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du Québec en Outaouais. Par ce mémoire, j’étudierai I’effet combiné et individuel d’un stress
thermique et d’un stress hydrique sur la métabolomique des feuilles de Vitis sp. L’idée de ce
mémoire de recherche est venue du constat que les changements climatiques auront des

répercussions sur les plantes, incluant la vigne, car elles dépendent fortement du climat.

En effet, les changements climatiques se manifestent par une augmentation globale des
températures, souvent accompagnée d’une plus grande fréquence des épisodes de sécheresses
estivales ou de chaleur intense, lesquelles résultent en des stress hydriques plus fréquents et/ou plus
importants.

Ce mémoire comprend deux chapitres, précédés d’une introduction et se termine sur une conclusion
générale. Le premier chapitre présente une revue de la littérature pertinente en lien avec le sujet
abordé dans le présent mémoire, suivi des hypothéses et objectifs de I’étude. Le chapitre deux
présente I’expérience réalisée sous forme d’article scientifique rédigée en anglais, dans le but d’étre

soumise pour publication ultérieurement.
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RESUME

Les changements globaux provoquent des répercussions majeures sur la viticulture mondiale qui
dépend fortement des conditions climatiques. Ils se manifestent par une augmentation globale des
températures, souvent accompagné d’une plus grande fréquence des épisodes de sécheresses
estivales ou de chaleur intense, lesquelles résultent en des stress hydriques plus fréquents et/ou plus
importants. Une conséquence non négligeable de I’augmentation des températures est I’avancée de
la phénologie de la vigne. A ce jour, ces modifications peuvent s’avérer favorables a la qualité du
vin dans certaines régions viticoles. Néanmoins, I’amplification des stress hydriques et des vagues
de chaleur peut limiter les effets potentiellement bénéfiques d’une hausse des températures et
entrainer des conséquences négatives, surtout lorsque ces stress sont combinés, un aspect qui a été
peu étudié, jusqu’ici, chez les plantes horticoles. La réponse des plantes face a différentes
conditions est souvent une altération du métabolisme primaire et secondaire. Les métabolites
primaires sont avant tout liés a la croissance de la plante tandis que les métabolites secondaires ont
des fonctions de protection contre les stress biotiques et abiotiques. La température affecte
I’intensité de la photosynthese et donc la croissance. Cependant, a plus forte intensité et en présence
d’autres stress (ex. : stress hydrique), elle peut limiter la croissance et impacter 1’utilisation du
carbone vers la production de métabolites secondaires (par exemple, molécules antioxydantes telles
que les polyphénols). Dans ce sens, I’objectif de ce projet de recherche était de déterminer les effets
d’un stress thermique et d’un stress hydrique, seuls ou combinés, sur le métabolisme des feuilles
de quatre cépages de Vitis cultivés au Canada : Cabernet franc, Riesling, Marquette et Vidal. Un
dispositif expérimental factoriel comprenant huit blocs aléatoires a été utilisé. Les feuilles ont été
échantillonnées une journée avant I’imposition des stress abiotiques, puis apres 1, 7, 14 et 21. Une
analyse métabolomique des feuilles a été ensuite réalisée a 1’aide du logiciel Compound Discoverer
afin de comparer les traitements et leurs interactions. Les données ont été analysées en log fold
change. Coté métabolomique, les résultats ont démontrés que les cépages européens, Cabernet
franc et Riesling, ont été¢ plus affectés par le stress thermique seul ou combinés au stress hydrique.
De maniere générale, le stress ayant le plus affecté les plantes est le stress thermique (ST). Les
résultats de ce projet pourront étre utilisés par les vignerons pour adapter leurs pratiques culturales

au réchauffement climatique, tout cela avec 1’objectif de maintenir une production de qualité.



ABSTRACT

Global changes are having major impacts on global viticulture, which is highly dependent on
climatic conditions. These impacts manifest as a global increase in temperatures, often
accompanied by a greater frequency of summer droughts or intense heatwaves, resulting in more
frequent and/or severe water stress. A significant consequence of rising temperatures is the
advancement of vine phenology. To date, these changes may prove beneficial for wine quality in
some wine-growing regions. However, the intensification of water stress and heatwaves may limit
the potentially beneficial effects of temperature increases and lead to negative consequences,
especially when these stresses are combined, an aspect that has been little studied so far in
horticultural plants. The plant's response to different conditions is often a disruption of primary and
secondary metabolism. Primary metabolites are primarily related to plant growth, while secondary
metabolites serve protective functions against biotic and abiotic stresses. Temperature affects the
intensity of photosynthesis and, therefore, growth. However, at higher intensities and in the
presence of other stresses (e.g., water stress), it can limit growth and impact the use of carbon
toward the production of secondary metabolites (e.g., antioxidant molecules such as polyphenols).
In this context, the objective of this research project was to determine the effects of thermal stress
and water stress, alone or combined, on the leaf metabolism of four Vitis grapevine varieties
cultivated in Canada: Cabernet franc, Riesling, Marquette, and Vidal. An experimental factorial
design with eight random blocks was used. Leaves were sampled one day before the imposition of
abiotic stresses, and then after 1, 7, 14, and 21 days. A metabolomic analysis of the leaves was then
performed using Compound Discoverer software to compare the treatments and their interactions.
The data were analyzed using log2 fold change. From a metabolomic perspective, the results
showed that the European varieties, Cabernet franc and Riesling, were more affected by thermal
stress alone or combined with water stress. In general, the stress that most affected the plants was
thermal stress. The results of this project could be used by winemakers to adapt their cultural

practices to climate change, with the aim of maintaining quality production.
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INTRODUCTION

La communauté scientifique est unanime sur le fait que 1’augmentation des teneurs en CO»
atmosphérique meéne a un accroissement de 1’effet de serre et, par conséquent, a une augmentation
de I’énergie solaire retenue a la surface du globe (Bush et Lemmen, 2019). Ce surplus d’énergie se
traduit par un réchauffement de 1’air, modifiant le climat au niveau mondial, mais avec de fortes
variations régionales a 1’échelle du globe (Van Leeuwen et Darriet, 2018). Les effets observés du
changement climatique a travers la planéte sont bien décrits par les rapports du GIEC (Groupement
Intergouvernemental pour I’Etude du Climat). Le climat du Canada s’est réchauffé et continuera
de se réchauffer encore a 1I’avenir sous 1’effet des émissions anthropiques. Selon Environnement et
Changements Climatiques Canada, un réchauffement de 1,5 °C est attendu dans un scénario de
faibles émissions (« Representative Concentration Pathway 4.5 » ou RCP4.5), en accord avec
I’objectif de température mondiale de I’ Accord de Paris, pour la période 2031 a 2050 au Canada
(Environnement Canada, 2016). Le scénario d’émissions élevées (RCP8.5), dans lequel peu de
réductions d’émissions seraient réalisées, présente une augmentation de la température moyenne
annuelle au Canada de 6 °C d’ici la fin du XXI° siecle. Les effets de ce réchauffement impliquent
une fréquence accrue d’extrémes chauds et intenses, ainsi que d’extrémes froids moins fréquents,

mais intenses.

