dans le milieu de lyse. Parmi ces
agents, le glycérol a été choisi pour plusieurs raisons. Premierement, le glycérol est un polyol
qui peut stabiliser les protéines en formant des liaisons hydrogene avec I'eau, réduisant ainsi
la quantité d'eau disponible pour I'hydratation des protéines. Cette propriété peut aider a
empécher les protéines d'interagir et de s'agréger avec d'autres molécules (Scopes, 1994).
Deuxiémement, il agit comme un agent protecteur contre la dénaturation en stabilisant les
structures secondaires et tertiaires des protéines. Plus spécifiquement, le glycérol peut
interférer avec les interactions hydrophobes, souvent responsables de I'agrégation des

protéines, et peut donc prévenir leur précipitation (Demetzos, 2016).

Malgré ces propriétés de stabilisation connues du glycérol, I'analyse par SDS-PAGE a démontré
qgue la protéine d'intérét reste principalement insoluble représentée par une bande dans le
culot et non dans le surnageant (Fig. 22C). Cette observation a également été faite pour les
différentes conditions expérimentales employées, y compris les tests en utilisant pET28a et la

souche Rosetta (résultats non montrés).

A la suite de tous ces essais pour obtenir une protéine soluble, nous avons décidé de changer

de stratégie et avons opté pour une technique de type dénaturation / renaturation a partir
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des corps d'inclusion pour resolubiliser notre protéine toujours en continuant d’utiliser le

systeme d'expression bactérien actuel.

A B
HK1a ECD HK1b ECD SN NI SN CLNI cLl
mm CLNI| CLI/SN NI SN I |mm/CLNI/CLI|SNNI|SNI Mm PHS5 pH8  pH5,5 pH8  pHS5,5 pH8  pHS,5 pH8
260 — 135
135 ==
95 —
% = 72 _|
72 — 52 _|
52 — ). /ﬂ vy ==

42 —

HK1a ECD HK1b ECD

mm SN NI SNIT CLNICLI SNNI SNI CLNI CLI

260 —
350

95 —

-_— —
7 17 — — s —
- 2 -
5, ' > =
- o <
R = r i -
42 | : p ===
L — | ——
34 _| - 4 T - 1
-— S

Figure 22. Essais de solubilisation des ECD de HK1a et HK1b dans la souche BL21.

A) Utilisation du milieu auto-inductible dans la souche BL21 avec le vecteur pET32a. Les cultures ont été diluées
a 1/100 dans le milieu auto-inductible et induites pendant 24h a 22°C. B) Test d'un pH acide et d'un pH basique
dans la souche BL21 en utilisant le vecteur pET28a. Des tampons de lyse bactérienne, MES a 50 mM a pH 5,5 et
Tris & 50 mM & pH 8, ont été employés. C) Evaluation de I'effet du glycérol & 5% dans la souche BL21 en utilisant
le vecteur pET32a. Le tampon de lyse était composé de Tris a 50 mM a pH 8, de 0,1% de Triton et de 5% de glycérol.
Les échantillons de culots cellulaires (CL) et de surnageants (SN) ont été examinés aprés la lyse bactérienne,
réalisée avec des lysozymes & 5ug/ml, de la DNase a 2U, et du PMSF a 1X, et centrifugation pour évaluer la
solubilité des protéines recombinantes. NI correspond aux extraits cellulaires non induits, tandis que I signifie les
extraits apres induction (auto-induction en A et induction a I'lPTG en B et C). Les fleches noires marquent les

bandes de taille moléculaire attendues des ECD. MM représente un marqueur de masse moléculaire en kDa.
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3.  Dénaturation et renaturation a partir des corps d’inclusion

La dénaturation et la renaturation sont des stratégies couramment utilisées pour traiter les
protéines présentes dans des corps d'inclusion, qui sont souvent formés lors de I'expression
de protéines recombinantes dans les bactéries. La dénaturation utilise généralement des
agents tels que le chlorure de guanidinium ou l'urée pour dissoudre les corps d'inclusion.
Apres la dénaturation, la protéine doit étre soigneusement renaturée, souvent en éliminant
lentement I'agent dénaturant, pour obtenir la structure et la fonction biologiques correctes

(Lilie et al., 1998).

a. Mise au point des conditions de solubilisation par dénaturation

Nous avons focalisé nos efforts sur les tests impliquant le vecteur pET28a au sein des deux
souches bactériennes, BL21 et Rosetta. Cette décision s'appuie sur les résultats précédents,
gui ont montré que I'utilisation du vecteur pET32a n'apportait pas d'amélioration significative
en matiére de solubilisation. Sur la base de recherches bibliographiques, plusieurs conditions

de dénaturation ont été testées.

1) Utilisation d’urée 8 M et d’'un pH 8

Initialement, nous avons adopté un protocole classique de dénaturation en utilisant de l'urée
8 M et un pH 8. L'urée est un agent dénaturant qui interfére avec les forces non covalentes
qui stabilisent la structure de la protéine, ce qui permet a la protéine de se déplier et de se
dissoudre dans l'eau (Burgess, 2009). Concernant le pH, il est connu que le pH a proximité de
la neutralité (~ pH 7-8) est généralement propice a la dénaturation de la plupart des protéines,
bien qu'il puisse étre nécessaire de l'ajuster en fonction des propriétés spécifiques de la

protéine d'intérét (Amorim et al., 2010).

Le protocole suivi pour la lyse cellulaire, la récupération des corps d'inclusion, et leur
traitement ultérieur s'inspire de plusieurs publications scientifiques (Singh & Panda, 2005 ;
Yang et al., 2011). Apres la lyse cellulaire, les culots contenant les corps d'inclusion ont été
lavés deux fois pour éliminer les contaminants. Les culots ont ensuite été dénaturés avec 8 M
d'urée a pH 8 pour faciliter I'extraction des protéines. Apres une période d'agitation, les

échantillons ont été centrifugés et analysés par SDS-PAGE (Fig. 23).
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Il est a noter que ces conditions ont permis, pour la premiere fois dans le cadre de nos essais,
la visualisation d'une bande dans la fraction soluble pour HK1a et HK1b dans la souche BL21
(Fig. 23A). Cependant, la majorité de la protéine demeure dans la fraction insoluble (Fig. 23A).
Des temps d'agitation de 2 et 3 heures, pour prolonger la dénaturation, ont été également
essayés mais sans amélioration notable (résultat non montré). Ce résultat, bien
gu’encourageant, indique qu'une optimisation supplémentaire est nécessaire pour

augmenter le rendement de protéines solubles.

2) Utilisation d’urée 2 M et d’'un pH 12

Dans un second temps, une approche alternative a été tentée en utilisant un pH élevé de 12
et une concentration plus faible d'urée a 2 M, en se basant sur une méthode publiée par Singh
et al. (2008). De plus, Il a été largement rapporté que les protéines des corps d'inclusion
exprimées dans E. coli peuvent étre solubilisées par un pH élevé (Wang et al., 2008). En effet,
['utilisation d'un pH de 12 conduit a I'exposition des résidus hydrophobes enfouis au sein de la
structure protéique, contribuant a la déstabilisation de la protéine. Par ailleurs, les protéines
posseédent des résidus acides qui, dans des conditions de pH neutre a alcalin, portent
généralement une charge négative. En augmentant le pH, cette charge négative peut étre
accentuée, perturbant ainsi les interactions électrostatiques internes et conduisant a une
déstabilisation supplémentaire de la protéine. L'avantage de cette méthode réside dans
['utilisation d'une faible concentration d'urée (2 M), ce qui simplifie le processus de
renaturation ultérieure en protégeant la structure secondaire native de la protéine. Malgré
cet avantage théorique, les résultats obtenus étaient similaires a ceux de la dénaturation a 8
M d'urée, avec la majeure partie de la protéine restant insoluble que ce soit pour HK1a ou
HK1b dans les deux souches BL21 et Rosetta (Fig. 23B). L'absence totale d’une bande
correspondante a HK1a ECD dans le surnageant dans la souche Rosetta est d{i a un soucis

technique.

107



BL21 BL21 Rosetta

A B
HK1a ECD HK1b ECD HK1la ECD HK1b ECD HKla ECD HK1b ECD
MM SN NI SN | SN NI SNI CLNI CLI mm CLI SNI CLI SNI CLI SNI CLI SNI
260 _| 260 —
’ 135 |
135 o5 |
_ |
95 - - N 7 50
72 . -
52 — ~—
: a2 ] - - —
42 = ' §
I 2 — 7
35| 2 7o - 34 e A
o5 | 26 —|

Figure 23. Solubilisation des ECD de HK1a et HK1b par dénaturation des corps d'inclusion.

A) Test de dénaturation en utilisant 8 M d'urée et pH 8 sur pET28a dans la souche BL21. Les corps d'inclusion ont
été resuspendus dans le tampon de dénaturation constitué de 20 mM Tris-HCl a pH 8 et 8 M d'urée. B) Test de
dénaturation en utilisant 2 M d'urée et pH 12 sur pET28a dans les souches BL21 et Rosetta. Les corps d'inclusion
ont été resuspendus dans le tampon de dénaturation constitué de 20 mM Tris a pH 12 et 2 M d'urée. Les
suspensions ont été mises en agitation pendant 1 heure a température ambiante. Les échantillons de culots
cellulaires (CL) et de surnageants (SN) ont été examinés aprés centrifugation pour évaluer la solubilité des
protéines recombinantes. NI correspond aux extraits cellulaires non induits, tandis que I signifie les extraits aprés
induction a I'IPTG. Les fléeches noires marquent les bandes de taille moléculaire attendues des ECD. MM

représente un marqueur de masse moléculaire en kDa.

3) Effet de la congélation des culots sur la solubilisation

Dans le cadre de I'optimisation du protocole de solubilisation, une phase de congélation des
culots a -20 °C pendant une nuit dans le tampon de solubilisation a été intégrée. Cette
modification a été inspirée par une étude qui souligne I'efficacité et la simplicité de cette

approche pour solubiliser des protéines a partir de corps d'inclusion (Qi et al., 2015).

L'ajout de cette étape a engendré des résultats clairement améliorés. Pour les conditions
impliquant de l'urée 8 M a pH 8, une augmentation notable de l'intensité de la bande
correspondant a la fraction soluble a été observée sur le gel SDS-PAGE (Fig. 24A), en
comparaison avec les résultats obtenus sans inclure cette étape de congélation (Fig. 24A). Bien
gu'une portion de la protéine reste insoluble, la fraction soluble représente désormais la
majorité de la protéine, et ce dans les deux souches de bactéries examinées, BL21 et Rosetta
(Fig. 24A). Pour les conditions impliquant 2 M d'urée a pH 12, l'introduction de cette étape de

congélation a également entrainé une amélioration de la solubilité (Fig. 24B et C). Cet
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effet est particulierement notable pour la souche Rosetta ou approximativement 90% de la
protéine est apparue soluble (Fig. 24C). Ces observations indiquent que I'intégration d'un cycle
de congélation au protocole de solubilisation constitue une stratégie efficace pour accroitre

la solubilité des ECD de HK1a et HK1b.
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Figure 24. Effet de la congélation sur la solubilisation des corps d'inclusion de HK1a ECD et HK1b ECD

dans les souches BL21 et Rosetta.

A) Effet de la congélation en utilisant 8 M d'urée et un pH de 8 dans les deux souches. B) Effet de la congélation
en utilisant 2 M d'urée et un pH de 12 dans la souche BL21. C) Effet de la congélation en utilisant 2 M d'urée et un
pH de 12 dans la souche Rosetta. Les corps d'inclusion ont été resuspendus dans le tampon de dénaturation,
congelés a -20°C pendant la nuit O/N puis décongelés a température ambiante. Aprés centrifugation, les
échantillons de culots cellulaires (CL) et de surnageants (SN) ont été analysés pour évaluer la solubilité des
protéines recombinantes. NI : extraits cellulaires non induits, et | : extraits apres induction par I'IlPTG. Les fléches
noires indiquent les bandes de taille moléculaire attendues pour les ECD. MM signifie un marqueur de masse

moléculaire, exprimé en kDa.
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En synthese, |'optimisation des conditions de dénaturation a mis en évidence I'efficacité d'un
pH 12 couplé a de l'urée 2 M pour solubiliser des protéines a partir de corps d'inclusion.
L'introduction d'une étape de congélation a nettement amélioré cette solubilité,
particulierement dans la souche Rosetta. Ces modifications, favorisant un dépliement efficace
grace au pH élevé et facilitant la renaturation subséquente avec une concentration plus faible
d'urée, ont conduit a un protocole précis pour la récupération de protéines solubles a partir

de corps d'inclusion (Fig. 25).
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Figure 25. Schéma du protocole de solubilisation des corps d'inclusion bactériens.

Apres la culture, I'induction a I'IPTG et la récolte des cellules, les corps d’inclusion sont isolés (1) en resolubilisant
le culot cellulaire dans le tampon de lyse composé de 20 mM Tris-HCl @ pH 8, 300 mM NaCl, 5 ug/mL de lysozymes,
DNase 2U, et PMSF 1X. Apres centrifugation, les corps d’inclusion insolubles sont resuspendus 2 fois dans 30 mL
de tampon de lavage 1 contenant 20 mM Tris-HCl pH 8, 200 mM NaCl, 2% Triton X-100 et 1 M urée, puis solubilisés
par dénaturation (2) dans 40 mL de tampon 2 composé de 20 mM Tris pH12, 2 M urée. Les culots suspendus sont
congelés O/N a 20 °C et décongelés a température ambiante (Ta). La protéine soluble est renaturée par la suite

et purifiée par chromatographie d’affinité sur colonne de NI-NTA (3).
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b. Renaturation de la protéine

Apreés avoir mis au point les conditions optimales de solubilisation des protéines a partir de
corps d'inclusion, I'étape suivante cruciale dans notre étude est la renaturation des protéines.
Cette étape est indispensable pour restaurer la structure tridimensionnelle et, par
conséquent, la fonctionnalité des protéines d'intérét. La réussite de la renaturation est
souvent un défi majeur en raison de la propension des protéines a former des agrégats ou a
demeurer dans des conformations non fonctionnelles. Deux approches principales seront

explorées dans cette partie : la renaturation par dialyse et la renaturation sur colonne.

1) Renaturation par dialyse

Les protéines extraites des corps d'inclusion sont généralement renaturées par élimination de
I'agent de solubilisation/dénaturation. Dans le cadre de notre étude, la méthode de
renaturation par dialyse a été spécifiquement choisie pour plusieurs raisons. Tout d'abord, la
dialyse est une technique bien établie et largement employée pour éliminer les agents
dénaturants, comme l'urée dans notre cas, et autres petits solutés du milieu, ce qui permet
aux protéines de se replier graduellement dans un environnement plus naturel (Tsumoto et
al., 2003). Ce processus plus lent de retrait des agents dénaturants peut aider a minimiser la

formation d'agrégats, souvent associée aux méthodes plus rapides de renaturation.

Suite a I'étape de dénaturation, les échantillons contenant les protéines dénaturées HK1a ECD
et HK1b ECD ont été soumis a une dialyse contre un tampon natif sans urée pendant 48 heures
a 4°C. Des échantillons ont été prélevés au départ (TO) puis aprés 24h (T24h) et enfin 48h
(T48h) de dialyse (Fig. 26A). Ensuite, une évaluation des échantillons a révélé qu'apres 48 h de
dialyse, seule une faible proportion de la protéine initialement dénaturée est récupérée a
I’état soluble (Fig. 26A). Il est a noter que le rendement était nettement meilleur pour HK1b
ECD par rapport a HK1a ECD, comme illustré dans la Fig. 26A. Ce faible rendement en protéines
solubles est d(i a la précipitation importante de la protéine, observée au cours du processus

de dialyse.

2) Renaturation sur colonne

La renaturation sur colonne de la protéine solubilisée est parmi les méthodes utilisées pour

récupérer des protéines fonctionnelles (Singh et al., 2015). Pour cette expérimentation, apres
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la dénaturation et la centrifugation des protéines, les surnageants ont été dilués 10 fois dans
un tampon contenant 50 mM de Tris-HCl pH8, 200 mM de NaCl, 2 M d'urée et 10 mM
d'imidazole, puis introduits directement dans une colonne HisTrap associée a un systeme de
purification automatique Akta (Cytiva), préalablement équilibré avec le tampon
d'équilibration adéquat. La premiére fraction aprés l'injection produit le "flow-through" (FT).
Une fois I'échantillon introduit, un cycle de lavage est effectué avec le tampon d'équilibration.
Enfin, I'élution des protéines d'intérét est réalisée en utilisant le tampon d'élution enrichi en

imidazole (voir matériels et méthodes).

La premiére élution a révélé une majorité de la protéine dans la fraction non retenue (FT1),
avec seulement une minime présence dans I'éluat (E1) (Fig. 26B). Ce résultat a été attribué a la
précipitation de la protéine, se manifestant par une solution trouble qui a méme entrainé un
colmatage de la colonne de nickel. Afin de remédier a cela, une deuxieme élution a été
effectuée aprés une nouvelle centrifugation et une filtration sur filtre de 0,45 um.
Malheureusement, cette étape a entrainé la perte d'une fraction de la protéine soluble
(Filtrat). De plus, les résultats montrent que la protéine demeure dans la fraction non retenue
(FT2), avec des niveaux presque similaires dans les éluats (E2a et E2b). Ces observations
suggerent qu'une faible quantité de protéine est capable de se lier a la colonne de nickel,

probablement en raison de sa précipitation lors des étapes de purification.

Afin de remédier a ce probleme de précipitation de la protéine, plusieurs ajustements ont été
apportés a notre protocole. Tout d'abord, le facteur de dilution a été augmenté a 25 fois dans
le méme tampon de renaturation pour réduire la précipitation de la protéine. De plus,
I'équilibration de la colonne de nickel a été modifiée pour inclure de I'urée (2 M), dans le but
de maintenir la solubilité de la protéine pendant la phase d'équilibration. Lors de I'étape
d'élution, un gradient "doux" a été appliqué pour permettre I'élimination progressive de
l'urée, favorisant ainsi la renaturation de la protéine au cours de la purification. Les résultats
ont été partiellement encourageants (Fig. 26C) : la protéine était présente dans I'éluat (ES8),
indiquant une certaine efficacité de la méthode. Cependant, elle était également retrouvée
dans la fraction non retenue (FT), et I'analyse par SDS-PAGE a révélé la présence de bandes
supplémentaires, suggérant que la purification était incompléte et que des contaminants

étaient présents.
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Figure 26. Analyse de la renaturation des ECD de HK1a et HK1b a partir des corps d'inclusion.

A) Renaturation par dialyse : 40 mL de protéine solubilisée sont dialysés contre 1 L de tampon de renaturation
(50 mM Tris, 200 mM NaCl, pH 8) pendant 48 heures a 4°C. Les échantillons sont évalués a différents temps (T0,
T24h, T48h), avec TO : avant la dialyse. B) Purification post-renaturation par dilution x10. C) Purification post-
renaturation par dilution x25 : les protéines solubilisées sont diluées dans un tampon composé de 50 mM Tris-HCI
pH 8, 200 mM NaCl, 2 M d'urée et 10 mM d'imidazole. FT indique Flow-Through, la fraction non retenue ; E indique
Eludt. Deux types d'élution ont été réalisés : E1 avant la filtration et E2 aprés, subdivisée en E2a (200 mL) et E2b

(50 mL). MM est un marqueur de masse moléculaire en kDa.
Ces tests de renaturation par dialyse et sur colonne ont montré des limites, notamment en
termes de précipitation de la protéine. Malgré les ajustements pour minimiser ce probléme,

aucune des deux méthodes n'a produit des résultats optimaux, indiquant la nécessité d'une
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optimisation plus poussée pour améliorer le rendement et la qualité de la protéine purifiée.

Ces travaux ayant été réalisés en fin de these, le temps a manqué pour aller plus loin.

C. Discussion et perspectives

Les deux objectifs majeurs du travail de these visaient, en premier lieu de déterminer la
structure tridimensionnelle des ECD de HKla et HK1b chez le peuplier et en second lieu,
d’identifier les ligands de ces récepteurs en employant un criblage ciblé de molécules capables

de se lier de maniére sélective au niveau des ECD de HK1a et HK1b.

Dans ce but, la premiére étape critique était la production, solubilisation et purification de ces
ECD. Pour ce faire, la bactérie E. coli a été le systéme hote choisi pour cette étude en raison
de ses nombreux avantages, tels que sa facilité de manipulation, sa croissance sur des sources
de carbone peu colteuses et sa capacité a produire rapidement des protéines recombinantes
(Swartz, 2001). Lors des essais préliminaires pour I'expression des domaines ECD des protéines
HK1a et HK1b, la souche Rosetta a été choisie en raison de son expertise a gérer efficacement
les codons rares, typiguement présents dans les protéines eucaryotes (Rosano & Ceccarelli,
2014). Cependant, ces essais se sont heurtés a des problémes de solubilisation. En réponse a
ces défis, nous avons exploré d’autres conditions couramment citées dans la littérature
scientifique dans le but de solubiliser la protéine d'intérét. Notamment, un autre vecteur

d'expression bactérienne pET32a qui inclut la protéine de fusion Trx.

L'ajout de la protéine Trx n'a pas amélioré la solubilité des deux ECD. Cette observation peut
s'expliquer de deux manieres possibles : soit I'effet chaperon de la Trx est insuffisant en raison
de la complexité structurelle des domaines ou des particularités de leur séquence amino-
acidique, soit la fusion avec Trx a perturbé leur repliement naturel, entrainant leur agrégation.
Bien que l'utilisation de protéines de fusion soit courante pour faciliter I'expression et la
purification des protéines en E. coli, elle peut parfois altérer la structure de la protéine cible,

affectant ainsi sa solubilité (Képpl et al., 2022).

L'incapacité a solubiliser les ECD de HKla et HK1b nous a poussé a envisager d'autres
approches. Nous avons par la suite utilisé un milieu auto-inductible, un pH a 5,5 et le glycérol

dans nos tentatives pour améliorer la solubilité, mais sans succes. Le pH acide, bien que
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représentatif de I'apoplasme, pourrait changer le caractére hydrophile ou hydrophobe de
certains résidus pouvant altérer la fagon dont la protéine se replie et interagit avec I'eau, ce

qui pourrait contribuer a une faible solubilité (Miinch & Bertolotti, 2010).

Suite aux difficultés rencontrées lors des tests de solubilisation, nous avons opté pour une
méthode de dénaturation et de renaturation a partir des corps d'inclusion pour récupérer nos

protéines en forme soluble.

Le recours a des tests de 8 M d'urée avec un pH de 8 (Burgess, 2009), et 2 M d'urée avec un
pH de 12 (Singh et al., 2008), a pour la premiere fois réussi a améliorer la solubilité de la
protéine. Dans le but d’optimiser les conditions de dénaturation, une étape de congélation
des culots O/N a —20 °C dans le tampon de solubilisation a été introduite. Cette modification
a permis d'augmenter sensiblement la solubilité de la protéine. Des essais paralleles en
utilisant 2 M d'urée a pH 8 ont montré une solubilité protéique limitée (résultat non montré).
Ce résultat suggére qu’une faible concentration d'urée combinée a un pH alcalin s'avere étre
des éléments clés pour une solubilisation efficace des corps d'inclusion via la méthode de
congélation-décongélation. L'amélioration de la solubilité des ECD pourrait étre attribuée a
I'effet conjugué de l'urée et du pH (Patra et al., 2000 ; Qi et al., 2015). Ces observations
indiquent la présence d'interactions a la fois ioniques et hydrophobes au sein des corps
d'inclusion. Cela suggere que puisque les protéines ne peuvent pas étre dénaturées a une si
faible concentration d'urée et a un pH légérement alcalin (8), l'urée sert probablement
uniquement a séparer physiquement les molécules en perturbant les interactions

hydrophobes entre elles (Clark, 1998 ; De Bernardez et al., 1999 ; Qi et al., 2015).

Apres ces résultats prometteurs, nous avons expérimenté une des méthodes courantes de
renaturation, a savoir la dialyse (Fischer et al., 1992). La dialyse a provoqué une précipitation
de la protéine, suggérant que I'élimination de l'urée a peut-étre été trop rapide pour

permettre un repliement adéquat ou que les conditions de dialyse n'étaient pas idéales.

Diverses techniques chromatographiques ont été utilisées dans des recherches précédentes
pour la renaturation sur colonne de protéines dénaturées, y compris la chromatographie
d'exclusion (Werner et al., 1994), I'échange d'ions (Kweon et al., 2004) et la chromatographie
d'affinité (Glynou et al., 2003). Ce type de renaturation offre plusieurs avantages par rapport
aladialyse (Singh et al., 2015). Par conséquent, nous avons testé une renaturation sur colonne
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par chromatographie d’affinité sur NI-NTA de notre protéine solubilisée. Nous avons observé
une bande dans I'éluat ainsi que dans la fraction non retenue, ce qui suggere que la protéine
ne se lie pas entierement a la colonne. De plus, cette purification s'est révélée peu spécifique,
avec des bandes de faible intensité détectées lors de I'analyse SDS-PAGE. Il serait donc
pertinent d'explorer d'autres méthodes de purification comme la chromatographie
d'exclusion pour éliminer ces bandes supplémentaires, qui pourraient étre des contaminants
ou résulter d'une non-spécificité du His-tag en position N-terminale de la protéine. Une

validation par Western blot de la présence du His-tag serait également instructif.

Par ailleurs, il peut étre envisagé d'explorer d'autres protéine de fusion, comme la GST, pour
laquelle il a été montré un role dans I'amélioration de la solubilité des protéines (Harper &
Speicher, 2008). De plus, cela permettrait d’éliminer le tag His tout en conservant la possibilité
d’une purification par chromatographie d’affinité, sur colonne de glutathion, étant donné que
I'utilisation d'étiquettes poly-histidine a été signalée comme pouvant avoir un impact négatif

sur la solubilité de la protéine cible (Képpl et al., 2022).

En outre, ce faisceau de facteurs suggere que le systeme d'expression bactérien utilisé n'est
peut-étre pas adapté pour obtenir une forme fonctionnelle et soluble des ECD de HKla et
HK1b. Le recours a d'autres systémes d'expression, comme la levure, pourrait fournir un
environnement plus adapté a ces protéines (Ghaemmaghami et al., 2003). En effet, la levure
présente des avantages tels que la réalisation de modifications post-traductionnelles,
notamment la glycosylation, qui améliorent la solubilité de certaines protéines. De plus, grace
a leur capacité a atteindre des densités cellulaires élevées, elles permettent une production
massive de protéines. Dans ce contexte eucaryote, les protéines transitent par le réticulum
endoplasmique et I'appareil de Golgi, jouant un réle clé dans le repliement et les modifications
post-traductionnelles, assurant ainsi un repliement correct. Par ailleurs, a partir du début des
années 1980, la majorité des protéines recombinantes produites dans les levures ont été
exprimées a l'aide de Saccharomyces cerevisiae (Hitzeman et al., 1981 ; Mattanovich et al.,

2012).

116



PARTIE 1

RECHERCHE ET CARACTERISATION DES LIGANDS DES
RECEPTEURS HK1 CHEZ LE PEUPLIER

Cette partie vise a identifier le type de signal que les récepteurs HK1 du peuplier pergoivent
lors d’un stress hydrique, étant donné que le ligand potentiel qui s'y attache reste encore non

identifié.

Dans un premier temps, notre objectif initial était de développer un systeme de criblage
capable de détecter des molécules ligands de ces récepteurs. Pour y parvenir, une
construction génétique "rapporteur" a été élaborée pour permettre une visualisation simple
de la liaison ligand-récepteur. Cette construction a été introduite dans une souche de levure
osmodéficiente, et complémentée par I'expression des osmosenseurs de peuplier. Ces travaux

sont détaillés dans le chapitre Ill.

Dans un deuxieme temps, le systéeme rapporteur créé a été utilisé pour rechercher
I’éventuel(s) ligand(s) par deux approches complémentaires :
o Approche ciblée : test d’une sélection restreinte de molécules candidates déja
caractérisées pour des récepteurs a domaine CACHE chez les procaryotes, a savoir les
20 acides aminés standards. Cette approche ciblée devrait permettre une
identification rapide de ligands potentiels parmi un spectre réduit de candidats.
o Approche aléatoire : réalisation d’un criblage d’extraits de peuplier, principalement
des extraits foliaires, sur les récepteurs HK1 de peuplier. Cette approche aléatoire

devrait permettre une identification sans a priori sur la nature du ligand potentiel.

Par la suite, I'idée d’une application possible des extraits ayant démontré un effet notable sur
la fonction des récepteurs HK1 du peuplier comme biostimulants pour I'amélioration de la
tolérance des plantes a la sécheresse a été testée. Une expérimentation sur diverses espéces
végétales en condition de stress hydrique a été conduite pour évaluer les effets biologiques
des extraits sélectionnés. L’ensemble de ces résultats fait I'objet du chapitre IV. De plus, les

résultats obtenus dans ces deux chapitres font I’'objet d’un article en préparation.
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CHAPITRE |l

Mise au point d’un systeme rapporteur pour les tests
de criblage de ligands
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A. Contexte et objectifs de I'étude

La détection du stress hydrique ou de la sécheresse chez les plantes est principalement
médiée par les osmosenseurs. Ces derniers peuvent étre classés en deux grandes catégories :
les osmosenseurs directs et les osmosenseurs indirects. Les osmosenseurs directs mesurent
I'activité de I'eau extracellulaire ou les changements dans I'osmolarité de fagcon immédiate,
agissant comme des récepteurs qui détectent un ligand. En revanche, les osmosenseurs
indirects détectent les conséquences secondaires des changements osmotiques, tels que la
modification du volume cellulaire, la pression de turgescence, ou les variations de la
concentration ionique (Wood, 1999 ; Haswell & Verslues, 2015). Chez les plantes, le
mécanisme exact par lequel HK1 détecte les changements osmotiques n’est pas encore
pleinement compris. De méme, la nature exacte du signal de la sécheresse détectée par HK1

chez les plantes reste inconnue.

Comprendre le mode de perception de la sécheresse par les plantes est important car cela
conditionne non seulement l'activation de la réponse adaptative, mais également son
intensité et la nature spécifique de cette réponse. L'identification des potentiels ligands qui
interagissent avec les osmosenseurs joue donc un rOle déterminant dans cette
compréhension. Une variété de méthodes expérimentales a été mise en avant dans la
littérature scientifique pour étudier les interactions récepteur-ligand. Par exemple, la
caractérisation compléte des interactions GPCR-ligands (G Protein-Coupled Receptors) a été
réalisée en étudiant les récepteurs dans des complexes avec un large éventail de ligands
différents (Stevens et al., 2013). Pour ce faire, des techniques telles que la cristallographie aux
rayons X, la RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) et la HDX (Hydrogen/Deuterium
EXchange) ont été employées pour étudier les équilibres conformationnels et les aspects
dynamiques de la GPCR. En complément de ces approches expérimentales, des méthodes
informatiques telles que le criblage virtuel de ligands, I’échantillonnage conformationnel de
poches de liaison au ligand et les simulations de dynamique moléculaire ont été employées
pour approfondir la caractérisation et I'annotation de la structure de la GPCR et explorer un

espace de liaison du ligand toujours plus large (Stevens et al., 2013).

Bien que ces méthodes aient apporté d'importantes contributions a la compréhension des

interactions récepteur-ligand, elles présentent certaines limites principalement en termes de
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colt. La nécessité de surmonter ces limites a conduit les chercheurs a se tourner vers d’autres
approches. Parmi celles-ci, les biosenseurs se démarquent comme des dispositifs analytiques
puissants, utilisés pour identifier ou mesurer la concentration d'un analyte biologique, qu'il
s'agisse d'un composé, d'une structure biologique ou d'un microorganisme (Rakhi et al., 2016
; Webb et al., 2016). Ces biosenseurs gagnent en popularité car ils offrent une capacité de
criblage rapide d'un grand nombre de produits chimiques dans divers domaines, tels que la
détection de phytohormone (Daudu et al., 2019) ou d’ion métallique (Zunar et al., 2022).Leur
principe repose sur la détection et la transformation de la présence d'une molécule
biochimique en signaux détectables et mesurables. Quand ils sont associés a des génes
rapporteurs, les promoteurs induits par I'environnement peuvent potentiellement servir de

biosenseurs a des cellules entiéres avec un large éventail d'applications (Looger et al., 2003).

Diverses études ont mis en avant l'importance des systémes rapporteurs fluorescents dans
I'étude des voies de signalisation et des réponses aux stress environnementaux, tant chez les

champignons que chez les bactéries.

Dans une étude sur le champignon filamenteux Aspergillus nidulans, des chercheurs ont
élaboré un systeme rapporteur fluorescent novateur. Ce systéme intégre la protéine
fluorescente verte améliorée (EGFP), régulée par le promoteur gfdb qui répond au stress
osmotique, afin de suivre l'activation de la voie HOG en réponse a ce stress et au traitement

au fongicide fludioxonil (Furukawa et al., 2007).

Dans une autre étude, le focus a été mis sur l'activation de la voie PhoQ/PhoP en réaction au
stress induit par le NaCl dans E. coli. Pour cela, les chercheurs ont élaboré un systéme
rapporteur fluorescent qui évalue la fluorescence GFP produite grace a la cytométrie en flux
(Yuan et al., 2017). Par ailleurs, une autre étude sur E. coli a employé un systéme rapporteur
fluorescent (EGFP) pour évaluer I'activité d'un promoteur ProU osmorégulé en présence de
stress di au NaCl. Grace a cette combinaison, les cellules pouvaient efficacement détecter les
modifications de leur environnement. La fluorescence émise a ensuite été quantifiée a I'aide

d'un spectrofluorometre (Walawalkar et al., 2013).

Ce chapitre s'inscrit donc dans cette continuité, en explorant plus avant I'utilité et I'application

des systemes rapporteurs dans I'étude des osmosenseurs du peuplier. Dans cette perspective,
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nous avons développé un biosenseur spécifiqguement congu pour identifier des ligands des

récepteurs HK1 du peuplier impliqués dans la détection du stress osmotique.

Le systeme que nous avons développé est basé sur le gene rapporteur codant pour la protéine
fluorescente verte (GFPyy) introduit dans une levure osmodéficiente. Cette GFPyy a été placée
sous le controle d’un promoteur spécifiguement activé en réponse au stress osmotique. Au-
dela de I'utilisation d’un tel systeme rapporteur pour 'identification des potentiels ligands de
nos récepteurs, nous avons également envisagé une application dans le domaine de
I'agriculture. En effet, des extraits capables d’induire une réponse au stress osmotique dans
notre systeme pourraient étre envisagés comme capables d’aider les plantes a mieux tolérer
ce type de stress lors d’une sécheresse, agissant ainsi en tant que biostimulants potentiels. En
partant de cette hypothése, nous avons cherché a valider ce systéme par le test de produits
commerciaux revendiquant des propriétés biostimulantes. Pour la mise au point de ce

systeme rapporteur et de sa potentielle application, nous avons suivi un plan en 3 étapes :

o Elaboration du systéme rapporteur d’osmosensing : Cette étape a impliqué la
conception du systeme rapporteur fluorescent par la sélection d'un promoteur activé
spécifiguement par le stress osmotique, sa réalisation et son intégration dans une
levure osmodéficiente complémentée.

o Evaluation de la fonctionnalité du systéme : Nous avons mené des tests qualitatifs et
guantitatifs dans la souche de levure ainsi créée pour évaluer la réponse de ce systeme
a différents types et intensités de stress osmotique.

o Validation du systeme rapporteur : Pour valider la possibilité que notre systeme
permette la détection d’extraits aux capacités biostimulantes, nous avons effectué des

tests en utilisant des biostimulants commerciaux, dérivés d'algues ou de levures.