En agriculture, la saison de croissance débute lorsqu’il y a six jours consécutifs avec une
température moyenne quotidienne d’au moins 5 °C au printemps ou a 1’été et prend fin lorsque
cette condition n’est plus satisfaite a ’automne (Gladstones, 2007). Avec les changements
climatiques, la saison de croissance commence plus tot et se termine plus tard, correspondant a une
augmentation d’environ 15 jours annuellement entre 1948 et 2016. Une saison de croissance plus

longue augmente le nombre de degrés-jour de croissance.

Malgré les fortes contraintes du climat froid continental sur une large partie du territoire, la
viticulture a connu un développement significatif dans plusieurs régions du Canada (Pérard et
Wolikow, 2020). Plusieurs vignobles ont ainsi connu un essor important, notamment en Colombie-
Britannique, en Ontario, au Québec et particllement en Nouvelle-Ecosse. Les viticulteurs ont su

s’adapter aux contraintes climatiques locales que présente le Canada. La température est un facteur



central a tous les niveaux en viticulture : elle contrdle en grande partie la phénologie de la vigne,
c’est-a-dire toutes les étapes de développement physiologique et affecte le développement des
fruits ainsi que leur composition chimique (Gladstones, 2007). La lumicre, couplée a la
température, joue également un role important en régissant la photosynthése, la production de

biomasse ainsi que le rendement potentiel en fruits (Gladstones, 2007).

Il a été démontré que des épisodes de chaleur affectent les performances de la vigne sur plusieurs
aspects, notamment sur la maturation, le rendement et les échanges gazeux (Greer & Weedon,
2013). Une forte demande évaporative (air chaud et sec) combinée a un desséchement du sol,
contribue a déshydrater les tissus de la plante (Simonneau et al., 2014). Cette déshydratation peut
atteindre des niveaux néfastes pour la production et la qualité des raisins produits, car elle affecte
la gestion des sucres au sein de la plante, ayant des effets sur la mobilisation, le stockage et la
répartition des sucres. Avec les changements climatiques, ce phénoméne semble s’accentuer. Au
cours des quarante derniéres années, on a observé une maturation accrue des fruits (baies plus
sucrées et moins acides) dans de nombreuses régions viticoles d’Europe (Neethling et al., 2015).
Ces données de maturité, collectées depuis la seconde moiti¢ du XXe siecle dans des régions sous
appellation contrdlée ou la viticulture est encadrée par des cahiers de charges strictes, ont d’ailleurs
contribué¢ a démontrer un impact concret des changements climatiques (Duchéne & Scheinder,

2005).

Le role de la température dans le développement de la plante est néanmoins modulé de nombreux
facteurs tels que les températures atteintes (a la hausse et a la baisse), la durée des épisodes de
chaleurs ou de froids et le moment ou ils surviennent, ainsi que la brutalité avec laquelle ils
surviennent (par exemple, les changements brusques de température peuvent étre plus
dommageables que les changements qui surviennent avec une période d’acclimatation). Par
exemple, par temps sec, une température €levée contribue au dessechement du sol pouvant résulter
en un stress hydrique sur la vigne. On assiste également depuis quelques années a une fréquence
accrue de vagues de chaleurs intenses, lesquelles affectent significativement la physiologie de la

vigne.



Les effets d’une température élevée sur la vigne, qu’elle soit associée a un stress hydrique ou a des
vagues de chaleur, ont surtout été étudiés sur la biochimie des baies, alors que leurs impacts sur le
métabolisme de la plante demeurent relativement peu connus (Greer et Weedon, 2013; Jing, 2018;
Kappel, 2010; Lecourieux et al., 2017; Lher et al., 2021; Mori et al., 2005; Murcia et al., 2017,
Neethling et al., 2015; Venios et al., 2020). Un autre aspect peu étudié est I’effet de la combinaison
de stress : par exemple, un stress thermique combinée a un stress hydrique ainsi que leur répétition
dans le temps. Une meilleure compréhension de la réponse du métabolisme primaire et secondaire
aux températures €levées et a leurs effets secondaires tels que le stress hydrique de la canopée
s’avere essentielle afin de comprendre la résilience des cépages au changement climatique et
assurer la durabilité de I’industrie viticole dans le temps. Dans cette étude, il sera question des
changements métaboliques dans les feuilles des vignes soumises a deux facteurs
environnementaux : un stress thermique et un stress hydrique. Les résultats de ce projet de
recherche permettront une meilleure compréhension des stratégies mises en place par la vigne pour

faire face a I’augmentation de température et a la contrainte hydrique.



CHAPITRE 1

Revue de littérature

1.1  Importance du climat sur les cultures

La croissance des cultures est intimement liée aux conditions climatiques. Le climat peut étre
mesuré a 1’aide de statistiques portant sur des parametres quantifiables (température, précipitation,
mouvements d’air, etc.) évalués sur une période de temps donnée, mais il repose en grande partie
sur la température (Choisnel & Cloppet, 2021). La température affecte la physiologie de la plante
de fagon intrinséque, par exemple en affectant le fonctionnement des cellules (activité
enzymatique, flexibilité des membranes) (Nievola ef al., 2017). Les besoins thermiques différent
en fonction du type de culture. La température seuil correspond a la température minimale a partir
de laquelle une plante se développe. Lorsqu’une température enregistrée est en dessous de ce seuil,
on suppose un développement nul de la plante. Cependant, les variations de température peuvent
devenir un stress lorsque la plante rencontre des valeurs extrémes (a la hausse comme a la baisse).
La température a également un effet extrinséque a la plante sur les conditions climatiques
environnantes : elle affecte par exemple le statut hydrique du sol, ce qui limite éventuellement la

disponibilité de 1’eau.
1.1.1 Température et croissance des plantes
1.1.1.1 Degré-jour

Le degré-jour de croissance est une mesure empirique servant a calculer I’accumulation de chaleur
nécessaire au développement biologique d’un organisme vivant (Herms, 2004). Le nombre de
degrés-jour est obtenu a I’aide d’une formule tenant compte de la température minimale et
maximale de chaque jour. Par exemple, pour la vigne, ’accumulation commence lorsque les
températures sont d’au moins 10 °C, correspondant a son seuil de développement (Barriault, 2013).
L’accumulation de degrés-jour (DJ) en base 10 °C se calcule selon 1’équation suivante :