B. Résultats

1.  Construction du systeme rapporteur

a. Sélection du promoteur de stress

Dans la levure, la voie de signalisation HOG, régulée par la MAP kinase HOG1, est une voie

centrale en réponse au stress osmotique (Cf. introduction). Cette voie régule la transcription
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de plusieurs centaines de genes via différents facteurs de transcription (Bai et al., 2015). Parmi
ces génes, on trouve le géne GPD1, qui code pour la Glycérol-3-Phosphate Déshydrogénase.
Nous avions initialement choisi ce gene comme promoteur sensible au stress osmotique car
cette enzyme permet la synthese du glycérol, produit en réponse au stress osmotique.
Toutefois, des études ont révélé que GPD1 est exprimé méme en l'absence de stress
osmotique et que I'absence de HOG1 n'empéche pas une induction de |'expression de GPD1
dans des souches Ahogl Apbs2 (Eriksson et al., 2000 ; Ding et al., 2013 ; Bai et al., 2015). Ces
résultats remettent en question la spécificité du promoteur GPD1 comme promoteur de stress

osmotique.

Ces constatations nous ont poussés a rechercher un géne de réponse au stress plus spécifique,
le géne STL1. Ce dernier code pour un symporteur de glycérol et de protons localisé dans la
membrane plasmique (Ferreira et al., 2005). Ce gene est non seulement le gene le plus
fortement induit par la voie HOG, mais également l'unique gene spécifiquement activé par
HOT1, lui-méme activé par HOG1 lors d’un stress osmotique (Bai et al., 2015). En effet, la
construction chimérique du gene LacZ sous le controle des 704 nucléotides situés en amont
du geéne STL1 a une expression totalement abolie dans des levures hoglA (Fig. 27). Ainsi, nous
avons choisi le promoteur STL1 dans sa totalité (704 nucléotides) comme promoteur

spécifique du stress osmotique pour la construction de notre systeme rapporteur.
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Figure 27. STL1 est activé spécifiqguement par HOG1 en présence du stress osmotique.

La région incluant 704 nucléotides situés en amont du promoteur STL1 a été sous-clonée en amont du géne de la
B-galactosidase (LacZ), et la construction -704STL1-LacZ a été testée dans des cellules de type sauvage (WT) et
mutées hogl4, ras24, msn2AmsndA, et ras2Amsn2Amsn4A exposées ou non exposées a 0,7 M de NaCl pendant
1 heure. RAS2 est une GTPase et MSN2 et MSN4 sont des facteurs de transcription activés en réponse au stress

osmotique. D’aprés Bai et al., (2015).

b. Construction du vecteur rapporteur

La construction de notre systeme rapporteur GFP repose sur |'assemblage par recombinaison
homologue des trois fragments: Psri1, GFPyy et un vecteur d'expression levure (pGBKT7,
annexe. 1) modifié, pGBKA (Fig. 28A). Pour le géne rapporteur, nous avons opté pour un
variant optimisé de la GFP, spécifiqguement la GFPyy. Cette variante a été congue pour une
fluorescence maximale lors de I'excitation par la lumiere UV, ce quila rend 18 fois plus brillante
gue la GFP de type sauvage tout en conservant les mémes longueurs d’onde d'excitation et
d'émission. Elle est également particulierement bien adaptée a la levure, ce qui la rend idéale

pour notre systéme rapporteur en levure (MoBiTec, handbook 2000).

Ce gene GFPyv a été amplifié depuis le vecteur pGNG1 (Annexe. 1), utilisé comme gene
rapporteur dans le kit "Grow'n Glow: the GFP Two-Hybrid System" (MoBiTec), spécialement
congu pour les expériences de double-hybride en levure. Le produit de la PCR a produit un

fragment de 0,75 Kb correspondant a la taille attendue (Fig. 28B).
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Pour le promoteur Psri1, nous avons utilisé la souche de levure L40A disponible au laboratoire,
utilisée pour les tests de double-hybride. Afin d'isoler le promoteur STL1, une réaction de PCR
sur colonie de levure a été effectuée avec des amorces spécialement congues (Annexe. 2). La
réaction de PCR a généré un fragment d’environ 0,75 Kb, ce qui correspondait a nos attentes

(Fig. 28B).

Pour le vecteur de clonage (et d’expression levure), nous avons utilisé le vecteur pGBKT7 du
kit MatchMaker (Clontech) dédié au test double-hybride (Annexe. 1). Ce vecteur posséde un
promoteur constitutif de levure (Papn1) permettant I'expression d’une protéine de fusion. De
plus, il possede le marqueur d’auxotrophie « TRP1 » compatible avec la souche de levure
osmodéficiente utilisée permettant ainsi sa sélection. Par PCR, nous avons produit une version
délétée de toute la partie comprise entre le promoteur et le terminateur afin de pouvoir y

introduire nos séquences d’intérét, générant ainsi le vecteur pGBKA.

Pour orchestrer cet assemblage moléculaire, nous avons fait appel au kit NEBuilder (NEB) qui
permet d’assembler de maniére simultanée les trois fragments purifiés pGBKA, Psti1 et GFPyy.
En effet, le fragment Psti1 possede de I’homologie avec le vecteur a son extrémité 5’ et de
I’'homologie avec le fragment GFPyy en 3’. En parallele, le fragment GFPyy possede une
extrémité 5 homologue au fragment Psti1 et une extrémité 3’ homologue au vecteur.
L'assemblage permet donc un clonage orienté des trois fragments en une seule et unique

réaction (Fig. 28A).
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Figure 28. Construction du systéme rapporteur avec le géne GFPUV sous le contrble du promoteur de

stress PSTL1.

A) Schéma montrant I'assemblage des fragments Psti1, GFPuv et pGBKA par recombinaison homologue en utilisant
le kit NEBuilder. B) Gel d'agarose montrant les résultats de la PCR pour I'amplification du géne GFPuv & partir du
plasmide pGNG1 et du promoteur de stress Psti1 G partir des colonies de levure L40A. C) Gel d'agarose de la PCR
sur la construction pGBKA- Pstii- GFPuv indiquant une bande a 1,5 Kb confirmant le succés de I'assemblage des

deux fragments purifiés Psti1 et GFPuv.

c. Création du systeme rapporteur

Apres l'assemblage, la séquence de la construction a été confirmée par séquencage puis co-
transformée dans la souche de levure MH1354, osmodéficiente pour ses propres
osmosenseurs (4sin1 Ashol) avec les constructions plasmidiques servant de contréles positif
(pPD-SLN1) ou négatif (pYX212), ou les constructions exprimant nos récepteurs de peuplier

(pYX-HK1a et pYX-HK1b). Ce systéme rapporteur d’osmosensing fonctionne comme suit :

En I'absence de stress osmotique, I'osmosenseur HK1 est activé par autophosphorylation. Ce
dernier transfére ensuite le groupement phosphoryle a la protéine HPt YPD1, qui a son tour le
transfere au RR SSK1. Cette cascade de transfert de phosphate entraine l'inhibition de
SSK2/SSK22, conduisant a la désactivation de la voie HOG, et donc a la non émission de

fluorescence (Fig. 29A).
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Cependant, en condition hyper osmotique, HK1 devient inactif. Cette inactivation déclenche
I'activation des MAPKKK de la voie HOG. HOG1 active alors les genes de réponse au stress
osmotique, en partie via HOT1, qui induit une expression forte de Psr1, déclenchant la

production de fluorescence (Fig. 29B).
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Figure 29. Fonctionnement du systéme rapporteur en absence et en présence de stress osmotique.

La souche de levure MH1354 a été transformée par la construction du géne rapporteur pGBKA- Pstii-GFPuv et

complémentée par les récepteurs HK1a ou HK1b.

2. Evaluation de la fonctionnalité du systéme rapporteur

a. Analyse qualitative par visualisation de la fluorescence GFP

Dans cette étape de notre étude, I'objectif principal était de vérifier le bon fonctionnement de
notre systéme rapporteur. A cette fin, nous avons observé l'intensité de la fluorescence sous
lumiére UV de notre systeme fluorescent, a la fois en absence et en présence de NaCl a des
concentrations croissantes (0,3 ; 0,6 et 0,9 M) (Fig. 30). Comme il est pratiqué de facon
courante, nous avons choisi un stress salin par ajout de NaCl pour induire le stress osmotique

(Bai et al., 2015 ; Kim et al., 2016 ; Hamdi et al., 2020).

Sur le milieu sans NaCl (-UW + Glu), on observe une faible croissance pour le contrdle négatif
(pYX) et une forte croissance des levures exprimant SLN1, HK1a et HK1b, conforme aux
résultats antérieurs obtenus avec une autre souche de levure osmodéficiente (Héricourt et al.,
2016). Sous UV, une absence de fluorescence est observée en absence de stress (-UW + Glu).

En condition de stress (-UW + Glu + NaCl), on observe que les cellules complémentées avec
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les récepteurs SLN1 et les HK1 continuent de croitre en condition de stress osmotique
croissant (HK1a plus faiblement a 0,9 M NaCl). Parallelement, on observe une augmentation
de la fluorescence émise par les levures en condition croissante de NaCl. Les résultats obtenus
montrent que le systéme rapporteur fonctionne bien en activant lors d’un stress osmotique la

fluorescence de la GFP et qu’il y a une corrélation positive entre la concentration de NaCl et

I'intensité de la fluorescence.

HK1b S ¥ HK1a
-UW + Glu -UW + Glu + 0,3 M NacCl -UW + Glu + 0,6 M NaCl -UW + Glu + 0,9 M NaCl

———M

Figure 30. Vérification de la fonctionnalité du systéeme rapporteur sous lumiére UV,

Les constructions : pYX pour le contréle négatif, pPD-SLN1 pour le contréle positif, et pYX-HK1a ainsi que pYX-
HK1b sont utilisées pour transformer la levure osmodéficiente MH1354 (Asin1 Ashol). Les levures transformées
ont ensuite été étalées sur un milieu glucose en I'absence ou en présence de concentrations croissantes de NaCl
(0,0,3;0,6et0,9M) et incubées a 30 °C pendant 3 jours, afin d'évaluer respectivement la fluorescence de base

et son augmentation.

Ces observations valident la fonctionnalité de notre systeme rapporteur d’osmosensing. Pour
aller plus loin dans l'utilisation de ce systéme, nous avons également entrepris des mesures

guantitatives de la fluorescence.

b. Analyse quantitative par mesure de la fluorescence GFP

Avant de procéder aux mesures quantitatives de fluorescence, plusieurs tests préliminaires
ont été effectués pour définir les conditions optimales. Nous avons déterminé qu’une période
de stress prolongée (une nuit d'incubation, résultat non montré) était nécessaire pour
observer une fluorescence car aucune fluorescence n’était observée aprés un stress de courte
durée (1h30 a 8h). Des tests sur différents volumes de culture et types de plaques (volumes

de 100 pL a 1,5 mL et plaques de 12 puits a 96 puits) ont également été effectués. Au final
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nous avons retenu un protocole préconisant un volume de culture de 300 uL dans des plaques

de 96 puits.

L'utilisation de plaques de 96 puits permet de tester de nombreux échantillons en paralléle,
ce qui est plus efficace en termes de temps et de ressources. De plus, I'utilisation de volume
de culture de 300 uL par puits permet de réduire la consommation de réactifs et de milieux

de culture, ce qui est un avantage économique non négligeable.

Apres une pré-culture sur la nuit, les cultures sont ajustées a une densité optique (DOsoo) de
0,25, avant d'étre incubées a 30°C durant 7-8 heures, jusqu'a atteindre une DOgoo de 1. Des
essais sur plaque ont été réalisés en présence ou en absence de stress osmotique, et les
mesures de fluorescence ont été prises directement sur ces cultures de levure. En parallele, la
guantité de levure est estimée par la DOsgo afin de procéder a la normalisation des valeurs de
fluorescence pour obtenir des données comparables d’'un test a l'autre. Les données
normalisées ont révélé une augmentation de la fluorescence proportionnelle a Ia
concentration en sel pour chacun des récepteurs testés (Fig. 31), confirmant les observations

qualitatives précédentes sous UV.

Pour le contréle négatif correspondant au vecteur d’expression vide (pYX), on observe une
fluorescence basale faible qui augmente tres légérement avec les concentrations de NaCl (Fig.
31). Ces valeurs faibles de fluorescence constituent donc le « bruit de fond » de ces dosages.
Pour le contréle positif SLN1, on observe un niveau basal de fluorescence en absence de stress
(0 M NaCl) qui augmente de fagon significative aux concentrations de 0,6 et 0,9 M NaCl. Pour
les osmosenseurs HK1a et HK1b, leur fluorescence basale sans stress est similaire a celle de
SLN1, De méme que I'augmentation de la concentration de NaCl a 0,6 et 0,9 M provoque une
augmentation significative de la fluorescence. Il est intéressant de noter que la meilleure

efficacité de HK1b par rapport a HK1a se retrouve également dans ces dosages (Fig. 31).
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Figure 31. Vérification de la fonctionnalité du systéme rapporteur par mesure de la fluorescence.

Les pré-cultures de levure sont d'abord incubées a 30°C pendant une nuit, leur densité optique a été ajustée a une
DOesoo de 0,25 puis incubées 7h a 29 °C jusqu’a une DOesoo de 1. Ensuite, elles sont placées dans des plaques a 96
puits en absence ou en présence des solutions de NaCl de différentes concentrations (0,3, 0,6 et 0,9 M NaCl) dans
un volume final de 300 uL pour induire un stress osmotique. Aprés une nouvelle incubation a 30 °C et en agitation
pendant une nuit, les niveaux d'absorbance et de fluorescence sont mesurés pour évaluer la réponse des
osmosenseurs au stress salin. Les mesures ont été prises a l'aide d'un spectrophotomeétre de fluorescence, puis
normalisées par rapport d la DOsoo et rapportées en unités arbitraires (UA). Les barres d'erreur représentent
I'écart-type de trois essais indépendants. Les différences statistiquement significatives sont marquées avec ***

pour p <0.001 et **** pour p < 0,0001, en utilisant un test 2way-Anova.

Ces résultats confirment la fonctionnalité de notre systéme rapporteur dans le contexte du
stress osmotique. Afin de compléter cette étude, nous avons également cherché a savoir si ce
systéme était capable de répondre a d'autres formes de stress osmotique. Le sorbitol est un
agent osmotique couramment employé dans les études sur la levure pour explorer
I'osmorégulation (Blomberg, 2022). De méme le mannitol a été aussi utilisé comme agent
osmotique dans la levure S. cerevisiae (Hamdi et al., 2020). Par ailleurs, le PolyEthylene Glycol
(PEG), un agent osmotique non perméable de haut poids moléculaire (6000 Da), est
couramment utilisé pour simuler des conditions de stress hydrique in vivo (Osmolovskaya et
al., 2018). Contrairement au NaCl, ces agents ont lI'avantage d’étre exclusivement «
osmotiques » en raison de leur nature non ionique, permettant ainsi d'étudier les effets du

stress osmotique sans l'interférence des charges ioniques.
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Sur la Fig. 32, les levures complémentées avec SLN1 montrent une augmentation de la
fluorescence pour tous les agents osmotiques mais significative seulement avec NaCl et PEG,
la réponse étant plus forte sous apport de sel (Fig. 32C). Une réponse similaire est observée
lorsque les cellules sont complémentées par les récepteurs de peuplier avec des profils
comparables soit une réponse plus intense avec NaCl (Fig. 32A et B). Les stress osmotiques
générés par ajout de mannitol et de sorbitol ont induit une augmentation de fluorescence
mais non significative a I'exception du sorbitol sur HK1b (Fig. 32A et B). Cela nous conduit a
trois conclusions importantes. Premiérement, notre systeme rapporteur semble bien réagir a
différents stress osmotiques, ce qui valide son fonctionnement en tant que systéme
rapporteur d’osmosensing. Deuxiemement, le NaCl a une concentration de 0,9 M semble étre
I'agent de stress le plus efficace. Enfin, 'augmentation significative de fluorescence observée
par ajout de PEG est un résultat trés intéressant car I'ajout de cet agent osmotiqgue mimant
I'effet d’un déficit hydrique tel que subit par les plantes montre une activation significative du
systéme et valide ainsi son utilisation avec les récepteurs de plantes HK1a et HK1b. Cependant,
le résultat le plus marqué étant obtenu avec le NaCl, pour nos expériences futures, nous

utiliserons systématiquement ce sel pour induire le stress osmotique.
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Figure 32. Réponse du systéme rapporteur face a divers agents osmotiques.

Des conditions de stress osmotique variées, avec 0,9 M de NaCl, 1 M de sorbitol, 1 M de mannitol et 25 % PEG ont
été testées pour HK1a (A), HKb (B) et SLN1 (C). Ces conditions ont été testées en trois essais indépendants, et les
erreurs standard ont été calculées. Les valeurs représentent la moyenne + l'erreur standard de ces trois essais. Les
différences statistiquement significatives sont marquées avec * pour p < 0,05 et **** pour p < 0,0001, en utilisant

un test 2way-Anova.

Afin de comprendre les différences observées en termes d’émission de fluorescence lors de
ces stress osmotiques, nous avons effectué des mesures d'osmolarité des milieux de culture
contenant les différents agents de stress. Les mesures d'osmolarité montrent des valeurs
fortes pour les milieux NaCl, sorbitol et mannitol alors que celle obtenue pour le milieu avec
PEG est de 2,4 fois moins que celle avec NaCl. Le NaCl, ayant la plus forte osmolarité, induit
une réponse de fluorescence plus intense. Il est également intéressant de noter que, malgré
sa plus faible osmolarité, le PEG a 25% a induit une augmentation significative de la
fluorescence (Tab. 11). Par contre, les milieux additionnés de sorbitol et de mannitol, quoique
présentant des valeurs d’osmolarité plut6t fortes, n’ont pas permis une activation significative

méme si une augmentation de fluorescence pouvait néanmoins étre observée
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comparativement au milieu sans agent osmotique. Ces tests pourraient étre réitérés afin

d’améliorer les calculs statistiques.

Tableau 11. Osmolarité mesurée pour les milieux avec différents agents osmotigues.

Stress Concentrations Osmolarité (milliosmol)
NaCl 0.9M 2179
Sorbitol 1M 1709
Mannitol 1M 1572
PEG 25 % 874

Suite a la mise en place d’un systéme rapporteur fonctionnel, nous avons établi un protocole
expérimental dédié au criblage de ligands ciblant les récepteurs HK1a et HK1b (Fig. 33). Une
pré-culture de levures dans un milieu sélectif -UW + Gal afin de permettre la croissance des
levures osmodéficientes est nécessaire (par inhibition de la voie HOG dont I'expression
constitutive est létale en condition non stressée). Les cultures sont ensuite ajustées a une
DOsoo de 0,25 et incubées pendant 7 heures a 30°C, jusqu'a atteindre une DOeoo de 1 afin de
réinitier des cultures en phase exponentielle de croissance pour une activité optimale. Les
cellules sont ensuite reprises dans du milieu —UW + Glu (pour permettre la levée de I'inhibition
de la voie HOG) avec ou sans addition de NaCl a 0,9 M pour induire un stress osmotique, puis
réparties dans une plaque de 96 puits, dans un volume final de 300 uL. Les ligands ou extraits
a tester sont ajoutés en méme temps que le milieu avec NaCl. Aprés une incubation nocturne
a 30°C avec agitation, les mesures d'absorbance et de fluorescence sont prises pour évaluer

I'éventuelle interaction des osmosenseurs avec les différents ligands (Fig. 33).
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Figure 33. Schéma représentant le protocole de criblage des ligands pour les récepteurs HK1a et HK1b.

3.  Validation de la fonctionnalité du systeme rapporteur en tant que systéeme

d’identification de biostimulant potentiel

Suite a la mise au point du protocole, notre premier objectif était d’utiliser ce systeme pour
identifier le ou les ligands potentiels de nos récepteurs HK1. Cet aspect fondamental sera
abordé dans le chapitre suivant. Dans un second temps, et dans une optique appliquée,
I'objectif était de déterminer dans quelle mesure ce systéme rapporteur pouvait permettre
I'identification d’extraits aux capacités biostimulantes. Pour ce faire, nous avons procédé a
des tests en utilisant différents produits et biostimulants déja commercialisés et utilisés dans

le secteur agronomique. Nous avons eu recours a des biostimulants dérivés d'algues et

d’autres dérivés de levures.

a. Effet des biostimulants issus d’extraits d’algues sur la fonction des

récepteurs HK1

Depuis longtemps, les algues ont été employées en agriculture comme engrais. Toutefois, ce
n'est qu'au cours des derniéres décennies que leurs propriétés biostimulantes ont été
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reconnues et ont permis l'utilisation des polysaccharides de type laminarine, alginates et
carraghénane dans le secteur agricole (Khan et al., 2009 ; Craigie, 2011). Dans le cadre du
projet ProBioSec visant a identifier de nouveaux biostimulants pour la tolérance des plantes a
la sécheresse, nous nous sommes tournés vers une société productrice de biostimulants a
base d’algues, Algaia. Cette entreprise nous a fourni un ensemble de 22 échantillons
contenant a la fois des extraits commerciaux mais aussi des extraits expérimentaux a tester
en aveugle. Ces tests constituent donc un moyen de valider la capacité de notre systeme a
identifier de potentiel biostimulant. Initialement, les tests ont été menés sur le récepteur
HK1b et réalisés a la fois en condition normale et en présence d'un stress osmotique induit par

une concentration de 0,9 M de NaCl (Fig. 34).

En absence de stress, certains extraits ont entrainé une augmentation de la fluorescence,
tandis que d'autres ont provoqué sa diminution par rapport au témoin sans biostimulant.
Cependant, ces variations n'étaient pas considérées comme significatives étant donné la taille

des barres d'erreur sauf pour E16 (Fig. 34A).

Lorsque le stress osmotique a été appliqué, la majorité des extraits ont entrainé une
diminution de la fluorescence comparée au témoin sans extrait. Parmi eux, quatre
biostimulants (E4, E13, E14 et E16) se sont distingués par une réduction plus marquée de la
fluorescence, bien que non significative a cause de la taille des barres d’erreur, sauf pour E4
et E16 une fois de plus (Fig. 34B). Cette baisse suggére que ces extraits peuvent activer la voie
MSP entrainant une diminution de la voie HOG, et donc de la fluorescence. Suite a ces
résultats, I'entreprise nous a communiqué des informations sur la nature des échantillons.
Parmi ces quatre extraits, E4 est actuellement en cours d’expérimentation en tant que
biostimulant pour une meilleure tolérance au stress salin. Les trois autres extraits
correspondent a des biostimulants déja commercialisés pour la tolérance a la sécheresse.
Malgré des résultats peu ou pas significatifs d’un point de vue statistique, le systeme
rapporteur a quand méme pointé des extraits effectivement reconnus comme biostimulant
sur les plantes. Ces résultats encourageants vont donc dans le sens d’une validation de ce

systéme rapporteur comme outil de détection de biostimulant potentiel.
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Figure 34. Evaluation de la fonctionnalité du systéme rapporteur a travers le criblage d’extraits dérivés

d'algue.

A) Criblage sur le récepteur HK1b en absence de stress. B) Criblage sur le récepteur HK1b en présence de stress
(0,9 M NaCl). La mention T renvoie au témoin sans biostimulant, et E indique extrait. Les différents extraits sont
indiqués par des numéros allant de E1 a E22. Les mesures de la fluorescence sont normalisées par rapport a la
DOsoo et exprimées en unités arbitraires (UA). Les erreurs types proviennent de trois tests distincts. Les différences

statistiquement significatives sont marquées avec * pour p < 0,05 en utilisant un test 2way-Anova.

Face a ces résultats obtenus avec HK1b, nous avons souhaité étendre nos tests aux autres
osmosenseurs pour vérifier si les effets observés avec les biostimulants étaient reproductibles.
L’entreprise nous a alors fourni de nouveaux extraits des biostimulants qu’elles souhaitaient

tester plus avant, a savoir E13, E14 et E17 - ce dernier étant une version plus concentrée du
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biostimulant E16. Ces tests ont été réalisés sur SLN1, HK1a et HK1b, toujours en présence d'un

stress osmotique induit par une concentration de 0,9 M de NaCl (Fig. 35).

Les résultats obtenus ont révélé que I'ajout des biostimulants E13 et E14 provoque une
diminution significative de la fluorescence pour SLN1, HK1a et HK1b, avec une diminution de
la fluorescence plus marquée pour HKla, suggérant une interaction ou une sensibilité
particuliere de ces osmosenseurs & ces biostimulants (Fig. 35A et B). A l'inverse, le
biostimulant E17 n'a pas montré d'effet significatif sur la fluorescence (Fig. 35C), tout comme

dans le test effectué précédemment.
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Figure 35. Evaluation de I’effet des biostimulants E13, E14 et E17 sur SLN1, HK1a et HK1b.

Les biostimulants E13 (A), E14 (B) et E17 (C) sont testés sur SLN1, HK1a et HK1b en présence de 0,9 M NaCl. E
indique extrait. Les mesures de la fluorescence normalisées par rapport a la DOsoo sont exprimées en unités
arbitraires (UA). Les erreurs types proviennent de trois tests distincts. Les différences statistiquement significatives

sont marquées avec ** pour p < 0.01, *** pour p < 0.001 et **** pour p < 0,0001, en utilisant un test 2way-Anova.
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b. Effet des biostimulants issus de levure sur la fonction des récepteurs HK1

En complément des biostimulants issus d'algues, nous avons voulu consolider ces résultats en
utilisant des produits du commerce de nature différente. Nous avons donc testé des produits
issus de levure, commercialisés par la société Agrauxine. Ces composés, développés pour
favoriser la croissance et la résilience des plantes, sont formulés a partir de divers produits

dérivés de la levure, chacun avec une action distincte.

Biosmart : Biostimulant foliaire permettant de minimiser les effets des stress abiotiques tels
gue la sécheresse. Il est produit a partir de la fermentation des levures.

Moka : Biostimulant produit a partir d’extraits de levure. Il vise a favoriser les étapes de
fructification des plantes.

Roméo : Il ne s’agit pas d’un biostimulant mais d'une solution de biocontréle a base de parois

cellulaires de levure.

Dans le cadre de notre protocole, ces produits ont été dilués 500 fois dans le milieu —-UW +
Glu, et les tests ont été menés sous un stress osmotique induit par 0,9 M de NaCl (Fig. 36). De
maniére notable, I'ajout de Biosmart a provoqué une élévation significative de la fluorescence
pour tous les osmosenseurs étudiés (SLN1, HK1a et HK1b), avec cependant une significativité
encore plus marquée pour HKla et HK1b (Fig. 36A). Ces observations indiquent une
interaction de Biosmart avec ces osmosenseurs suggerant que ce biostimulant serait capable
d’augmenter I'extinction du MSP du au stress, entrainant une plus grande activation de la voie
HOG et donc une augmentation de la fluorescence. D'un autre c6té, la réponse observée pour
Moka et Roméo indique que ces produits n’ont pas d’effet sur les récepteurs testés (Fig. 36B

et C).
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Figure 36. Evaluation de I’effet des biostimulants issus de levure sur SLN1, HK1a et HK1b.

Les produits commerciaux issus de levure Biosmart (A), Moka (B) et Roméo (C) ont été testés pour leur capacité
a modifier I'activité de SLN1, HK1a et HK1b en présence de 0,9 M NaCl. Les mesures de la fluorescence sont
normalisées par rapport a la DOsoo et exprimées en unités arbitraires (UA). Les erreurs types proviennent de trois
tests distincts. Les différences statistiquement significatives sont marquées avec ** pour p < 0.01, *** pour p <

0.001 et **** pour p < 0,0001, en utilisant un test 2way-Anova.

C. Discussion et perspectives

Afin d’explorer des interactions entre les osmosenseurs et des molécules ligands, nous avons
élaboré un systeme rapporteur d’osmosensing utilisable comme outil d’identification de

biostimulant.

La construction de notre systeme a impliqué plusieurs étapes dont la principale a été
d’identifier un géne le plus spécifique possible de la réponse au stress osmotique. Le caractére
unique de I'activation du gene STL1 en présence de stress osmotique (Bai et al., 2015) a été
une réelle opportunité. En combinaison avec le géne marqueur GFP, nous avons pu créer un

systéme simple répondant a ce stress, a la fois qualitatif et quantitatif. De plus, I'introduction
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des constructions HK1la et HK1b permet d'obtenir un modéle exprimant des récepteurs

végétaux, plus pertinents pour tester des extraits végétaux.

Nous avons étudié la réponse des osmosenseurs SLN1, HK1a et HK1b face au stress osmotique
généré par différents agents osmotiques. L'augmentation la plus forte a été observée en
présence de 0,9 M NaCl mais tous les agents testés ont permis une augmentation de la
fluorescence, bien que non significative pour le sorbitol et le mannitol. En présence de sorbitol,
une exception notable a été observée pour HK1b, ol l'augmentation était significative. Il est
intéressant de noter que I'osmolarité du milieu contenant 0,9 M de NaCl était la plus élevée,
surpassant celle observée avec 1 M de sorbitol. Cette observation s'aligne avec des études
antérieures qui ont montré que le NaCl a un effet osmotique sur les cellules a 0,5 M semblable
aceluidusorbitolal M. Cetteréponse pourrait étre due a une combinaison d'effets osmotiques
dus a la dissociation du NaCl en ions Na+ et Cl— et de possibles effets secondaires relatifs a la
toxicité ionique spécifique (Blomberg & Adler, 1992 ; Blomberg, 2022). Contrairement au NaCl,
le sorbitol, de par sa nature non ionique, est peu assimilé par S. cerevisiae, ce qui pourrait le
rendre métaboliguement inerte comme agent stressant (Sarthy et al., 1994 ; Blomberg, 2022).
De plus, étant un polyol, le sorbitol est bénin pour la machinerie cellulaire et il pourrait
potentiellement s'accumuler intracellulairement pour agir comme osmolyte. D'ailleurs, il joue
le réle d'osmolyte chez certains organismes (Yancey, 2005 ; Blomberg, 2022) et pourrait méme
remplacer, dans une certaine mesure, le role osmoprotecteur du glycérol chez la levure

(Blomberg, 2022), d’ou peut-étre I'effet Iéger de 'augmentation de la fluorescence.

Le mannitol est également une molécule non ionique et donne une réponse tout a fait
comparable au sorbitol. En revanche, le PEG a 25% présente une osmolarité notablement
inférieure par rapport aux autres agents évalués, mais induit une augmentation significative
de la fluorescence. Etant un polymére de haute masse moléculaire (6000 Da), le PEG pourrait
restreindre I'entrée et la sortie de diverses molécules ou ions de la cellule, amplifiant ainsi le

stress cellulaire (Maurya et al., 2022).

Dans l'optique de valider ce systéeme rapporteur en tant qu’outil d’identification de potentiel
biostimulant, nous avons cherché a démontrer que des biostimulants reconnus puissent étre

effectivement identifiés par ce systeme. Ainsi, nous avons testé des produits commerciaux,
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biostimulants ou non, afin de tester la réactivité et la spécificité de notre systéme rapporteur
face a des agents connus pour améliorer I'activité biologique des plantes. En testant des
biostimulants issus d’algues, nous avons obtenu des résultats prometteurs dans la mesure ou
les quatre produits pointés par le systeme correspondent effectivement a des biostimulants
pour la tolérance des plantes a la sécheresse ou au stress salin. Toutefois, il est a noter que le
biostimulant E17, bien qu'étant une version concentrée de E16, n'a pas donné la méme
réponse que ce dernier, et reste sans effet dans notre systéme. Cette disparité suggere que la
concentration de composés actifs peut étre critique pour sa détection. Un exces de certains
composants dans E17 pourrait perturber le métabolisme cellulaire ou méme étre toxiques,
annulant ainsi les effets bénéfiques observés avec E16. Cela pointe du doigt une limite de notre
systéme rapporteur qui ne semble pas étre adapté a tous les extraits. D’'une maniére générale,
les résultats ont montré une diminution de la fluorescence en situation de stress. Cette
observation suggére que ces échantillons pourraient interagir, directement ou indirectement,
avec les osmosenseurs, réactivant ainsi la voie MSP partiellement éteinte par le stress

osmotique, et conduisant a une diminution de la réponse de la cellule au stress.

Pour les produits issus de levure, seul Biosmart a permis une augmentation significative de la
fluorescence en présence de stress. Etant le seul produit, parmi les trois, proposé comme
biostimulant pour la sécheresse, ce résultat encourageant nous conforte dans la spécificité de
notre systeme. Par ailleurs, 'augmentation de fluorescence observée suggére que le
biostimulant exerce une action qui accentue I'extinction de la voie MSP générée par le stress,
conduisant a une augmentation de la réponse de la cellule au stress. De fagon surprenante, il
s’agit 1a d’'une réponse opposée a celle observée pour les produits issus d’algues. Cependant,
dans les deux cas une altération de la réponse du systéme en présence de 'extrait a été
mesurée pour des produits reconnus pour leurs effets bénéfiques sur la tolérance des plantes
ala sécheresse. Des tests supplémentaires, avec des dilutions différentes ou des biostimulants
commerciaux différents, semblent donc nécessaires pour comprendre plus précisément le

mécanisme d’action mis en ceuvre dans ce systéme rapporteur.

L’'ensemble des expériences menées jusqu'a présent ont examiné les effets de ces produits
lors d’un stress court (une nuit) dans des conditions de culture liquide. Cependant, il pourrait

étre intéressant de regarder comment ces extraits agissent lors d’un stress long. En utilisant
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des cultures sur milieu solide avec les extraits infusés dans le milieu (comme cela a été fait
pour le PEG dans le chapitre 1), il serait possible de tester la réponse du systéme de facon
continue pendant plusieurs jours. Cela permettrait de déterminer non seulement si I'extrait
peut aider les cellules a gérer le stress initial, mais aussi s’il fournit une protection continue ou

renforcée contre le stress osmotique sur la durée.

En conclusion, nous avons réussi a élaborer un biosenseur efficace, capable de percevoir et de
réagir aux variations de l'environnement osmotique. De plus, les résultats prometteurs
obtenus dans cette étude nous ont conduit a faire une demande de dépdt de brevet pour
I’exploitation de ce biosenseur comme outil d’identification d’extraits aux capacité

biostimulantes pour la tolérance des plantes a la sécheresse.

141



CHAPITRE IV

Exploration de ligands potentiels pour les récepteurs
HK1
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A. Contexte et objectifs de I'étude

L'interaction des récepteurs de type osmosenseur avec leurs ligands potentiels demeure
largement inexploré dans le domaine végétal. Malgré l'importance de cette interaction dans
le mécanisme de la voie MSP face au stress hydrique, la nature précise des molécules ligands
échappe toujours a notre compréhension. Les indices existants, notamment dans la levure,
suggerent que des éléments de la paroi pourraient avoir des interactions avec I'osmosenseur
SLN1. En effet, il a été montré qu’une protéine pariétale pourrait jouer un réle modulateur de
I'activité de I'osmosenseur SLN1 (Shankarnarayan et al., 2008). Cependant, les identités

moléculaires spécifiques restent indéterminées.

L'exploration des ligands constitue non seulement une étape fondamentale pour décrypter
les mécanismes de perception du stress osmotique chez le peuplier, mais elle ouvre également
des horizons pour développer de nouvelles stratégies d'amélioration de la tolérance des

plantes a la sécheresse.