(Tmax + Tmin)
2

Plus la valeur de degré-jour est €élevée, plus la plante regoit de chaleur lui permettant de synthétiser

D] = — Température de base

les sucres, lesquels jouent deux roles essentiels dans la plante : favoriser la croissance, puis fournir



des réserves a la plante pour survivre a I’hiver. Chez la vigne, il a été établi que I’indice du cumul
des degrés-jour de croissance sur la base de 10 °C doit étre d’au moins 900 degrés-jour afin de

permettre la production de fruits destinés a la production de vin.
1.1.2 Type de physiologie de la photosynthése

Les plantes ont su développer différentes adaptations en fonction du climat dans lequel elles ont
évolué. Par exemple, une augmentation de température affecte de manicére importante les plantes
en Cs (fixation du carbone en C3), ce qui n’est pas le cas des plantes en C4 et les plantes CAM qui
ont développé des adaptations physiologiques leur permettant d’effectuer une photosynthése
efficace méme a des températures supérieures a 30°C (Pearcy & Ehlerninger, 1984). Au contraire,
dans des zones de température de 10 a 25°C, les plantes en C3 ont un rendement supérieur aux

plantes en Ca.

Le mode photosynthétique de la vigne (Vitis sp.) est en Cs. En effet, en condition trés chaude, sa
photosynthése est fortement affectée et sa croissance ralentit (Greer & Weedon, 2013). Cependant,
la réaction de stress face a des hausses de température importantes, ou encore en présence d’autres

stress tels que le stress hydrique, est peu documentée.
1.2 Vigne

La vigne appartient a la famille des Vifaceae et au genre Vitis. Cultivée mondialement, la vigne
domestique fait partie des especes végétales les plus importantes, occupant une superficie de 7,4
millions d’hectares en 2016 (OIV, 2016). La vigne est prisée pour ses fruits, se présentant sous
forme de grappes que 1’on mange directement ou dont on extrait un jus, le mott, que 1’on fait
fermenter pour produire du vin. Un vignoble est un terrain constitué¢ de plants de vigne, et la culture

associée a ceux-ci se nomme viticulture.

Il existe différentes variétés de vigne que 1’on appelle « cépages ». L’espece cultivée la plus
importante est Vitis vinifera. D’autres especes sont aussi utilisées, notamment les cépages hybrides,
qui résultent de multiples croisements entre les vignes européennes (Vitis vinifera) et des especes

de vignes américaines tels que Vitis labrusca ou Vitis riparia, entre autres.



Afin qu’une région puisse cultiver la vigne, celle-ci doit étre caractérisé par une période seche assez
longue et des températures supérieures a —5°C au printemps (Lebon, 2005). Les températures
optimales pour la culture de la vigne se situent entre 21 et 32°C, selon les régions, les cultivars et
les méthodes de culture, de sorte que la majorité des vignobles mondiaux sont localisés dans les
hémispheres nord et sud compris entre les isothermes 10°C et 50°C (voir Annexe A). Il existe
néanmoins des techniques permettant de cultiver des vignes non rustiques dans des climats froids
comme celui du Québec, en couvrant les vignes de toiles protectrices pour tout I’hiver (Jolivet &

Dubois, 2006).
1.2.1 Cycle de vie et phénologie

Le développement de la vigne est constitué de deux cycles: le cycle végétatif et le cycle
reproducteur (Kappel, 2010). Le cycle végétatif est associé¢ a la croissance des organes tels les
racines, les rameaux, les feuilles et les vrilles. L’hiver est caractérisé par une phase de dormance,
s’en suit le début de la croissance végétative au printemps lorsque les températures du sol dépassent
les 10°C. Le cycle reproducteur, quant a lui, meéne a la formation des baies et est interrompu par la

dormance hivernale.

Les classifications de Eichhorn et Lorenz (1977) sont utilisées mondialement pour caractériser les
différentes ¢€tapes du cycle végétatif de la vigne. Les criteres utilisés afin de déterminer les
différents stades de développement de la vigne sont uniquement basés sur des critéres
morphologiques comme le nombre de feuilles et de grappes ou le pourcentage de fleurs ouvertes.
Le développement commence au printemps avec le débourrement (stade « bourgeon dans le coton
»; stade 03), qui marque la reprise de 1’activité métabolique du bourgeon latent et de la croissance
végétative (Lebon, 2005). Le bourgeon gonfle, les écailles s’écartent et la bourre disparait juste
avant que les feuilles n’émergent (stade 06). Les feuilles apparaissent et forment de petites rosettes
(stade 09). Par la suite, les feuilles se développent jusqu’au mois d’aotit. A partir du stade 12
(grappes visibles) au stade 41 (aoltement), les classifications se basent sur le développement des
inflorescences et des grappes plutot que sur I’aspect des feuilles. Suite a la maturation des baies,
I’aotitement suit. Il correspond au repos hivernal de la vigne, impliquant la lignification des
sarments principaux. Vers septembre-octobre au Québec, les feuilles passent du jaune au brun pour

finalement chuter progressivement (stades 43 et 47).



En période hivernale, seule une faible activité métabolique interne persiste permettant de protéger
la plante du gel via le catabolisme de glucides. En effet, les glucides produits via la dégradation de
I’amidon augmentent la pression osmotique contribuant a abaisser le point de congélation du milieu

cellulaire (Zufferey et al., 2012).
1.3 Impact des changements climatiques au Canada et du réchauffement sur la vigne
1.3.1 Prévisions en termes de réchauffement climatique au Canada

Le rapport publi¢ en 2019 par Environnement et Changements climatiques Canada explique
comment le climat du Canada a changé et quels changements sont a prévoir pour I’avenir. En
moyenne, pour 1’ensemble du pays et par rapport a la période de référence 1986 a 2005, un
réchauffement de 1,5 °C est attendu dans un scénario de faibles émissions pour la période 2031 a
2050 (Bush et Lemmen, 2019). Pour ce qui est du scénario d’émissions ¢élevées, un réchauffement
de 2,3 °C est attendu pour la méme période, atteignant 6 °C d’ici la fin du XXI° si¢cle. Concernant
le scénario de faibles émissions, il assume d’importantes réductions rapides des émissions et
presque aucune émission pour le siécle actuel. Le scénario d’émissions élevées, quant a lui,
présente une croissance continue des émissions au cours du présent siecle. Ce réchauffement a
venir résultera en davantage de degrés-jour de croissance dans les provinces canadiennes de la
Colombie-Britannique, de I’Ontario et du Québec (Tableau 1.0.1; Lasserre & Dorval, 2020). La
sévérité des températures excessivement chaudes sera amplifiée, conduisant a des vagues de
chaleur pouvant affecter la photosynthése, alors que les températures extrémement froides seront
moins intenses. A noter qu’une vague de chaleur survient lorsque le nombre d’événements ou les
températures journalieres, minimales sont d’au moins 16 °C et maximales, supérieures a 31 °C
durant au moins trois jours consécutifs (Ouranos, 2021). Dans I’avenir, on estime une continuité
de ces changements, évoluant de fagon proportionnelle a ’ampleur de 1’augmentation de la

température moyenne.