Ce challenge posé par la méconnaissance des interactions moléculaires entre les récepteurs
HK1 et leurs ligands potentiels a été abordé par une stratégie d'approche double : d'une part,
cibler des molécules déja identifiées pour leur interaction avec des domaines similaires chez

d'autres organismes, et d'autre part adopter une approche exploratoire et donc aléatoire.

o Approche ciblée : Guidés par des informations préexistantes dans la littérature, nous
avons exploré l'interaction des récepteurs de peuplier avec des molécules déja identifiées
pour d'autres récepteurs chez les procaryotes. Ces ligands potentiels, notamment des

acides aminés, offrent un point de départ intéressant pour cette étude.

o Approche aléatoire : En adoptant une démarche exploratoire, nous avons testé des
extraits végétaux dérivés du peuplier, a la fois de ses feuilles et de ses racines. Grace au
systéme rapporteur que nous avons développé, ces extraits ont été criblés pour identifier
des molécules potentiellement actives. Les extraits végétaux qui se sont révélés actifs ont
ensuite été testés sur plantes entiéres (fleuries, fruitiers, potagers et vigne), afin d'évaluer

leur capacité a renforcer la tolérance des plantes face a la sécheresse.
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B. Résultats

1. Approche ciblée : test de molécules candidates (acides aminés)

La recherche des ligands potentiels des domaines CACHE a conduit a de nombreuses
investigations chez les procaryotes. Par exemple, |'utilisation des structures tridimensionnelles
disponibles de plusieurs récepteurs bactériens de surface cellulaire a permis de définir huit
modeles computationnels de domaine CACHE (Upadhyay et al., 2016). A ce jour, seuls
guelgues-uns de ces domaines possedent des ligands identifiés. Parmi ces domaines, on
trouve la famille dCache_1 (double Cache 1" modele) a laquelle appartient le domaine CACHE
des récepteurs HK1. La majorité des ligands connus pour cette famille correspondent a des
acides aminés et des petits acides organiques (Upadhyay et al., 2016). Suivant cette idée, nous
avons entrepris des tests ciblés pour évaluer la capacité des acides aminés, dans un premier

temps, a se lier aux récepteurs HK1.

L'ensemble des 20 acides aminés a été préparé dans un milieu aqueux, a l'exception de
I'aspartate (Asp) et du tryptophane (Trp) qui ont été préparés dans 1 M et 2M HCI
respectivement, et de la phénylalanine (Phe) dans 1 M NH4OH. Les acides aminés ont été

testés a une concentration de 0,02 M en présence d'un stress salin induit par 0,9 M de NaCl.

L'analyse des résultats a révélé que la majorité des acides aminés n'a pas significativement
modifié les niveaux de fluorescence pour HK1a et HK1b, indiquant une interaction négligeable
ou inexistante avec ces récepteurs dans les conditions testées (Fig. 37). Cependant, une
exception notable a été observée pour le tryptophane (Trp). En présence de cet acide aminé,
une baisse significative de la fluorescence a été enregistrée pour les deux récepteurs, HK1a et
HK1b (Fig. 37). Cette diminution suggére une interaction potentielle entre le tryptophane et
les récepteurs, qui pourrait activer la voie MSP et donc réduire la voie HOG en présence de

stress salin.
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Figure 37. Criblage des 20 acides aminés pour leur interaction avec les récepteurs HK1a et HK1b.

Les 20 acides aminés ont été testés pour leur capacité a se fixer sur les récepteurs HK1a (A) et HK1b (B) en présence
de 0,9 M NaCl. Les mesures de la fluorescence sont normalisées par rapport a la DOeoo et exprimées en unités
arbitraires (UA). Les erreurs types proviennent de 6 tests distincts. AA indique Acide Aminé. Les différences

statistiquement significatives sont marquées avec ** pour p < 0.01 en utilisant un test 2way-Anova.

Pour évaluer plus avant l'interaction observée entre le tryptophane et les récepteurs HK1a et
HK1b en présence de 0,9 M NaCl, des expérimentations complémentaires ont été réalisées
avec des concentrations de NaCl réduites. L'objectif était de déterminer si l'effet du
tryptophane sur les récepteurs était maintenu dans des conditions de stress osmotique

moindre. De plus, nous avons testé cet acide aminé sur 'osmosenseur de levure SLN1.

Ces tests ont révélé que l'effet notable du tryptophane sur la fluorescence des récepteurs,
observé précédemment a 0,9 M NaCl, s'atténuait considérablement a des concentrations plus

faibles. Ainsi, a 0,3 M et 0,6 M NaCl, I'impact du tryptophane sur HK1a, HK1b et I'osmosenseur
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de levure SLN1 n'était plus significatif, bien que la baisse de signal soit toujours observable a

0,6 M. (Fig. 38A, B et C).

De fagon étonnante, méme lorsque le niveau de stress osmotique était maintenu a 0,9 M NacCl,
le tryptophane ne semblait pas influencer significativement I'activité de SLN1 (Fig. 38C),
contrairement a ce qui a été observé pour HK1a et HK1b. Ce résultat suggere une spécificité

pour les récepteurs du peuplier, qui ne s'étend pas nécessairement a I'osmosenseur de levure.
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Figure 38. Effet du tryptophane sur I'activité des osmosenseurs SLN1, HK1a et HK1b.

Le Tryptophane (Trp) a été testé pour son capacité a se fixer sur les récepteurs HK1a (A), HK1b (B) et SLN1 (C) en
absence et en présence de concentrations croissantes de NaCl (0,3, 0,6 et 0,9 M). Les mesures de la fluorescence
sont normalisées par rapport a la DOsoo et exprimées en unités arbitraires (UA). Les erreurs types proviennent de
6 tests distincts. Les différences statistiquement significatives sont marquées avec ** pour p < 0.01 en utilisant

un test 2way-Anova.
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2. Approche aléatoire

Le choix de tester les extraits de feuilles et de racines du peuplier repose sur le fait que les
récepteurs HK1a et Hk1lb sont exprimés aussi bien dans les racines que dans les feuilles
(Héricourt et al., 2013 ; 2016). De ce fait, I'utilisation d’un extrait foliaire semblait tout a fait
envisageable, permettant ainsi I'utilisation d’'une biomasse importante peu exploitée chez le
peuplier et facilement accessible. Par ailleurs, notre équipe travaillant sur des projets
paralléles impliquant la production de différents types d’extraits racinaires, nous avons
également souhaité profiter de cette opportunité pour tester ces phytoextraits produits en

interne.

a. Tests d’extraits foliaires de peuplier

Afin d’obtenir des phytoextraits les plus variés possibles, nous avons effectué des récoltes de
feuilles sur une dizaine de génotypes différents de peuplier, dans des conditions de culture
différentes et a des temps de croissance différents. Ces récoltes ont été effectuées la premiere
année sur deux sites distincts de I'[NRAE : Ardon et St-Cyr-en-Val. Sur le site d’Ardon, quatre
génotypes de peuplier ont été utilisés : Skado, Koster, Dellinois et Pourtet. Ces derniers
participent a un dispositif expérimental soumis a deux conditions hydriques différentes :
irriguée et non irriguée. Trois périodes de récolte ont été choisies durant la saison de
croissance : en début (Juillet), au milieu (Septembre) et en fin de saison (Octobre) (Fig. 39)
(pour plus de détails, voir section matériels et méthodes). Sur le site de St-Cyr-en-Val, la
récolte a porté sur les génotypes Dorskamp, Flevo, I-214, Triplo et Monviso. A la différence de
I'autre site, une seule récolte a été réalisée en début de saison (Juillet) en raison de la difficulté
d’accés aux différents arbres de cette parcelle expérimentale (Fig. 39). Suite aux récoltes, les
feuilles ont été congelées immédiatement dans I'azote liquide puis fournies au partenaire du
projet, I'Institut de Chimie Organique et Analytique (ICOA) pour extraction et analyse par
UHPLC-MS (voir matériels et méthodes). Différents protocoles d’extraction ont été adoptés
en utilisant des solvants issus de la chimie verte afin d’enrichir la diversité des extraits. Ces
extractions ont conduit a I'obtention de 34 extraits différents qui ont été criblés dans le

systéme rapporteur fluorescent.

Durant la deuxieme année, la récolte a été faite uniquement sur les deux génotypes

sélectionnés lors des criblages en premiéere année et en plus grande quantité pour les essais
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sur plante. De grands volumes de phytoextraits ont alors été produits et fournis a la station
d’expérimentation horticole partenaire du projet, le Comité de Développement Horticole de
la Région Centre-Val-de-Loire (CDHR-CVL), ou ils ont été testés sur un seul type de plante, les

pensées (Viola x wittrockiana), a titre d’expérimentation préliminaire (Fig. 39).

La troisieme année, les deux phytoextraits ayant donné des résultats intéressants ont été
expérimentés sur toute la gamme de plantes horticoles incluant les plantes fleuries comme la
Nemesia (Nemesia fruticans) et la rose d’Inde (Tagetes erecta), les plantes fruitieres telles que
le framboisier (Rubus idaeus) ainsi que les plantes potagéres comme les tomates (Solanum
lycopersicum). De plus, ces deux phytoextraits ont également été utilisés pour des essais sur
vigne (cépage chenin blanc) avec une autre station d’expérimentation végétale partenaire du
projet, I'Institut Francais de la Vigne et du vin (IFV). Les premiers essais étant actuellement en
cours, ces expérimentations ne seront pas présentées dans ce manuscrit. En parallele de ces
tests, une étude approfondie a été menée a I'lCOA afin d'identifier, par Spectrométrie de
Masse a Haute Résolution (HRMS), les composés chimiques contenus dans les phytoextraits
qui ont démontré un effet bénéfique sur les pensées lors des expérimentations précédentes

(Fig. 39).
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1% année (2021) : Récolte et sélection des phytoextraits candidats

Juillet _
"~ Site1: Ardon
M» 3 temps de récolte : Juillet, Septembre et Octobre
Octobre 4 génotypes : Skado, Koster, Pourtet et Dellinois
Juillet Site 2 : St-Cyr-en-Val

Un seul temps de récolte : Juillet
5 génotypes : Dorskamp, Flevo, I-214, Triplo et Monviso

p——]  Analyses : ICOA (UHPLC-MS) + laboratoire (Criblage)

2°™e année (2022) : Récolte et tests des phytoextraits positifs sur les pensées

Juillet Site : Ardon
2 temps de récolte : Juillet et Septembre

2 génotypes : Skado et Koster

Septembre

Tests sur plantes : CDHR-CVL (Tests sur les pensées)

3éme année (2023) : Tests des phytoextraits sur autres plantes et
identification de molécules chimiques

Analyses : ICOA (HRMS)

Figure 39. Frise chronologique des différentes étapes de récoltes des feuilles de peuplier et d’analyses

des phytoextraits dans le cadre du projet ProBioSec.

1) Sélection des phytoextraits candidats

Pour les phytoextraits du site de St-Cyr-en-Val, deux méthodes d'extraction ont été utilisées
avec deux solvants différents : I'éthanol 70 % et I'acétate d'éthyle 100%. Pour la premiére

extraction a I'éthanol, le résidu sec a été repris dans de I'éthanol 50%. Parallélement, le culot
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sec issu de [I'extraction a [l'acétate d'éthyle a été repris dans un mélange
acétonitrile/isopropanol a 50%. Pour les phytoextraits du site d’Ardon, un seul solvant

d’extraction a été utilisé, I'éthanol 70 %, puis le résidu sec a été repris dans de I’éthanol 50 %.

Pour assurer la détection des composés, quatre types de détecteurs ont été utilisés (voir
matériels et méthodes), mais que deux qui ont été privilégiés et les deux autres se sont révélés
moins pertinents car ils montraient nettement moins de composés par rapport aux deux
principaux utilisés. Le premier détecteur, opérant dans I'UV a 280 nm, permet de détecter
principalement les composés pourvus de groupements chromophores, tels que les
polyphénols ou flavonoides. Le second, un détecteur DEDL, permet de détecter des composés
moins volatils que la phase mobile, y compris des molécules telles que les sucres ou terpenes,

moins perceptibles en UV.

(1) Phytoextraits du site de St-Cyr-en-Val

L'analyse chromatographique avec le détecteur UV a 280 nm montre des profils
chromatographiques distincts selon le solvant d'extraction utilisé, que ce soit I'éthanol ou
I'acétate d'éthyle. Chaque génotype présente un profil chromatographique spécifique, avec

des pics distincts a différentes rétentions.

De plus, certains pics spécifiques semblent étre présents dans un solvant et absents dans
I'autre. En effet, lors de I'extraction a I'éthanol 70%, on remarque la présence de deux groupes
de composés majoritaires pour les cing génotypes étudiés. La premiére série, observable entre
3 et 8 minutes, correspond aux polyphénols, et la seconde, s'étendant entre 8 et 14 minutes,
est associée aux flavonoides (Fig. 40A). De plus, la méthode d'extraction avec |'acétate
d'éthyle 100% a révélé une troisieme catégorie de composés, détectée entre 22 et 27 minutes,

correspond aux terpénes (Fig. 40B).

Ainsi, les profils chromatographiques dérivés de I'éthanol 70 % (Fig. 40A) affichent des
intensités plus marquées pour certains pics comparativement a ceux issus de |'acétate d'éthyle
100 % (Fig. 40B). Par exemple, le pic le plus prononcé dans le phytoextrait Dorskamp semble
atteindre prés de 200 mAU en utilisant I’éthanol 70 %, alors qu’en utilisant I'acétate d’éthyle
100 %, cette intensité atteignait que 20 mAU (fleches noires). Dans I’'ensemble, les résultats
présentent des profils variés tant en nature qu’en intensité en fonction des génotypes et des

solvants utilisés.
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Figure 40. Profils chromatographiques obtenus par UHPLC-MS des phytoextraits foligires des cing

génotypes de la récolte de St-Cyr-en-Val.

Comparaison des profils chimiques des phytoextraits de cing génotypes (I-214, Monviso, Dorskamp et Flevo) de
site de St Cyr issus de la premiere récolte (Juillet). Deux méthodes d’extraction ont été utilisées : dans I’éthanol a
70 % (A) et dans I'acétate d’éthyle a 100 % (B). L'analyse a été réalisée a I''COA en utilisant un systéme UHPLC-
MS et un détecteur de type UVzso. L'axe des abscisses représente le temps de rétention (min) et I'axe des ordonnées
indique l'intensité du signal en milli unité d’absorbance (mAU). Les fléches noires indiquent le pic le plus prononcé

dans Dorskamp en utilisant I’éthanol 70 % (A) et le pic correspondant en utilisant I'acétate d’éthyl 100 % (B).
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(2) Phytoextraits du site d’Ardon

Pour les échantillons du site d’Ardon, seule I'extraction a I'éthanol 70% a été utilisée. En
utilisant le détecteur UV a 280 nm, nos observations chromatographiques ont révélé des
tendances similaires a celles identifiées chez les génotypes de St-Cyr-en-Val en utilisant
I’éthanol a 70%, deux régions distinctes de composés se sont démarquées : une premiere qui
correspond aux polyphénols et une deuxieme aux flavonoides (Fig. 41). De plus, une tendance
se dessine a travers les trois temps de récoltes : les profils chimiques sont semblables, mais on
observe une intensification des pics chromatographiques au fil du temps, comme montré pour
le génotype Skado irrigué (Fig. 41). Cette tendance a la hausse de I'intensité des signaux est
également perceptible pour les autres génotypes que ¢a soit irrigués ou non irrigués (résultats

non montrés). Les composés semblent s’accumuler au cours du temps.

A Skado irrigué

mn
¥ 2-20220223 w24l Skado (1) 17/09/21 2.1) UV_VIS_1WVL 280 nm
mAU

100 ﬁm
J | ,.\,‘MMA/\,J\,_AM/\_,N__/\ ST SSPUY L

s D SN

min
T1-20220321 %4 Skado (1) 291031 UV_VIS_1WVL:280 nm
mAU

100
o ‘ A w
oo 20 ) 6.0 50 10.0 12.0 14.0 16.0 15.0 20.0 22.0 240 26.0

\ I )
I T

Polyphénols Flavonoides

— Juillet — Septembre ——Octobre

Figure 41. Profils chromatographiques obtenus par UHPLC-MS du phytoextrait de Skado irrigué.

Comparaison des profils chimiques des trois récoltes (juillet, septembre et octobre) du phytoextrait du génotype
Skado irrigué. Une seule méthode d’extraction dans I’éthanol a 70 % a été utilisée. L'analyse a été réalisée a I'ICOA
en utilisant un systeme UHPLC-MS et un détecteur de type UV2s0nm. L'axe des abscisses représente le temps de

rétention (min) et I'axe des ordonnées indique l'intensité du signal en milli unité d’absorbance (mAU).
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En comparant les profils en condition irriguée par rapport a non irriguée, il est apparu que les
profils chimiques étaient similaires (Fig. 42A et B). Cette observation suggere que les
conditions hydriques n’ont pas influencé la composition chimique des feuilles avec les
méthodes d’extraction utilisées, mais les conditions météorologiques lors de cette période de

récolte sont a prendre en compte pour l'interprétation de ces observations.

Par ailleurs, des variations chimiques distinctes ont été identifiées entre les différents
génotypes. Notamment, Skado se démarque par son profil chimique différent, tandis que les
génotypes Koster, Pourtet et Dellinois présentent des profils chimiques comparables,

indépendamment des conditions d'irrigation auxquelles ils ont été soumis (Fig. 42A et B).

En conclusion, a la lumiére de nos observations, nous avons décidé de ne pas poursuivre
I'exploration de la parcelle du site de St-Cyr-en-Val, du fait de sa difficulté d’accés (parcelle
non entretenue en fin d’expérimentation) pour la suite de nos recherches. Concernant le site

d'Ardon, il ressort que le génotype Skado se distingue des trois autres génotypes.
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Figure 42. Profils chromatographiques obtenus par UHPLC-MS des phytoextraits foliaires des quatre

génotypes de peuplier.

Comparaison des profils chimiques des phytoextraits de quatre génotypes (Dellinois, Koster, Pourtet et Skado) du
site d’Ardon issus de la premiere récolte (Juillet) en condition non irriguée (A) et irriguée (B). L'analyse a été
réalisée a I'lCOA en utilisant un systeme UHPLC-MS en utilisant le détecteur UVzs nm. L'axe des abscisses
représente le temps de rétention (min) et l'axe des ordonnées indique l'intensité du signal en milli unité

d’absorbance (mAU).
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(3)  Tests de fluorescence

Des tests de criblage dans le systéme rapporteur ont été réalisés en présence de 0,9 M NaCl
sur les quatre génotypes du site d’Ardon : Dellinois, Koster, Pourtet et Skado, issus des trois
récoltes (Juillet, Septembre et Octobre) et dans les deux conditions d’irrigation avec un seul
solvant (éthanol 70 %), ainsi que les cing génotypes du site de St-Cyr-en-Val : 1-214, Monviso,
Dorskamp, Pourtet et Flevo avec les deux solvants (éthanol 70 % et acétate d’éthyle 100 %).
Ces 34 phytoextraits ont été évalués pour leur capacité a modifier I'activité des récepteurs

HK1a et HK1b dans le systéeme rapporteur.

Pour les phytoextraits des génotypes provenant du site de St-Cyr-en-Val, les résultats n'ont
pas révélé de variations significatives pour I'ensemble des cing génotypes, indépendamment
du solvant utilisé (résultats non montrés). En revanche, pour les génotypes du site d’Ardon,
les résultats ont montré que l'extrait Skado de la premiére récolte provoque une
augmentation notable de la fluorescence par rapport au témoin (T) lorsqu'il est testé avec les
récepteurs HK1a et HK1b (Fig. 43A et C), en présence de 0,9 M NaCl. Cette augmentation a
été constatée aussi bien pour Skado irrigué concernant 'osmosenseur HK1a, que pour les
conditions irriguées et non irriguées concernant HK1b. Un autre génotype, Koster de la récolte
de septembre en condition irriguée, a également montré une hausse significative de la
fluorescence par rapport au témoin pour les deux récepteurs HK1a et HK1b (Fig. 43B et D).
Néanmoins, aucun résultat significatif n'a été observé pour la troisieme récolte (Octobre,

résultat non montré).

Ces augmentations de la fluorescence en présence des phytoextraits issus des génotypes
Skado irrigué (récolte juillet) et de Koster irrigué (récolte septembre) montrent que ces
phytoextraits sont capables de stimuler la réponse de la levure face au stress et constituent
ainsi les deux extraits retenus par ce criblage. Il semble donc que ces extraits contiennent des
molécules capables d’agir sur 'osmosensing via une interaction, directe ou indirecte, avec le
MSP HK1. Ces deux extraits représentent des candidats prometteurs a analyser plus avant
pour identifier les potentiels ligands de nos récepteurs. De plus, ils constituent les deux
extraits candidats pour les tests sur plantes dans le cadre d’une application en tant que

biostimulant.
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Figure 43. Effets des extraits foliaires de peuplier sur l'activité de HK1a et HK1b.

Les phytoextraits de la premieére et la deuxieme récolte respectivement pour HK1a (A et B) ainsi que pour HK1b
(C et D), ont été testé pour leur capacité a moduler I'activité des récepteurs HK1 chez le peuplier en présence d'un
stress salin de 0,9 M NaCl. Le contréle (T) désigne l'intensité de la fluorescence en présence de 0,9 M NaCl sans
ajout de phytoextraits. Les valeurs de fluorescence ont été ajustées par rapport a la DOesoo et sont présentées en
unités arbitraires (UA). L'erreur standard est calculée a partir de trois essais indépendants. Les écarts significatifs,

déterminés par un test 2way-Anova, sont signalés par * pour une valeur p < 0.05.

2) Effet biologique des phytoextraits identifiés
(1)  Tests préliminaires

Dans le cadre de notre exploration d’'un éventuel effet biostimulant des phytoextraits sur
plante, nous avons procédé a une deuxiéme récolte de feuilles pour la production des
phytoextraits sélectionnés a une plus grande échelle lors de la deuxieme année. Les analyses
effectuées par UHPLC-MS sur cette seconde récolte, ainsi que les tests dans le systeme
rapporteur, ont confirmé les résultats obtenus avec ceux de la premiére année (données non
montrées). Nous avons choisi d'étudier en premier lieu leur impact sur une seule espece

végétale, les pensées, a titre d’essai préliminaire. L'objectif principal de ces essais est de

déterminer si ces plantes a fleurs réagissent aux traitements des phytoextraits Skado et
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Koster, notamment en ce qui concerne un éventuel effet phytotoxique, et si ces extraits
peuvent améliorer leur développement face au stress hydrique. L'ensemble de ces essais a été
mené par les techniciens de la station expérimentale du CDHR et j'en présente ici les

principaux résultats.

Ces phytoextraits ont été testés selon huit modalités (Tab. 12). Les modalités 0 et 1 servent
de points de référence pour s'assurer que le stress est bien percu par les plantes. Les modalités
2 et 5 offrent un regard sur I'éventuel effet de phytotoxicité des plantes face a I'extrait dans
un environnement non stressant, tandis que les modalités 3, 4 ainsi que 6 et 7 permettent
d'appréhender les effets des phytoextraits a deux concentrations différentes dans un contexte

de stress.

Tableau 12. Les différentes modalités testées dans I’essai.

0 Témoin non traité et non stressé
Témoin non traité et stressé

2 Plants traités avec Skado a 0,2 % et non stressés
Plants traités avec Skado a 0,2 % et stressés

4 Plants traités avec Skado a 0,1 % a et stressés
Plants traités avec Koster a 0,2 % et non stressés

6 Plants traités avec Koster a 0,2 % et stressés

7 Plants traités avec Koster a 0,1 % et stressés

Tests sur les pensées :

Cette expérience a testé les effets des deux phytoextraits sélectionnés (Skado et Koster) sur
le développement et la mortalité des pensées, une espéce bisanuelle, avec deux facteurs
variables : la dose du phytoextrait (deux concentrations de 0,1% et 0,2%) et le stress hydrique
en diminuant I'apport en eau de 50%. Les phytoextraits ont été appliqués sur les feuilles juste
apres l'application du stress et de fagon répétée toutes les deux semaines soient trois

traitements au total.

Les tests ont été effectués sur 240 plants de pensées, et les impacts des phytoextraits ont été
étudiés sous des conditions sans stress hydrique (80-90% d'humidité du substrat) et en
condition de stress hydrique (60-70% d'humidité du substrat). Pour I'ensemble des mesures
de croissance effectuées (hauteur des plants, diamétre des tiges, niveau d’enracinement et
floribondité), aucune différence entre le témoin sans stress et le témoin stressé n’a été

observée (non montré). Il apparait donc que le stress n’a pas impacté la croissance des plantes.
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Cependant, lors de I’évaluation finale, le taux de mortalité a été déterminé et a permis de voir
un impact des traitements (Fig. 44). Ainsi, les résultats ont montré que le traitement avec
Skado ou Koster ont entrainé une diminution du taux de mortalité en condition de stress de
trois (6,7% modalités 4 et 6) a cinq fois (3,3% modalités 3 et 7) comparativement au témoin
non traité qui affichait un taux de 16,7 % (modalité 1). Il semble méme y avoir un effet
bénéfique des extraits en absence de stress puisque le taux de mortalité chute entre O et 3,3%
pour les deux modalités témoin stressé sans traitement (modalités 2 et 5). Ces résultats
indiquent donc un effet bénéfique des extraits en faveur de la survie des plantes en conditions

de stress hydrique.

En paralléle, une analyse a été réalisée pour évaluer la phytotoxicité suivant une grille de
notation de phytotoxicité qui se base sur le type d’organe touché, les symptdmes observés et
leur intensité. Les données ont révélé I'absence d’une quelconque phytotoxicité pour les deux

extraits.

Mortalité des plants de pensées
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Figure 44. Impact des phytoextraits Skado et Koster sur le taux de mortalité des pensées en absence et

en présence de stress hydrique.

L'étude a examiné les effets des deux phytoextraits, Skado et Koster, appliqués a des concentrations de 0,2% et
0,1%, en absence et en présence de stress hydrique. Les différentes modalités sont numérotées de 0 a 7 (voir Tab.

12). Ces résultats sont basés sur deux répétitions de 15 individus chacun (dans chaque modalité).
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(2) Tests sur la gamme de plantes horticoles

Fort de ces résultats prometteurs obtenus lors des tests préliminaires, nous avons décidé
d'étendre nos tests a I’'ensemble de la gamme des plantes horticoles : les fleuries (rose d’Inde
et Nemesia), les fruitiers (framboisier) et les potagers (tomate). Ces espéces ont été choisies
en raison de leur représentativité des espéces horticoles, mais aussi pour leur variabilité et

sensibilité de réponses a la sécheresse.

Tests sur la rose d’Inde :

Larose d’Inde a été utilisée dans le but de corroborer les observations préalablement réalisées
sur les pensées car ces deux espéces pourraient présenter des réponses analogues face au
stress hydrique. Ces tests ont été réalisés sur 240 plants, et les impacts des phytoextraits ont
été étudiés en condition sans et avec stress hydrique. Aucune phytotoxicité n’a été observée
suite aux traitements avec les phytoextraits, cependant, une infestation d'acariens est arrivée
sur les plants, a mi-parcours de I’essai, qui n’a pas pu étre éliminée. La quasi-totalité de I'essai
a été perdu rendant son exploitation impossible. Néanmoins, une mesure intermédiaire (avant
I'infestation) a révélé une tendance, bien que non significative, a I'amélioration de la
floribondité en condition de stress hydrique pour les plants traités par rapport aux plants non

traités, et ce pour les deux extraits aux deux dilutions (résultat non montré).

Tests sur Nemesia :

La plante Nemesia a été sélectionnée pour apprécier I'effet des extraits sur une plante fleurie
présentant une réponse différente de celle des pensées face au stress hydrique. Un total de
240 plants a été soumis a ces tests. Les plants soumis au stress hydrique affichaient une
diminution d'humidité de substrat, qui était globalement de I'ordre de 15 % par rapport a ceux

cultivés dans des conditions normales.

Il est a noter qu’aucun signe de phytotoxicité n'a été détecté suite aux traitements. De surcroit,
les controles sans traitement avec et sans stress (modalité 0 et 1) ont pu montrer une différence
significative en fin de période de test (semaine 25, Fig. 45), confirmant la bonne perception
du stress par les plantes. De plus, parmi I’'ensemble des parametres de croissance analysés,
I'évaluation des impacts des phytoextraits sur la croissance en hauteur des plants a révélé une

amélioration significative avec I'extrait Koster a la concentration de 0,1 % (modalité
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7) par rapport au témoin non traité (modalité 1) au bout de sept semaines de culture et trois
applications (Fig. 45, bloc de droite). Ce résultat indique que cette concentration de
phytoextraits peut aider les plants a maintenir leur croissance en hauteur malgré les
conditions de stress hydrique, les rendant ainsi comparables aux plants en conditions

hydriques optimales.

Evolution de la hauteur des plants
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Figure 45. Effets des phytoextraits Skado et Koster sur la hauteur chez Nemesia face au stress

hydrique.

Les phytoextraits Skado et Koster ont été testés aux concentrations de 0,1% et 0,2%, sur des plants de Nemesia
soumis ou non au stress hydrique. L’évolution de la hauteur des plants a été examinée pendant les 7 semaines de
traitements (semaines 18 a 25). Les données présentées reposent sur trois répétitions de I'expérience. Pour

l'analyse statistique, un test ANOVA a été employé.

Tests sur framboisier :

Le framboisier a été choisi pour représenter la gamme des fruitiers, étant particulierement
sensible a la disponibilité en eau du sol. Les expérimentations, menées sur 240 plants, ont

permis d'évaluer les effets des phytoextraits dans des conditions sans et avec stress hydrique.

Aucun symptoéme de phytotoxicité n'a été observé sur les plants suite aux traitements.
Plusieurs parametres ont été mesurés pour évaluer la qualité des plants traités avec les deux

extraits, mais aucun effet bénéfique significatif des traitements n'a été mis en évidence sur
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les différentes mesures effectuées. Cependant, il est important de noter que le niveau de
stress hydrique appliqué a été particulierement faible lors des tests. En effet, la différence
d'humidité de substrat entre la condition en absence et en présence de stress hydrique était
globalement de 5% tout le long de la période avec quelques rares passages a 10-15% (Fig. 46).
Avec une différence si minime, les controles sans traitement avec et sans stress (modalité 0 et
1) n‘ont pas montré de différence significative pour les différents paramétres mesurés
(données non montrées). Il semble donc que le stress ait été trop faible pour avoir un impact

sur les plants testés et permettre d’évaluer I'effet de nos deux extraits.

Evolution des teneurs en humidité du substrat (situations de
stress et de confort hydrique)

Humidité moyenne (%)

17 18 19 20 21 22 22 23 24 25 26 26 27 28 29 30 31 31 32 33 34
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Semaines et mois

——Humidité (Stress) Humidité (Confort)

Figure 46. Suivi d’humidité du substrat en absence et en présence du stress hydrigue.

Pour assurer le suivi et la vérification de l'instauration du stress hydrique, des sondes spécifiques mesurant
I'humidité ont été placées directement dans le substrat. Ces dispositifs ont permis d'enregistrer, de maniére

continue, les niveaux d’humidité chaque semaine, depuis la 17¢™ jusqu'a la 34°™ semaine.

Tests sur tomates :

La tomate a été choisie pour représenter la gamme des plantes potageres, étant également
sensible a la sécheresse. Au total, les tests ont porté sur 240 plants de tomates et les mesures
d’humidité du substrat ont montré une moyenne de 10 % sur I'ensemble de la période de
croissance. Il est ressorti que le stress hydrique était présent mais d’intensité faible lors de

I'expérimentation.
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Aucune manifestation de phytotoxicité n'a été enregistrée tout au long de la culture des
tomates. Par ailleurs, la différence significative entre les témoins avec et sans stress en
I'absence de tout traitement (modalité 0 et 1), atteste que le stress a bien été pergu par les
plantes. Parmi les différentes mesures réalisées, il ressort que la hauteur des plants a montré
que, suite a l'application d’un traitement, une différence significative est apparue pour le
phytoextrait Skado a 0,2 % (modalité 3) (Fig. 47A). De méme, le nombre d'étages foliaires a
révélé une amélioration significative pour I’extrait Koster a 0,2 % (modalité 6) (Fig. 47B). Les
deux extraits semblent donc permettre une meilleure croissance des plants de tomate en

conditions de stress.
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Figure 47. Effets des phytoextraits sur la hauteur et le nombre d’étages foliaires des tomates.

Les effets des traitements avec Skado et Koster, a des concentrations de 0,1% et 0,2%, sur deux aspects clés : la
hauteur (A) et le nombre d’étages foliaires (B) des plants, en présence ou absence de stress hydrique. Les
modalités mises en ceuvre sont identifiées par des numéros de 0 a 7 (voir Tab. 12). Un traitement a été effectué
durant la semaine 21. Le nombre d’étages foliaires a été analysé pendant la semaine 21. Ces observations

découlent de trois blocs répétés de I'expérimentation. Pour I'analyse statistique, un test ANOVA a été employé.

3) Identification des composés actifs par HRMS

Par la suite, nous avons souhaité caractériser plus avant les deux extraits sélectionnés. Pour

cela, une HRMS a été employée afin de déterminer la composition chimique des phytoextraits
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Skado et Koster et identifier ainsi les molécules qui pourraient étre a I'origine des effets
observés. Les résultats ont montré des différences quantitatives et qualitatives entre les deux
phytoextraits (Fig. 48A et B). En effet, 12 pics majeurs ont pu étre identifiés pour Skado et 17
pour Koster avec des différences d’intensité. Parmi ces différents pics, seulement une petite
fraction a pu aboutir a I'identification d’un composé (Tab. 13). Les molécules identifiées sont
majoritairement spécifiques a chaque génotype et seulement deux d’entre elles sont
communes aux deux génotypes : I'lsoquercétine et la Nigracin/Salireposide. Cependant, le
nombre de molécules identifiées est trop restreint par rapport au nombre total de pics pour
définir précisément si certaines molécules sont spécifiques. Cette premiére analyse permet

néanmoins de commencer a caractériser la composition de nos extraits.

A
Intens. X0735520B.d
x106 7 1
1.25
Skado
1.00 12
8
0.75 K
0.50
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B
Intens. | X0735540B.d
x106 b
1.25 -
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0.75 -
0.50 -

0.25

Figure 48. Identification des composés présents dans les phytoextraits Skado et Koster par HRMS.

A) Chromatogramme de I’extrait Skado. B) Chromatogramme de I’extrait Koster. Vert : chromatogramme des

composeés qui absorbent a 280 nm, Noir : chromatogramme qui révele les ions négativement chargés.
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Tableau 13. Analyse des pics majeurs et suggestions de composés identifiés a partir de la littérature.

Extrait Pic Temps de Formule Composés
rétention brute
(min)

3 7,67 C20H24010 Salicortin

4 7,88 C21H20012 Isoquercetin
Skado 5 8,95 Ca0H2209 Nigracin/Salireposide

6 9,32 C20H2209 Nigracin/Salireposide

9 11,94 C20H24010 Salicortin

11 12,86 Ca7H28011 Tremulacin

3 3,88 Ci13H1807 Salicin

5 4,99 Ci16H1809 Chlorogenic acid
Koster

7 7,87 C21H20012 Isoquercetin

9 8,95 C20H2209 Nigracin/Salireposide

17 19,09 C30H1g08 Pladienolide

B/Ajugacetalsterone

b. Tests d’exsudats racinaires de peuplier

Au sein de notre équipe de recherche, des projets cherchant a comprendre la régulation mise
en place lors d’un stress osmotique au niveau des racines de peuplier (Projet CosmétoPop)
ont amenés a la production d’exsudats et d’extraits racinaires de peuplier. Les racines étant
I'organe premier de perception de la contrainte sécheresse et les récepteurs HK1 étant plus
exprimés dans les racines, nous avons trouvé pertinent de tester ces extraits dans notre
systéme rapporteur. Nous avons ainsi pu utiliser deux types d'exsudats racinaires de Populus
nigra : ceux issus de cultures en aéroponie et ceux provenant de cultures en hydroponie. En
complément, nous avons également eu l'opportunité d'évaluer un extrait racinaire issu de

hairy-root d'une lignée de peuplier hybride (717-1B4) transformée par Rhizobium rhizogenes.