Tableau 1.0.1 Degré-jour de croissance réelle (en pourcentage) des provinces canadiennes de la Colombie-
Britannique, de I'Ontario et du Québec selon la moyenne des degrés-jour de croissance réelle pour la période 2010-

2039 en se basant sur la celle de 1971-2000 (Lasserre & Dorval, 2020).

Colombie-Britannique Ontario Québec
Degré-jour
de . 1971-2000  2010-2039  1971-2000  2010-2039  1971-2000  2010-2039
croissance
réelle
Plus de 1600 2,4 4,8 9,3 21,2 1,8 6,3
1200-1600 7,2 18,6 26,6 44,3 8,9 17,8
900-1200 24 26,5 42,9 21,9 21,3 19,4
<900 66,7 50,1 21,3 12,5 67,9 56,5

1.3.1.1  Réchauffement climatique pour la Montérégie

La Montérégie-Est représente 45% de la production viticole du Québec, totalisant 74 vignobles et
une superficie de 228 hectares (MAPAQ, 2022). Pour cette raison, cette é¢tude focalisera sur les

conditions « normales » de cette région comme point de départ.

L’augmentation des événements extrémes climatiques pourrait entrainer des fluctuations sur la
qualité et la quantité de raisins récoltés, mais surtout sur la résilience des vignes tout au cours de la
saison, un enjeu préoccupant pour I’économie de la région. Le ministere de I’Environnement, de la
Lutte contre les Changements Climatiques, de la Faune et des Parcs (MELCCFP) fournit des
données quant aux normales climatiques de la Montérégie pour la période 1981-2010 (Tableau
1.2; MELCCFP, 2022). Les mois de juin, juillet et aolit représentent les trois mois les plus chauds

pour cette région durant la période estivale.

Tableau 1.2 Normales climatiques de la Montérégie au Québec pour la période 1981-2010 pour les mois de juin,

juillet et aolt (MELCC, 2022).

Mois Température

Min. (°C) Max. (°C) Moy. (°C)
Juin 12,8 24,2 18,5
Juillet 15,3 26,7 21,0
Aoit 14,2 25,2 19,7




Les projections climatiques pour la région de la Montérégie pour les scénarios d’émissions RCP4.5
et RCP8.5 montrent une augmentation significative des températures et du nombre de vagues de
chaleur en Montérégie au cours du prochain siécle, combiné a une augmentation négligeable des

précipitations.
1.3.2 Réponses sur la phénologie

La phénologie de la vigne, a savoir les dates auxquelles la vigne atteint les différents stades de son
développement comme le débourrement, la floraison ou la véraison, dépend fortement de la
température (Van Leeuwen et al., 2016). L augmentation des températures moyennes annuelles
provoque I’avancée des cycles végétatifs et reproducteurs de la vigne. Ce phénomeéne est observé
depuis les années 1980 dans plusieurs régions, notamment dans celles d’Alsace et Bordeaux ou la
date de récolte a avancé de deux semaines (Van Leeuwen et al., 2016). Ce phénomene
s’accompagne d’une durée « véraison a récolte » considérablement plus longue depuis 25 ans
(Figure 1.1). D’une manicre générale, I’avancée de la phénologie a pour conséquence que la
maturation se déroule dans des conditions plus chaudes, non seulement parce que le climat se

réchauffe, mais aussi di au fait que la maturation commence plus t6t dans la saison estivale.
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Figure 1.1 Durée entre la mi-véraison et la récolte pour une parcelle de Cabernet franc dans I'appellation Saint-

Emilion entre 1988 et 2014 (reproduit de Van Leeuwen et al., 2016).



1.3.3 Photosynthése et morphologie

Parmi les fonctions physiologiques principales, la photosynthése est le premier processus a étre
directement influencée par les variations de température (Venios et al., 2020). Elle diminue avant
l'apparition d'autres signaux lorsque la température dépasse une limite optimale, qui varie selon les
especes. Chez la vigne, la température optimale photosynthétique se trouve entre 25 et 35 °C et
varie largement en fonction des régions. Lorsque la température est sous les 10 °C, la plupart des
processus physiologiques ralentissent, tandis qu'a des températures dépassant 35 °C, les
mécanismes d'acclimatation a la chaleur se mettent en marche. Des températures trés €levées,
dépassant les 40 °C, impactent fortement la photosynthése, surtout en raison de la perturbation de
l'appareil photosynthétique. D’ailleurs, Venios et al. (2020) ont rapporté des observations sur le
terrain concernant la photosynthése des feuilles de vigne a des températures variant entre 20 et 40
°C. Celles-ci ont révélé qu'en comparaison avec 25 °C, le taux photosynthétique moyen diminuait
avec l'augmentation de la température, étant inhibé de 60 % a 45 °C. Greer et Weedon (2011) ont
proposé que la diminution du Pn pouvait étre liée a une réduction de 15 a 30 % de la conductance
stomatique. Cela est probablement dii au fait que le stress causé par la chaleur et celui causé par la
sécheresse sont étroitement interconnectés, et qu'une conductance stomatique réduite peut donc
aggraver les symptomes du stress thermique a mesure que la température des feuilles augmente.
Neéanmoins, I'impact du stress thermique sur la conductance stomatique varie d'une variété de vigne
a l'autre. Par exemple, le cultivar de vin portugais « Touriga Nacional » garde ses stomates ouverts
méme en cas de léger stress thermique, ce qui favorise le refroidissement des feuilles par

transpiration et contribue a préserver la photosynthese (Venios et al., 2020).
1.3.3.1 Meétabolisme