1) Aéroponie

Les exsudats racinaires obtenus a partir de cultures en aéroponie ont été préparés en les
solubilisant dans 50% d'éthanol a une concentration de 10 mg/mL. Nous avons évalué quatre
fractions d’exsudats, trois d’'un méme lot (A3-1, A3-4 et A3-5) et une issue d'un lot différent

(A4-3).
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Les tests ont été effectués en présence de 0,9 M NaCl. Les résultats indiquent une légere
tendance générale a la baisse de la fluorescence pour les récepteurs HK1a et HK1b lors de
I'utilisation de la plupart des exsudats mais globalement non significative. Seul I'exsudat A3-1
a entrainé une réduction significative de la fluorescence pour HK1a, mais cet effet spécifique
n'a pas été retrouvé chez les autres exsudats issus du méme lot, a savoir A3-4 et A3-5 (Fig. 49B
et C). Cette disparité, au sein méme d'un lot, nous incite donc a la prudence dans
I'interprétation de cette différence significative. Ainsi, globalement ces tests n’ont pas permis

de mettre en évidence un effet significatif des exsudats sur les récepteurs étudiés.
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Figure 49. Effets des exsudats racinaires de peuplier issus de cultures en aéroponie sur les récepteurs

SLN1, HK1a et HK1b.

Les exsudats racinaires issus de cultures en aéroponie : A3-1 (A), A3-4 (B), A3-5 (C) et A4-3 (D) sont testés sur
SLN1, HK1a et HK1b en présence de 0,9 M de NaCl. E désigne exsudat. Les mesures de la fluorescence normalisées
par rapport a la DOsoo sont exprimées en unités arbitraires (UA). Les erreurs types proviennent de six tests
distincts. Les différences statistiquement significatives sont marquées avec * pour p < 0.05, en utilisant un test

2way-Anova.
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2) Hydroponie

En paralléle, nous avons testé des exsudats racinaires provenant d’'une autre méthode de
culture : I'hydroponie. Cette autre technique pourrait offrir des profils d'exsudats différents,
potentiellement porteurs de propriétés différentes. En effet, les conditions de culture en
hydroponie, ou les racines sont immergées dans une solution nutritive, peuvent influencer les
échanges entre les racines et leur environnement, comparativement a |'aéroponie ou les
racines sont en contact avec un brouillard nutritif. Ainsi, nous avons testé trois fractions

d’exsudats hydroponiques issus de trois lots différents (H10, H11-4 et H12).

A l'instar de ce qui a été fait avec les exsudats issus de I'aéroponie, les exsudats ont été repris
dans un milieu contenant 50% d'éthanol a une concentration de 10 mg/mL. En conditions de
stress a 0,9 M NaCl, I'évaluation des exsudats racinaires issus de cultures en hydroponie n’a
pas révélé d’effets sur les récepteurs étudiés car les trés légers changements induits par ces

exsudats n'ont pas présenté de significativité statistique (Fig. 50).
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Figure 50. Effets des exsudats racinaires de peuplier issus de cultures en hydroponie sur les récepteurs

SLN1, HK1a et HK1b.

Les exsudats racinaires issus de cultures en hydroponie : H10 (A), H11-4 (B) et H12 (C) sont testés sur SLN1, HK1a
et HK1b en présence de 0,9 M de NaCl. E désigne exsudat. Les mesures de la fluorescence normalisées par rapport

a la DOsoo sont exprimées en unités arbitraires (UA). Les erreurs types proviennent de trois tests distincts.

C. Tests d’extraits racinaires de peuplier

Nous avons donc testé aussi cette autre source d’extrait provenant de "hairy-root". Lors de la
préparation de I'extrait, deux solvants ont été utilisés : I’éthanol 70% (EtOH) et I'acétate
d'éthyle 100% (ACOEt). Dans nos expérimentations, les tests ont été effectués en présence de
0,9 M de NaCl. Les résultats ont montré une légére réduction de la fluorescence suite a I'ajout

de I'extrait, indépendamment du solvant utilisé, mais de maniéere non significative (Fig. 51).
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Figure 51. Effets d’un extrait racinaire issu d’une lignée de hairy-root a partir de peuplier hybride sur

les récepteurs SLN1, HK1a et HK1b.

L’exsudat racinaire issu de HP15-3 et solubilisé dans I'EtOH a 70 % (A) ou dans I’AcOEt (B) a été testé sur SLN1,
HK1la et HK1b en présence de 0,9 M de NaCl. E désigne extrait racinaire. Les mesures de la fluorescence
normalisées par rapport a la DOesoo sont exprimées en unités arbitraires (UA). Les erreurs types proviennent de

trois tests distincts.

C. Discussion et perspectives

L'objectif central de ce chapitre était de rechercher des ligands capables de se fixer sur nos
récepteurs HK1. Ces investigations s'inscrivent dans la continuité du chapitre précédent ou
nous avons élaboré un systeme rapporteur fluorescent d’osmosensing. Cette construction
nous a permis de procéder au criblage de molécules candidates pré-sélectionnées, en

I'occurrence, les 20 acides aminés, ainsi que des extraits foliaires et racinaires de peuplier.

Notre premier intérét a été d'évaluer la capacité des 20 acides aminés a interagir avec les
récepteurs HK1. Les données expérimentales ont montré que seul le tryptophane a permis
une diminution significative de la fluorescence pour les deux récepteurs HK1a et HK1b, laissant

suggérer une interaction possible.

Des études antérieures, impliquant des récepteurs avec un domaine CACHE de type dcachel,
tels que nos récepteurs HK1, ont montré une interaction avec le tryptophane. Par exemple,
des travaux sur la bactérie Bacillus subtilis ont dévoilé que le récepteur transmembranaire
McpC peut potentiellement fixer le tryptophane, que ce soit de maniere directe ou indirecte
via la lipoprotéine YckB liée a des transporteurs d’acides aminés (Glekas et al., 2012). Dans un

contexte différent, une recherche sur la bactérie Pseudomonas aeruginosa a mis en évidence
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le role prédominant de PctA, un transducteur chimiotactique, dans la détection des 18 L-
amino-acides dont le tryptophane (Taguchi et al., 1997). Par ailleurs, |'utilisation d'un test basé
sur le décalage thermique a haut débit dans la bactérie Pseudomonas syringae pv. actinidiae
a permis de détecter des molécules reconnues par le chémorécepteur PscB, un homologue de
PctB de P. aeruginosa. Parmi ces molécules, le tryptophane a été détecté (McKellar et al.,
2015). En revanche, le lien entre la fixation du tryptophane et I'osmosensing n’a pas été fait
dans ces différentes études. Par ailleurs, en matiére d'acides aminés ayant des effets
biostimulants, plusieurs sont mis en avant, comme la glycine, reconnue pour son potentiel
anti-stress, ou encore la proline qui est reconnue pour sa capacité a neutraliser les radicaux
libres sous stress et a réduire le stress environnemental (Chen, 2011 ; du Jardin, 2015 ; Yakhin

et al., 2017). Toutefois, le tryptophane ne figure pas parmi ces acides aminés.

De plus, il est possible que la diminution de fluorescence observée pour cet acide aminé soit
un artefact. En effet, le tryptophane correspond précisément au marqueur de sélection (TRP1)
du vecteur portant le géne rapporteur GFPuv (pGBK), absent du milieu sélectif (-UW). Il est
donc possible que ce vecteur se perde au cours des divisions sans la pression de sélection du
fait de I'ajout de tryptophane. La diminution de fluorescence observée pourrait donc étre la
conséquence de la raréfaction du vecteur rapporteur. Ainsi, une validation de ces résultats,

possiblement par des tests in vitro, sera nécessaire avant de poursuivre avec cet acide aminé.

Pour compléter ces tests in vivo, nous envisageons de mettre en place des tests in vitro avec
I’'ECD des protéines HK1 une fois purifié. Il sera alors possible de réaliser des tests avec 'ECD
fixé sur colonne et de passer les molécules candidates pour déterminer une possible fixation,
en particulier les petits acides organiques tels que le fumarate ou le succinate. La piste des
acides organiques est d’autant plus intéressante que récemment |’effet biostimulant de I'acide
R cyclocitrique, un apocaroténoide, a été démontré sur Arabidopsis et tomate (D’Alessandro
etal., 2019). Ces tests offriront la possibilité d'examiner directement les interactions entre ces
molécules et I'ECD des HK1 dans des conditions maitrisées par une analyse en spectrométrie
de masse. Pour approfondir ces analyses, nous pourrions recourir a d’autres méthodologies
telles que la Calorimétrie Isotherme de Titration (ITC) (Veldzquez- Campoy et al., 2004), la
spectroscopie RMN (Nguyen et al., 2019) ou la Microscopie a Force Atomique (AFM) (Miiller &
Dufréne, 2008) qui fourniraient des données a la fois quantitatives et descriptives sur ces

interactions. En paralléle, nous envisageons aussi de tester les acides
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organiques avec le systeme rapporteur pour leur capacité a moduler la réponse au stress

osmotique.

Par la suite, nous nous sommes penchés sur I'analyse des phytoextraits foliaires de peuplier
afin d'évaluer leur capacité a influencer I'activité des récepteurs HK1a et HK1b. De nos essais,
deux phytoextraits, Skado et Koster, se sont démarqués. Le fait que les profils chimiques ne
présentent que trés peu de différence entre les deux conditions d’irrigation pourraient trouver
son explication dans les conditions météorologiques. En effet, les données Météo pour I'été
2021 en Région CVL ont présenté un mois de juillet pluvieux et un mois d’aodt peu ensoleillé.
Les peupliers n’ont donc pas expérimenté de sécheresse cette année-la et la quantité de pluie

recue n’a probablement pas permis de contraster les deux conditions d’irrigation.

Bien que les profils chimiques dans les deux conditions d’irrigation soient similaires, ce sont
les extraits en condition irriguée principalement qui ont présenté une augmentation
significative de la fluorescence. Cela est peut-étre di au fait que notre systéme pourrait étre
sensible a la concentration des extraits testés. En effet, les extraits dans les deux conditions
d’irrigation, bien que similaires en termes de composition, n’ont pas exactement les mémes
concentrations de composés. Ce constat a été également fait lors des tests sur les extraits
d’algues ou I'extrait E17, trés concentré, n’a pas donné de résultat significatif alors que I'extrait
E16 de méme nature mais en concentration moindre a fonctionné. De méme, les extraits
foliaires issus de la troisieme récolte en octobre n’ont pas présenté d’effet significatif alors
gu’ils correspondaient aux extraits les plus riches en composés. Comme évoqué
précédemment, ces observations semblent donc pointer du doigt une limite de notre systeme
rapporteur possiblement sensible a la concentration des composés. Quoi qu’il en soit, la
sélection des deux extraits Skado et Koster est intéressante car elle suggére que ces extraits
pourraient intensifier la réponse des plantes au stress, et potentiellement améliorer leur
résistance face au stress hydrique. Ce constat est d'autant plus pertinent que des études
antérieures ont identifié ces deux génotypes comme étant particulierement tolérants a la

sécheresse parmi différentes variétés de peupliers testées (Bouyer, 2019).

Sur le plan moléculaire, diverses études ont émis I'hypothése d'une interaction entre
I'osmosenseur SLN1 et certains composants de la paroi cellulaire. Ainsi, il a été démontré que
I'activité de SLN1 peut étre indirectement régulée par une protéine de la paroi cellulaire

(Shankarnarayan et al., 2008). De plus, la suppression de cette paroi pendant la préparation
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de sphéroplastes de levure entraine une activation constitutive de la voie HOG. (Reiser et al.,
2003). Dans le contexte de notre étude, les molécules présentes dans les phytoextraits
pourraient influencer cette interaction, modifiant ainsi la réponse des récepteurs et
entrainant ['amplification observée de la fluorescence. En effet, les composés des
phytoextraits pourraient agir soit directement sur les récepteurs pour les inactiver, soit
indirectement en renforgant l'interaction entre I'osmosenseur et la paroi cellulaire. Dans cet
optique, I'utilisation d’un produit commercial a base de paroi de levure (Roméo) était
intéressante a tester mais les résultats n’ont pas montré d’effet. On ne peut pas exclure non
plus que ces composés puissent agir en ciblant directement la voie HOG. De plus, les réponses
opposées obtenues avec les extraits d’algues et le tryptophane (dans le sens de la baisse de la
fluorescence) et celles obtenues avec les produits issus de levure et les extraits foliaires (dans
le sens de hausse de la fluorescence) ne permettent pas de dégager un fonctionnement clair
du mécanisme d’action de I'osmosensing. Au final, la compréhension de ce mécanisme

nécessite encore de plus amples investigations.

Les phytoextraits sélectionnés, Skado et Koster, ont été testés sur les différents types de
plantes horticoles. Le framboisier a été sélectionné pour nos essais en raison de sa sensibilité
marquée au stress hydrique (Morales et al., 2013) tout comme les tomates (Rasul & Tahir,
2023). L'application de ces phytoextraits a permis d'améliorer certains paramétres de
croissance, tels que la hauteur et le nombre d’étages foliaires ainsi que la diminution de la
mortalité lors d’une sécheresse. Ces résultats sont donc trés encourageants, d’'une part pour
la capacité du systeme rapporteur a identifié des extraits avec un potentiel effet biostimulant,
et d’autre part pour l'obtention de deux nouveaux extraits qui permettent effectivement
d’améliorer la croissance et la survie des plantes en condition de sécheresse. L'approche
adoptée pour ces essais a été de traiter les plantes avec les phytoextraits une fois qu'elles
commencaient a subir un stress hydrique dans le cadre d’une action curative. Cependant,
d'autres protocoles d'application pourront étre envisagés, en particulier un traitement
préventif. Appliquer les extraits avant l'instauration du stress hydrique pourrait pré-
conditionner et préparer les plantes a faire face a des conditions défavorables,
potentiellement avec des résultats plus bénéfiques. Outre les ajustements de protocole, une
concentration réduite des extraits pourrait également étre examinée afin de minimiser les

guantités d’extrait a utiliser. De plus, I'application de stress plus intense pourra étre envisagée,
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étant donné que les stress modérés appliqués dans nos essais se sont avérés parfois trop
faibles. Ceci, combiné a des intervalles de temps différents entre chaque traitement, pourrait

aider a optimiser I'utilisation des phytoextraits.

Lors du criblage des exsudats racinaires de peuplier cultivés en aéroponie, un effet distinct a
été noté avec l'exsudat racinaire A3-1, se manifestant par une baisse de la fluorescence.
Cependant, cette particularité n'a pas été observée dans d'autres exsudats du méme lot,
suggérant I'absence d'un impact significatif de ces exsudats sur les récepteurs étudiés. De
méme, les exsudats racinaires provenant de cultures en hydroponie n'ont montré aucun effet
notable. Il en va de méme pour I'exsudat racinaire de type "hairy route". Comme évoqué dans
la discussion du chapitre 3 concernant les biostimulants commerciaux, bien que nos
investigations antérieures se soient concentrées sur les impacts de ces extraits pu exudat face
a au stress osmotique en milieu liquide, il serait pertinent d'étudier leur comportement face
a un stress de plus longue durée en utilisant des cultures sur milieu solide avec les extraits

infusés.

La caractérisation chimique des phytoextraits Skado et Koster via la HRMS nous a permis
d'identifier quelques composés. Ces deux extraits renferment deux molécules en commun, a
savoir I'lsoquercétine et Nigracin/Salireposide. La coexistence de ces composés dans les deux
extraits constitue une piste intéressante pour la caractérisation des molécules
potentiellement impliquées dans les effets bénéfiques observés lors des essais phénotypiques
pour ces deux extraits. |l est notable que plusieurs des composés trouvés correspondent a
ceux déja répertoriés dans la littérature pour différentes espéces de peuplier : Salicortin
(Populus tremuloides) (Kruger & Manion, 1994), Isoquercetin (Populus balsamifera) (Pearl &
Darling, 1971a), Nigracin/Salireposide (Populus tremuloides, Populus davidiana) (Pearl &
Darling, 2002 ; Zhang et al., 2006), Tremulacin (Populus tremuloides, Populus deltoides) (Pear!
& Darling, 1971b ; Picard et al., 1994), Salicin (Populus tremuloides, Populus balsamifera,
Populus sieboldiia) (Greenaway et al., 1991 ; Greenaway, 1992 ; Schimel et al., 1996) et I'acide
chlorogénique (Populus tremula) (Abreu et al., 2020). Certaines de ces molécules
(I'isoquercetin et I'acide chlorogénique) sont des types de polyphénols. Une étude a mis en
évidence une augmentation de la capacité antioxydante de composés phénoliques tels que la
catéchine et le kaempférol ainsi que des composés polyphénoliques tant dans les racines que

dans les feuilles en situation de stress hydrique induit par le PEGesooo (Popovic et
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al., 2016). De plus, parmi ces composés, |'acide salicylique et les flavonoides tels que
I'lsoquercétine, sont reconnus pour leurs propriétés biostimulantes et de défense des plantes

(Rajjou et al., 2006 ; Nehela et al., 2021 ; Shah et al., 2022).

Afin de poursuivre la caractérisation de nos deux extraits, nous envisageons par la suite une
analyse par HPLC avec l'utilisation de standard de référence. Cette démarche permettra non
seulement de valider les identifications préalablement effectuées par HRMS, mais également
de quantifier précisément ces molécules. De plus, nous comptons procéder a un examen plus
poussé des deux phytoextraits a travers un fractionnement utilisant la Chromatographie de
Partage Centrifuge (CPC). Cette méthode exploite deux phases liquides non miscibles pour
isoler des composés spécifiques en sous-fractions. L'objectif est de tester ces sous-fractions,
ne contenant plus que quelques composés, dans notre systeme rapporteur afin de déterminer
guelles molécules contribuent a I'activité observée des extraits. Par la suite, les sous-fractions
positives seront soumises a des tests sur plantes en condition de stress et celles présentant un
effet biostimulant pourront étre a nouveau caractérisées pour leur composition. De plus, des
analyses par MS/MS peuvent étre envisagées afin de fragmenter les ions moléculaires
correspondants aux pics non identifiés en ions fragments plus petits. En analysant ces
fragments, on peut obtenir des informations sur la structure de la molécule originale. Il est
également possible, aprés plusieurs sous-fractionnements permettant d’aboutir a une seule

molécule, d’utiliser la RMN pour obtenir I'identification exacte du composé.
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CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES
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Face aux contraintes environnementales, telles que la sécheresse, les plantes ont évolué et
mis en place différentes stratégies pour y faire face. Ces stratégies reposent sur une
perception et une transduction de la contrainte a I'échelle cellulaire. C'est dans cette optique
de compréhension des voies de signalisation, essentielle a la compréhension des mécanismes
adaptatifs des végétaux, que se sont inscrits les travaux exploratoires de ma thése. Ces travaux

ont permis :

o D'une part, d’approfondir la caractérisation fonctionnelle des osmosenseurs HK1 du
peuplier.

o D'autre part, de partir a la recherche de ligands spécifiques pour ces récepteurs.

Comment les récepteurs HK1 pergoivent-ils la contrainte ?

Notre étude fonctionnelle des récepteurs HK1 a mis en avant le réle des domaines CACHE et
TM2 dans I'osmosensing chez le peuplier. En particulier, nous avons mis en évidence trois
acides aminés dans le domaine CACHE qui pourraient jouer un réle dans la réponse au stress
osmotique. De précédentes études sur S. cerevisiae ont indiqué que I'activité de SLN1 pourrait
étre modulée par un contact physique avec des composants de la paroi cellulaire
(Shankarnarayan et al., 2008). 1l est donc possible que les HK1 de peuplier interagissent avec
des molécules de la paroi ou de I'apoplasme grace aux trois acides aminés identifiés dans cette
étude. Par ailleurs, il apparait que le domaine TM2 joue un réle déterminant dans la capacité
de perception des récepteurs HK1 de peuplier et dans la différence de réponse osmotique

entre HK1a et HK1b.

Pour aller plus loin, une perspective intéressante serait d'entreprendre une série de mutations
ciblées sur les éléments de structure secondaire du domaine CACHE. En effet, des domaines
CACHE analogues a ceux de HKla/b (dCache_1) ont été structuralement identifiés, comme
c'est le cas pour la protéine TIp3, un chémorécepteur bactérien (Liu et al., 2015). Ces
structures se composent de feuillets béta intercalés d'hélices alpha, formant deux sous-
domaines CACHE successifs. Une comparaison de ces motifs avec ceux des protéines HK1a/b
pourrait permettre d'identifier des éléments homologues a cibler. Dans cette optique, il serait

intéressant de procéder a une mutagéneése de type délétion sur les motifs structurants de type
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hélice alpha ou feuillet béta du domaine CACHE des récepteurs HK1. Les mutants ainsi obtenus
pourraient ensuite étre évalués par complémentation fonctionnelle au sein de la levure. Cette
approche pourrait apporter des informations supplémentaires sur le mode de

fonctionnement des récepteurs HK1.

Un des objectifs de mon travail de these consistait également a obtenir des données
fonctionnelles des récepteurs HK1 par le biais d‘une analyse structurale de 'ECD. La résolution
de la structure 3D de ce domaine répond a deux enjeux majeurs : d'une part, décrypter les
mécanismes de reconnaissance et de sélectivité des récepteurs envers différents ligands et,
d'autre part, proposer pour la premiere fois la structure tridimensionnelle réelle d’'un domaine

CACHE issu de récepteurs de plante.

Tout d’abord, nous avons réussi a produire les ECD des récepteurs HK1 dans E. coli, mais sous
forme insoluble. Cependant, grace a une stratégie consistant a dénaturer puis renaturer la
protéine a partir des corps d'inclusion, nous sommes parvenus a solubiliser la protéine. La
méthode utilisée étant peu dénaturante, le processus de renaturation ultérieure est facilité
en minimisant les effets sur la structure secondaire naturelle de la protéine. Il s’agit

maintenant de réussir a obtenir une protéine purifiée pour passer aux essais de cristallisation.

Les obstacles rencontrés lors des étapes de solubilisation soulignent la difficulté de
I’expression de protéines membranaires en systéme hétérologue (Seddon et al., 2004). A la
place de la thioredoxine, 'utilisation d'autres étiquettes de fusion comme la GST pourrait aider
a la solubilisation de la protéine en aidant a stabiliser sa structure et en prévenant son
agrégation (Harper & Speicher, 2008). Par la suite, |'exploration d'autres systemes
d'expression, comme celui de la levure (Ghaemmaghami et al., 2003), pourrait étre envisagée
pour aider a obtenir des protéines solubles et fonctionnelles. En effet, la levure présente la
caractéristique d’effectuer des modifications post-traductionnelles, telles que la glycosylation,
qui peuvent optimiser la solubilité de certaines protéines. De surcroit, les cultures de levures
offrent la possibilité de produire des protéines en grandes quantité dont le repliement est
facilité en comparaison avec les cellules procaryotes. En effet, les protéines produites dans ce
systéme eucaryote traversent le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi qui jouent un
role important dans le repliement et les modifications post-traductionnelles des protéines,

assurant ainsi une configuration tridimensionnelle appropriée. De plus, S.
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cerevisiae a été largement utilisée des le début des années 1980 pour |'expression de

protéines recombinantes dans les levures (Hitzeman et al., 1981 ; Mattanovich et al., 2012).

Quel est le potentiel ligand qui pourrait se fixer sur les récepteurs HK1 ?

Afin d’identifier les ligands qui se fixent potentiellement sur ces récepteurs, nous avons
développé un systéme rapporteur d’osmosensing fluorescent activé par le stress, dans un
contexte de levure osmodéficiente complémentée. Ce systeme s'est avéré effectivement
capable de répondre de facon spécifique et proportionnelle a différents stress osmotiques. Il

constitue donc un biosenseur pour la détection des variations de I'environnement osmotique.

Les tests préliminaires avec des produits biostimulants ou non, en particulier ceux issus
d'algues, ont montré des résultats contrastés. Le fait que certains extraits issus d’algues
atténuent la réponse fluorescente en situation de stress suggere I'activation potentielle de la
voie MSP, modulant ainsi la réponse cellulaire au stress osmotique. Les résultats avec le
produit issu de levure, Biosmart, allant dans le sens opposé, suggere que ce biostimulant
pourrait intensifier I'extinction de la voie MSP en réponse au stress. Ces résultats différentiels
rendent difficile la détermination précise du fonctionnement de ces récepteurs. lls montrent
un mécanisme différent de la régulation de la réponse osmotique par les récepteurs en
fonction du biostimulant présent et sa composition. De plus, on ne peut pas exclure que ces
biostimulants interagissent également avec d'autres voies de signalisation intracellulaire qui
possedent des protéines en commun avec la voie MSP, ce qui pourrait moduler la réponse de

cette voie.

Suite a la mise en place et a la validation de notre systéme rapporteur, nous I'avons employé
dans l'objectif d'identifier des ligands susceptibles d'interagir avec les récepteurs HK1. Parmi
les acides aminés examinés, seul le tryptophane a montré une interaction potentielle avec les
deux récepteurs HK1a et HK1b. Cependant, cette baisse de fluorescence pourrait ne pas étre
représentative d'une véritable interaction, mais plutét le résultat d’'un artefact. Comme
évoqué dans le chapitre précédent, le tryptophane étant le marqueur de sélection du vecteur

rapporteur, il se pourrait que le vecteur soit perdu au fil des divisions, sans pression de
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sélection, d’ou la diminution de fluorescence observée. Ainsi, il est essentiel de confirmer ces

observations avant d’approfondir davantage dans cette voie.

Il serait intéressant de réaliser des tests in vitro pour évaluer l'interaction d'autres molécules
candidates, comme des petits acides organiques, avec I'ECD des deux HK1. Ces essais seront
particulierement instructifs une fois la purification de I'ECD achevée, car ils permettront
d'examiner directement ces interactions dans un environnement contrélé. Une analyse par
spectrométrie de masse sera mise en ceuvre pour identifier les ligands fixés. Par ailleurs, des
techniques complémentaires telles que la calorimétrie isotherme de titration (ITC) ou la
spectroscopie RMN pour obtenir des informations quantitatives et qualitatives sur ces liaisons

pourront étre envisagées.

Lors de I'évaluation dans le systeme rapporteur des extraits foliaires, deux d'entre eux, Skado
et Koster, ont augmenté la fluorescence, indiquant une amplification de la réponse au stress.
Ces extraits pourraient renforcer la réponse au stress osmotique des plantes, augmentant
ainsi leur résistance face au stress hydrique. Au niveau moléculaire, il est possible que les
composés contenus dans ces phytoextraits interagissent soit directement avec les
osmosenseurs, soit indirectement en renforgant une interaction entre les osmosenseurs et
des éléments de la paroi. L'ensemble des résultats ne présentant pas une réponse claire, des
tests supplémentaires sont donc nécessaires pour définir plus précisément le mécanisme de

fonctionnement des récepteurs HK1a et HK1b.

Il est a noter que lors de ces tests, nous avons observé des différences contrastées de réponse,
en fonction de la concentration des extraits, que ce soit pour les extraits d’algues ou les
extraits foliaires. Ces observations suggérent donc une sensibilité de notre systeme qui
limiterait sa capacité a identifier tous les extraits capables de propriétés biostimulantes.
D’autre part, les extraits foliaires testés ont été obtenus par extraction éthanolique. Hors, des
travaux réalisés au sein de I'équipe montrent des profils phytochimiques différents lorsque
des phases d’extractions séquentielles variables pour la polarité des solvants ont été utilisées.
Ces nouveaux résultats ouvrent également de nouvelles pistes d’investigation au vu des

différences de composition chimiques observées dans ces nouveaux extraits.

Nous avons évalué I'impact des phytoextraits sélectionnés sur I'amélioration de la tolérance

des plantes a la sécheresse en conduisant des expérimentations sur différentes espéces
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végétales. Les résultats ont mis en évidence leur potentiel biostimulant en optimisant certains
indicateurs de croissance et de survie en condition de sécheresse, faisant de ces extraits des
candidats biostimulants prometteurs. Ils rentreraient dans la catégorie des biostimulants
organiques de type extraits végétaux et pourraient constituer une nouvelle solution issue du

peuplier pour I'amélioration de la tolérance des plantes a la sécheresse.

Nos investigations sur les phytoextraits nous conduisent a envisager aussi une autre approche.
L'idée de traiter les plantes de maniere préventive cette fois, avant l'instauration du stress
hydrique, pourrait constituer une stratégie permettant de potentialiser les effets bénéfiques
des extraits. L'optimisation de leur utilisation par des variations de concentrations et des
intervalles de traitement adaptés sera également a considérer dans les futures
expérimentations. En parallele des tests sur les plantes horticoles, nous sommes en train
également d'évaluer I'efficacité des extraits végétaux sélectionnés sur la vigne. Ces tests
pourraient fournir des indications précieuses sur les bénéfices potentiels de nos extraits pour
un autre type de culture, également soumise aux problémes de sécheresse. Il pourra étre
envisagé par la suite d’étendre les essais sur des plantes de grandes cultures, telles que les

céréales.

La caractérisation chimique des phytoextraits par HRMS a permis de repérer plusieurs
composés déja identifiés dans différentes espéces de peupliers. Parmi ces composés, I'acide
salicylique et les flavonoides tels que I'lsoquercétine, sont reconnus pour leurs propriétés
biostimulantes et de défense des plantes (Shah et al., 2022 ; Rajjou et al., 2006 ; Nehela et al.,
2021). A l'aide de standard de référence, une analyse HPLC de nos extraits pourra étre
envisagée. Cette étape, tout en confirmant les molécules préalablement identifiées par HRMS,
devrait également nous permettre de les quantifier et ainsi pouvoir caractériser plus finement
la composition de nos extraits. De plus, une stratégie de fractionnement des extraits de Skado
et Koster via la Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC) est prévue. Cette approche est
envisagée pour obtenir des composés séparés en sous-fraction qui pourront étre testés dans

le systeme rapporteur afin d’identifier la ou les molécules actives dans les extraits.

En récapitulant I'ensemble du travail de cette thése, les récepteurs HK1a et HK1b ont pu étre
mieux caractérisés avec la mise en évidence de domaines et acides aminés spécifiques

impliqués dans leur fonction, la production de I'ECD des protéines HK1 du peuplier sous forme
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soluble devrait ouvrir des perspectives pour I’exploration structurale, inédits dans le domaine
végétal, une fois la purification achevée. Par ailleurs, la mise au point d’un systéme biosenseur
de I'environnement osmotique constitue un outil utilisable a la fois pour I'identification de
ligands potentiels des osmosenseurs HK1 mais aussi pour lidentification d’extraits aux
capacités potentielles de biostimulants. Au vu de ces résultats innovants, il a été jugé pertinent
de considérer la protection de ces innovations. Ainsi, un brevet est actuellement en cours de
dépot pour I'exploitation du systéme rapporteur en tant qu’outil de détection d’extraits dotés

de propriétés biostimulantes pour I’'amélioration de la tolérance des plantes a la sécheresse.
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ANNEXE 1. Cartes des principaux plasmides utilisés
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ANNEXE 2. Séquences d’amorces utilisées pour I’'amplification de la GFPyy a partir du vecteur pGNG1
et de Psri; par PCR sur colonies de levure L40A.

Amorces  grientation Amplification Sequences

GFP-5 5’-3’

TAGAAAGTTTTAGACCATGAGTAAAGGAGAAGAACT

prom STL1 GFPyy
GFP-3 vect 3’-5’ TCGCCCGGAATTAGCTTTATTTGTAGAGCTCATCCAT
PromSTL1- 5-3’ GTTTGTGCACTTGCCGACGGACGTACGGACGAAATA

5 vect Psti1
PromSTL1- 3'-5’ GGTCTAAAACTTTCTATGTTCTATTTTTCTATTTTTT

3
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Hanae MAKHOKH

Caractérisation d'osmosenseurs de peuplier et recherche de ligands dans le but
d'une application en tant que biostimulants

Résumé:

Dans le contexte de changement climatique actuel, les plantes sont soumises a une réduction de la disponibilité en eau
dans le sol, ce qui génére un stress hydrique pouvant affecter leur développement. Parmi les différents mécanismes
participant a la perception et la réponse a ce stress, pergu comme un stress osmotique a I'échelle cellulaire, une voie de
signalisation de type Phosphorelais Multiple (MSP) semble étre impliguée. Notre étude se concentre sur ce MSP
osmosensing chez le peuplier, composé de trois partenaires : deux récepteurs de type histidine-aspartate kinase (HK1a et
HK1b), trois protéines Histidine Phosphotransfert (HPt) et six Régulateurs de Réponse de type B (RR-B). Les deux
récepteurs HK1 sont notamment caractérisés par leur domaine extracellulaire (ECD) incluant un domaine CACHE, capable
de fixer de petits ligands d’apres la littérature, bordés par deux domaines transmembranaires (TM1 et TM2) et une partie
cytoplasmique contenant les domaines transmetteur (TD) et receveur (RD). L’objectif de la thése visait d’'une part a la
caractérisation fonctionnelle et biochimique des récepteurs HK1, et d’autre part a I'identification des ligands potentiels des
récepteurs HK1. Ce travail a mis en lumiere le role des domaines CACHE et TM2 dans 'osmosensing en utilisant une
approche génétique. Par ailleurs, une approche biochimique a permis la production et la solubilisation de I'ECD, ouvrant la
voie a des études structurales futures. Afin d’identifier les éventuels ligands de ces récepteurs avec leur domaine CACHE,
un systéme rapporteur fluorescent d’osmosensing a été développé en levure osmodéficiente. Nous avons pu ainsi mener
des criblages de molécules candidates, pour une approche ciblée, ainsi que d’extraits de peuplier, pour une approche
aléatoire. Parmi les dizaines de phytoextraits testés, deux extraits foliaires semblent influencer I'activité de ces récepteurs.
Sur I'hypothése que ce type d’activité permettrait d’identifier des extraits capables d’agir comme biostimulant pour
'amélioration de la tolérance a la sécheresse, des tests sur différentes espéces végétales ont été réalisés en condition de
sécheresse avec ou sans application des deux extraits sélectionnés. Les expérimentations sont encore en cours mais les
résultats préliminaires semblent montrer une amélioration de la croissance et de la survie des plantes lors d’un stress
hydrique. Sur la base de ces résultats prometteurs, un dépdt de brevet pour l'utilisation du systeme rapporteur
d’osmosensing pour lidentification d’extraits aux capacités biostimulantes pour I'amélioration de la tolérance a la
sécheresse des plantes est en cours.

Mots clés : peuplier, stress osmotique, MSP, histidine kinase, ligands

Characterisation of poplar osmosensors and search for ligands with a view to
application as biostimulants

Summary:

In the current context of climate change, plants are facing reduced water availability in the soil, leading to water stress that
can affect their development. Among the various mechanisms involved in perceiving and responding to this stress, which
is perceived as osmotic stress at the cellular level, a Multiple Phosphorelay (MSP) signaling pathway appears to be involved.
Our study focuses on this osmosensing MSP in poplar, composed of three partners: two histidine-aspartate kinase receptors
(HK1a and HK1b), three Histidine Phosphotransfer proteins (HPt), and six Response Regulators of type B (RR- B). The two
HK1 receptors are notably characterized by their extracellular domain (ECD), including a CACHE domain capable of binding
small ligands according to the literature. These domains are bordered by two transmembrane domains (TM1 and TM2) and
a cytoplasmic part containing transmitter (TD) and receiver (RD) domains. The objectives of the thesis were, on the one
hand, to functionally and biochemically characterize the HK1 receptors, and on the other hand, to identify potential ligands
for the HK1 receptors. This work highlighted the roles of the CACHE and TM2 domains in osmosensing using a genetic
approach. Furthermore, a biochemical approach enabled the production and solubilization of the ECD, paving the way for
future structural studies. In order to identify potential ligands for these receptors with their CACHE domain, a fluorescent
osmosensing reporter system was developed in osmodeficient yeast. This allowed us to conduct screenings of candidate
molecules for a targeted approach, as well as poplar extracts for a random approach. Among the dozens of phytoextracts
tested, two leaf extracts appeared to influence the activity of these receptors. Based on the hypothesis that this type of
activity could lead to the identification of extracts capable of acting as biostimulants to enhance drought tolerance, tests on
different plant species were conducted under drought conditions with or without the application of the two selected extracts.
The experiments are still ongoing, but preliminary results seem to indicate an improvement in plant growth and survival
during water stress. Building upon these promising results, a patent application for the use of the osmosensing reporter
system for identifying extracts with biostimulant capabilities to enhance plant drought tolerance is currently in progress.
Keywords: poplar, osmotic stress, MSP, histidine kinase, ligands
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