L’impact de la température sur le métabolisme primaire et secondaire de la vigne a surtout été
¢étudié chez les baies, en raison de leur impact sur la qualité et de la typicité des vins produits (Jing,
2018). Néanmoins, les feuilles sont une source importante de biomolécules pendant le
développement des baies, en particulier pendant la phase de la véraison, ou les grappes forment
des organes-puits pour une grande partie des produits de la photosynthese (Degu et al., 2019).
Ainsi, comprendre la réponse du métabolisme des feuilles de vigne a un stress thermique ouvre une
perspective additionnelle dans le cadre de 1’étude des effets du réchauffement climatique sur la

vigne.
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Les acides aminés, les composés phénoliques, les sucres et les acides organiques sont des
métabolites essentiels dans le métabolisme de la vigne. Produits primaires de I’assimilation de
I’azote, les acides aminés jouent un role essentiel dans le métabolisme de la vigne. D’un point de
vue cenologique, ils sont impliqués dans la fermentation des mofts et la formation de substances
aromatiques (Miele et al., 2000). Bien que la température soit connue pour affecter globalement la
biosynthése des acides aminés dans la vigne, chaque acide aminé a une réponse différente a une
augmentation de température. Lecourieux et al (2017) a montré qu’une augmentation de
température de 8°C en serre lors de la phase de maturation a significativement augmenté sept acides
aminés (Thr, Arg, Tyr, Phe, Cys, Lys et GABA) dans des baies du cépage Cabernet Sauvignon. La
variation en acides aminés retrouvés dans les feuilles de vigne soumises a un stress thermique n’a
peu ou pas été étudiée. Néanmoins, Feller et Vaseva (2014) rapportent que, lors d’une sécheresse,
les acides aminés libres tendent a s'accumuler dans les feuilles et sont en partie transformés en
solutés compatibles, comme la proline. Verbruggen et Hermans (2008) ont étudié en profondeur
l'accumulation de proline sous divers stress abiotiques. Ceux-ci ont observé une augmentation de

la teneur en proline allant de 10 a 100 fois dans le tréfle soumis a un stress de sécheresse.

Parmi les métabolites secondaires, les composés phénoliques présentent un grand intérét pour
I’industrie du vin (Murcia et al., 2017). Ces molécules organiques sont les produits du métabolisme
secondaire des plantes et incluent de nombreuses classes, incluant les tanins, les flavonoides et les
anthocyanes. Goicoechea et al. (2021) a noté une augmentation de 1’accumulation de composés
phénoliques dans les feuilles de Vitis vinifera L. cv. Tinto Velasco suite a une interaction entre un
taux de CO; élevé avec une température €levée. Il a été démontré qu’une température élevée peut
diminuer les concentrations en anthocyanes et modifier leur profil dans la peau des baies de raisins
rouges (Jing, 2018). En effet, plusieurs génes impliqués dans la biosynthése des anthocyanes sont
régulés a la baisse en réponse a des températures €levées (Mori et al., 2005). En revanche, plusieurs
études ont montré que 1’accumulation des tanins ne semble pas €tre affectée par des températures
¢levées (Jing, 2018). Yang et al. (2015) a étudié les effets de différentes températures de croissance
sur le métabolisme des polyphénols dans les feuilles de tabac (Nicotiana tabacum L.) a différents
stades de développement. Les résultats ont montré que, apres le stade mature, la teneur totale en

phénols dans les feuilles de tabac commencait a croitre, et 'accumulation totale de phénols a haute
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température (environ 25 °C) était la plus élevée a la fin du traitement. Islam et al. (2003) a étudié
le contenu phénolique dans les feuilles de patate douce (lpomoea batatas L.) sous différentes
conditions de température, notamment. Ils ont notamment observé une corrélation positive entre
I’activité de piégeage des radicaux libres et le niveau de polyphénols totaux, suggérant I’importance
des composés phénoliques en tant que composants antioxydants dans les feuilles de patate douce.
Six de ces composés phénoliques ont pu étre identifiés par chromatographie liquide haute
performance en phase inverse (RP-HPLC) : l'acide caféique, I'acide chlorogénique, I'acide 4,5-di-
O-caféoylquinique, l'acide 3,5-di-O-caféoylquinique, 1'acide 3,4-di-O-caféoylquinique et 1'acide
3.,4,5-tri-O-caféoylquinique. Les résultats démontrent que le traitement a haute température (30 °C)
a caus¢ une diminution des composés phénoliques identifiés dans les feuilles de patate douce, alors

que des températures modérées (20 °C) ont favorisé I’accumulation des polyphénols.
1.4 Réponses physiologiques et métaboliques au régime hydrique
1.4.1 Physiologie

En conditions limitantes d’eau, le développement végétatif de la vigne est fortement perturbé, se
traduisant par une diminution de la taille et de la surface foliaire en raison d’une diminution de la
photosynthese et de la conductance stomatique, qui sont affectées (Ju et al., 2018). La fermeture
des stomates entraine une diminution de la diffusion du CO., associé a une diminution du potentiel
hydrique foliaire. En ce qui concerne la vigne, un stress hydrique se traduit par une diminution de

la croissance des rameaux et des feuilles.

Ju et al. (2018) ont observé les changements dans la microstructure des feuilles de Cabernet
Sauvignon soumises a un stress hydrique : les plantes stressées avaient une densité stomatique
inférieure a tout moment par rapport aux plantes témoins. La fermeture des stomates des feuilles
de vigne en situation de stress aide la plante a réduire son taux de transpiration et a conserver son
eau. Par le fait méme, le photosysteme II est réduit en efficacité (diminution de la photosynthese)

et la photorespiration, associée a la production de H>O, augmente.

La quantité d’eau contenue dans une plante dépend du potentiel hydrique du sol pres du systeme
racinaire, la taille de la canopée ainsi que de la demande évaporative (Choné et al., 2001). Afin

d’évaluer la disponibilité en eau des vignes, la méthode du potentiel hydrique foliaire s’avere fiable
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pour déterminer ’état hydrique des plants (Choné et al., 2001). Le potentiel hydrique foliaire de
tige (Pmp) se mesure autour du midi solaire, alors que la photosynthése est active et la demande
climatique importante. Le potentiel de tige renseigne sur la capacité de la plante a conduire I’eau
du sol a I’atmosphere, elle fournit une information fiable sur I’état hydrique du végétal en condition
de transpiration, et semble rendre compte de maniére trés satisfaisante de la disponibilité en eau du
sol (Choné et al., 2001). Plus les valeurs enregistrées sont fortement négatives, plus I’eau est bien

retenue a I’intérieur de la plante due a sa faible teneur.
1.4.2 Me¢étabolisme

Les métabolites jouent un role essentiel dans la croissance et le développement des plantes. En
condition de stress, ils sont impliqués dans la signalisation cellulaire, le stockage d’énergie, la
formation des membranes et le soutien structurel, tout en contribuant a 1’allocation des ressources
au sein de la plante (Kumar et al., 2021). Différents stress abiotiques, incluant la sécheresse,
perturbent le métabolisme des plantes di a I’inhibition des enzymes métaboliques, du manque de
substrats, d’une demande trop grande de certains composés, ou d’une combinaison de ces ¢léments.
Ainsi, le métabolisme doit étre en mesure de s’acclimater en adoptant un nouvel état d’équilibre en
fonction des différentes conditions de stress prédominantes (Kumar et al., 2021). La synthése de
métabolites primaires ou secondaires en réponse au stress hydrique peut réguler la turgescence et
la rigidité des cellules et des tissus, I'hnoméostasie redox, le transport d'ions et I'activité enzymatique
(Kumar et al., 2021). Ces métabolites sont essentiels pour établir le lien entre les génotypes et les

phénotypes des plantes.

La métabolomique est un outil pertinent afin d’obtenir des informations complétes sur le profilage
des métabolites et 1’analyse des voies métaboliques. Plusieurs études ont contribué a la
compréhension de la régulation des métabolites chez différentes especes de plantes en réponse a
différents stress environnementaux tels que la sécheresse, le sel et le froid (Greer et Weedon, 2013;
Jing, 2018; Kappel, 2010; Lecourieux et al., 2017; Lher et al., 2021; Mori et al., 2005; Murcia et
al.,2017; Neethling et al., 2015; Venios et al., 2020). Le profilage des métabolites a été largement
utilisé afin de caractériser les différentes réponses moléculaires en condition de stress hydrique
chez les plantes et ainsi évaluer le taux de production de métabolites dans une classe donnée ou

une voie métabolique particuliere (Greer et Weedon, 2013; Jing, 2018; Lecourieux et al., 2017,
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Lher et al., 2021; Mori et al., 2005; Murcia et al., 2017; Neethling et al., 2015; Venios et al., 2020).
Plusieurs méthodes analytiques existent afin d’identifier différentes classes de métabolites, telles
que la chromatographie liquide-spectrométrie de masse (LC-MS) et la chromatographie liquide a
haute performance (HPLC) dans diverses espéces végétales sous stress hydrique (Kumar et al.,
2021). Les métabolites secondaires des plantes sont des produits des métabolites primaires produits
afin de contrer différents changements physiologiques défavorables induits par des conditions de
stress. La sécheresse ou le stress hydrique est I’un des stress environnementaux les plus importants
affectant la production agricole. La capacité a maintenir un niveau suffisant de métaboliques
primaires et secondaires est directement reliée au niveau de tolérance des plantes face au stress

hydrique, celle-ci varie d’une espece a une autre (Kumar et al., 2021).

Khan et al. (2019) a observé différentes accumulations de métabolites chez deux génotypes de pois
chiches (Cicer arietinum L.), révélant différentes réponses face a la sécheresse. En situation de
stress hydrique, des métabolites primaires se sont accumulés dans les feuilles de la variété de pois
chiche tolérante, tels que la proline, I’arginine, I’histidine, 1’isoleucine et le tryptophane tandis que
I’alanine, 1'acide a-cétoglutarique, le GABA, la choline, la tyrosine, la glucosamine, I'adénosine, la
guanine et 1'acide aspartique ont diminué dans les deux génotypes. Les acides aminés aromatiques
actifs, comme la phénylalanine et la tyrosine, agiraient a titre de source secondaire d’énergie et

seraient impliqués dans la tolérance au stress hydrique chez le pois chiche (Khan et al., 2019).

Marcek et al. (2019) rapporte que plusieurs métabolites essentiels comme les sucres, les acides
aminés et le GABA ont été régulés a la hausse chez le blé (Triticum aestivum) face au stress
hydrique en comparaison aux plantes de controle. Cependant, Michaletti ef al. (2018) ont observé
des niveaux accrus de proline, méthionine, lysine et arginine autant chez les génotypes de blé

tolérants et sensibles en réponse au stress hydrique.

Aussi, Ju et al. (2018) a rapporté qu’un déficit hydrique réduisait a la fois le rendement et la qualité
des baies de raisin. Ceux-ci ont démontré que la concentration en proline (acide aminé) des plantes
sous stress hydrique était plus grande que celle des témoins. De plus, I’échange gazeux des feuilles

est négativement corrélé a la concentration en proline (Lher ef al., 2021).
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1.5 FEtude des stress abiotiques chez la vigne

L’étude des stress abiotiques chez la vigne pose certains défis considérables : la vigne est une plante
pérenne, qui arrive a maturité (productivité) apres trois a quatre ans. Il est donc difficile de la
cultiver en pot a long terme afin de créer des stress en conditions contrélés. D’autre part, 1’étude
des stress abiotiques en champ est difficile, car seul un contréle limité sur les paramétres
météorologiques tels que la température et I’ensoleillement est possible. Par exemple, un stress
hydrique peut étre induit par des systémes d’exclusion de pluie. La culture de vignes en conditions
expérimentales contrdlées telle qu’une serre horticole ou une chambre de croissance permet de
contrdler précisément la quantité d’eau regue par les plants ainsi que la température et I’humidité

relative de 1’air.

L’effet de la température élevée, notamment de stress thermique sur la vigne, a largement été étudié
sur les fruits, mais beaucoup moins pour la partie végétale (Greer et Weedon, 2013; Jing, 2018;
Kappel, 2010; Lecourieux et al., 2017; Lher et al., 2021; Mori et al., 2005; Murcia et al., 2017,
Venios et al., 2020). Toutefois, la majeure partie de ces études a été conduite sur des plantes
matures (plus de 3-4 ans d’age), mais moins sur de jeunes plants, qui sont plus fragiles et moins
résilients que les plantes matures face aux stress abiotiques. Enfin, de nombreux stress abiotiques
sont étudiés chez les plantes, mais peu d’études incluent des combinaisons de stress. Or, les plantes

rencontrent de nombreux stress, a la fois ou successivement, pendant la période de croissance.
1.6 Hypothese et objectifs
1.6.1 Hypotheses

Afin de répondre a la problématique posée précédemment, I’hypothese suivante a été posée :

Le stress thermique et le stress hydrique, seuls ou combinés, modifierons :
1. La physiologie des plants
a. Des taux plus importants de conductance stomatique (mmol™!) et de transpiration
(mol - m2s!) seront observés pour les traitements impliquant un stress thermique ;
b. Des taux moins importants de conductance stomatique (mmol™') et de transpiration

(mol - m™s™!) seront observés pour les traitements impliquant un stress hydrique ;
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c. Plus D’expérience avancera dans le temps, plus les niveaux de conductance
stomatique (mmol™!) et de transpiration (mol - m™s™!) diminueront, et ce, pour tout
I’ensemble des traitements.

2. Lamétabolomique des feuilles chez les cépages européens Cabernet franc et Riesling ainsi
que chez les cépages hybrides Vidal et Marquette :

a. Les traitements impliquant un stress thermique engendront une régulation a la
hausse de tous les groupes de molécules : acides organiques, acides aminés,
composés phénoliques et sucres ;

b. Les traitements impliquant un stress hydrique engendront une régulation a la baisse
de tous les groupes de molécules : acides organiques, acides aminés, composés
phénoliques et sucres.

c. Plusieurs molécules clés reliées aux stress environnementaux seront identifiées et
présenterons des variations dans leur régulation :

i. Acides aminés : proline, serine, isoleucine, histidine et tyrosine.
ii. Acides organiques : acide malique, citrique et tartrique.
iii. Composés phénoliques : rutine, acide caféique et acide férulique.

iv. Sucres : glucose, sucrose et fructose.

1.6.2  Objectifs

Afin de vérifier les hypotheses émises, I’objectif général de cette étude visait a caractériser les
effets d’un stress thermique et d’un stress hydrique, seuls ou combinés, sur la physiologie et le
métabolisme des feuilles de quatre cépages Vitis cultivés au Canada : Cabernet franc, Riesling,

Marquette et Vidal.

Les objectifs spécifiques étaient de :

a) Etudier les changements métaboliques qui se produisent sous les traitements de stress
hydrique et stress thermique, seuls ou combinés, dans les feuilles, par métabolomique non
ciblée.

b) Mettre en relation la composition biochimique des feuilles, 1’effet du traitement (stress
hydrique et stress thermique, seuls ou combinés) et le cépage (Vitis Cabernet franc, Riesling,

Marquette et Vidal).
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2 Changements physiologiques et métabolomiques associés a I’effet combiné et individuel
d’un stress hydrique et d’un stress thermique sur les feuilles de Vitis sp. Cabernet

franc, Marquette, Riesling et Vidal.

2.1  Avant-propos

Ce chapitre présente sous forme d’article scientifique 1’étude conduite dans le cadre de ce travail
de maitrise sur les changements physiologiques et la composition biochimique des feuilles de
quatre cépages (Vitis vinifera c.v. Cabernet franc et Riesling et Vitis sp. Marquette et Vidal) soumis
a des traitements de stress hydrique et stress thermique, seuls ou combinés. Cette étude a été
réalisée par la candidate a la maitrise Karine Delorme, sous la supervision de la professeure Karine
Pedneault, avec le soutien du professeur Frédéric E. Pitre et de son équipe de I’'IRBV et de la Dre
Paméla Nicolle, professionnelle de recherche dans 1’équipe de K. Pedneault a I’ISFORT.
L’expérience a été¢ développée par les K. Pedneault et F. E. Pitre et la candidate a la maitrise K.
Delorme, qui a réalisé I’ensemble des traitements, prises de données physiologiques, extractions et
analyses métabolomiques par LC-MS/MS. P. Nicolle a effectu¢ 1’analyse des données

métabolomiques et les analyses statistiques. K. Delorme a rédigé I’article.
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2.2 Résumé

Plusieurs études ont rapporté que le climat a une influence directe sur la phénologie et la production
de métabolites primaires et secondaires chez Vitis sp. Dans ce contexte, les projections climatiques
pour la région de la Montérégie, Québec, Canada suggerent une augmentation des températures
accompagnées de vagues de chaleur et peu d’augmentation des précipitations, et ce, pour le
prochain si¢cle. Le but de la présente étude était de caractériser I’impact du stress hydrique et du
stress thermique, seuls ou combinés, sur des parametres physiologiques et métabolomiques
mesurés sur des feuilles de quatre cépages Vitis cultivés au Canada : Cabernet franc, Riesling,
Marquette et Vidal. Plus précisément, les acides organiques (AO), acides phénoliques (AP), les
acides aminés (AA) et les hormones végétales (HV) ont été analysés. Une expérience factorielle
impliquant deux traitements de stress hydrique et deux traitements de stress thermique puis répété
sur huit plants par traitement et combinaison de traitements a été¢ mise en place : (1) stress hydrique
(SH) ; (2) irrigué (CT) ; (3) stress thermique (ST) ; (4) température normale (CT). Pour le traitement
stress hydrique, les plants ont regu une quantité d’eau minimale a chaque trois jours de fagon
graduelle deux semaines avant le début de I’expérience jusqu’au jour 21. Pour le traitement de
stress thermique, les plants ont été placés dans une serre expérimentale a une température de 38 °C
le jour et 35 °C la nuit a partir du jour 1, pendant 21 jours consécutifs. Les plants soumis a une
température normale ont ét€ placés sous un abri extérieur a I’abri des précipitations. Des feuilles
récoltées de huit plantes par variété, chacune sous stress hydrique, stress thermique, combinaison
des stress ou contrdle, ont été récoltées a chacun des cinq jours d’échantillonnage (jours 0, 1, 7, 14
et 21) de ’expérience. Le potentiel hydrique foliaire de tige (Ywmp), la conductance stomatique a
I’eau (gsw), la transpiration (E) et la température de la feuille (Tr) ont été mesurés et le profil
métabolomique des feuilles récoltées J21 a été réalisé. Les phases aqueuses de chaque échantillon
ont été injectées en mode d’ionisation positif et négatif dans un chromatographe en phase liquide
a haute performance couplé a un détecteur UV-visible et a un spectrométre de masse a haute
résolution (LC/MS-MS). Nos résultats ont montré que les trois parameétres physiologiques mesurés
ont été significativement affectés par les traitements. Le stress hydrique d’une durée de 21 jours a
régulé la production des métabolites primaires et secondaires a la baisse, cependant, aucun résultat
n’était significatif (p<0.05). Le stress thermique ainsi que la combinaison des stress ont régulé les
métabolites a la hausse de fagon significative. Le stress hydrique a régul€ a la baisse les métabolites

de facon significative en comparaison au stress thermique. Les quatre cépages étudiés ont eu des
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tendances similaires en fonction des différents traitements appliqués. Nos résultats ont montré la
complexité de la réponse des feuilles de vigne au stress thermique et hydrique, seuls ou combinés,
ce qui suggére que les pratiques viticoles devraient étre adaptées en réponse aux effets du

changement climatique afin de maintenir une production de qualité.
2.3 Abstract

Several studies have reported that climate has a direct influence on phenology and the production
of primary and secondary metabolites in Vitis sp. In this context, climate projections for the
Montérégie region suggest increasing temperatures accompanied by heat waves and little increase
in precipitation over the next century. The aim of the present study was to characterize the impact
of water stress and heat stress, alone or combined, on physiological and metabolomic parameters
in the leaves of four Vitis grape varieties grown in Canada: Cabernet franc, Riesling, Marquette
and Vidal. Specifically, organic acids (OA), phenolic acids (PA), amino acids (AA) and plant
hormones (HV) were analyzed. A factorial experiment involving two water-stress and two heat-
stress treatments and repeated on eight plants per treatment and treatment combination was set up:
(1) water stress (SH); (2) irrigated (CT); (3) heat stress (ST); (4) normal temperature (CT). For the
water stress treatment, the plants received a minimum amount of water every three days, gradually
from two weeks before the start of the experiment to day 21. For the heat stress treatment, plants
were placed in an experimental greenhouse at a temperature of 38°C during the day and 35°C at
night from day 1, for 21 consecutive days. Plants subjected to normal temperature were placed
under an outdoor shelter protected from precipitation. Harvested leaves from eight plants per
variety, each under water stress, heat stress, a combination of stresses or control, were collected on
each of the five sampling days (days 0, 1, 7, 14 and 21) of the experiment. Stem leaf water potential
(PMD), stomatal water conductance (gsw), transpiration (E) and leaf temperature (Tf) were
measured and the metabolomic profile of leaves harvested on day 21 was carried out. The aqueous
phases of each sample were injected in positive and negative ionization mode into a high-
performance liquid chromatograph coupled to a UV-visible detector and a high-resolution mass
spectrometer (LC/MS-MS). Our results showed that all three physiological parameters measured
were significantly affected by the treatments. Water stress lasting 21 days down-regulated primary
and secondary metabolite production, but none of the results were significant (p<0.05). Heat stress

and the combination of stresses significantly up-regulated metabolites. Water stress significantly
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down-regulated metabolites compared to heat stress. The four grape varieties studied showed
similar trends according to the different treatments applied. Our results showed the complexity of
grape leaf responses to heat and water stress, alone or in combination, suggesting that viticultural
practices should be adapted in response to the effects of climate change in order to maintain quality

production.
2.4 Introduction

Le climat, évalué par des parameétres quantifiables tels que la température, est I’'un des principaux
facteurs influengant la phénologie et la production des métabolites primaires et secondaires chez
les plantes. II existe une relation intime entre la température et la physiologie végétale, notamment
l'activité enzymatique et la flexibilité des membranes, soulignant la nécessité de comprendre ces
dynamiques pour assurer la durabilité et la productivité des cultures (Nievola ef al., 2017; Barriault,
2013). Au Canada, un réchauffement de 1,5 °C a 2,3 °C est prévu d'ici 2050, atteignant 6 °C d'ici
la fin du siécle, selon les scénarios d'émissions d’Environnement et Changements climatiques
Canada (2019). Des changements dans les degrés-jour de croissance sont prévus, amplifiant la
sévérité des vagues de chaleur et rendant impliquant aussi un adoucissement des températures
hivernales. Les projections climatiques pour la région de Montérégie, importante pour la
production viticole du Québec, indiquent une augmentation des températures et des vagues de
chaleur, avec peu d'augmentation des précipitations au cours du prochain siecle. Ces projections
soulignent la nécessité de considérer les stress environnementaux comme des composantes
interdépendantes, mettant en lumicre les défis anticipés pour les vignobles de cette région clé de la

viticulture québécoise.

L’effet de la température, notamment de stress thermique sur la vigne, a largement été étudié sur
les fruits, avec peu de considération pour la partie végétale de la plante. En outre, la majeure partie
de ces études ont été conduites sur des plantes matures (plus de 3-4 ans d’age). Typiquement en
horticulture fruitiére, on assume que les jeunes plants sont plus fragiles et moins résilients que les
plantes matures face aux stress abiotiques, mais ceci n’est pas démontré. Enfin, de nombreux stress
abiotiques sont étudiés chez les plantes, mais peu d’études incluent des combinaisons de stress. Or,
les plantes rencontrent de nombreux stress, a la fois ou successivement, pendant la période de

croissance. La culture de vignes en conditions expérimentales contrélées telle qu’une serre
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horticole permet de contrdler précisément la quantité d’eau regue par les plants ainsi que la
température. De plus, les plants placés en pots sont légers et facilement déplagables. Les plants
cultivés en serre sont également protégés des dommages causés par les conditions climatiques tels

que le retour du gel au printemps, le vent et la pluie.

Chez la vigne, la température optimale pour la photosynthése se situe entre 21 et 32 °C qui
dépendent des régions. Des températures supérieures a 35 °C inhibent la photosynthése de la vigne
par la fermeture des stomates. L'impact de la température sur la vigne se manifeste a travers des
réponses physiologiques et métaboliques a la température. L'avancée des cycles végétatifs, telle
que la phénologie, est observée avec l'augmentation des températures, notamment dans les régions
d'Alsace et Bordeaux (Van Leeuwen et al., 2016). La photosynthése de la vigne est sensible a la
température, avec une plage optimale entre 21 et 32 °C, mais des températures extrémes peuvent
inhiber ce processus (Lebon, 2005). Les acides aminés dans les baies réagissent différemment a
I'augmentation de température, influencant la qualité des raisins (Lecourieux et al., 2017). De
méme, les polyphénols, tels que les tanins et les anthocyanes, ainsi que les composés volatils,
réagissent aux variations de température, affectant la composition chimique des raisins et des vins
produits (Jing, 2018; Goicoechea et al., 2021; Van Leeuwen et al., 2016). La température affecte
également les conditions environnantes, influant sur le statut hydrique du sol et la disponibilité de
l'eau. Le régime hydrique influence les réponses physiologiques et métaboliques de la vigne. En
cas de stress hydrique, la fermeture des stomates entraine une diminution de la photosynthese,
affectant la croissance des rameaux et des feuilles (Ju et al., 2018). Le potentiel hydrique foliaire
de tige (YMD) est une mesure fiable de I'état hydrique des plants, indiquant leur capacité a conduire
l'eau du sol a I'atmosphére (Choné et al., 2001). Le Tableau 2.1 illustre des niveaux de déficits
hydriques de la vigne mesurés par le potentiel hydrique des feuilles a la mi-journée (Smith et
Prichard, 2002). Les valeurs négatives de YMD refletent une meilleure rétention d'eau dans la
plante. En termes de métabolisme, le stress hydrique conduit a une concentration accrue de 1'acide
aminé proline, avec une corrélation négative entre 1'échange gazeux des feuilles et la concentration

de proline (Ju et al., 2018; Lher et al., 2021).
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Tableau 2.1. Niveaux de déficits hydriques de la vigne mesurés par le potentiel hydrique des feuilles a la mi-journée

(Smith et Prichard, 2002).

Potentiel hydrique des feuilles a la mi-journée Niveau de déficit hydrique
moins de -10 Bars pas de stress

-10 to -12 Bars stress léger

-12 to -14 Bars stress modéré

-14 to -16 Bars stress €levé

au-dessus de -16 Bars stress sévere

L'étude des stress abiotiques chez la vigne présente des défis majeurs en raison de sa nature pérenne
et du temps nécessaire pour atteindre la maturité. Cultiver la vigne en pot a long terme ou en champ
sans controle sur les parameétres météorologiques est difficile pour induire des stress abiotiques.
Les conditions expérimentales controlées, comme une serre horticole, offrent un environnement
propice pour étudier le stress hydrique, avec un contrdle précis de I'eau et de la température. Cette
approche protége également les plants des dommages causés par les conditions climatiques. Les
études antérieures se sont principalement concentrées sur les fruits et les plantes matures,
négligeant la partie végétale de la vigne, en particulier chez les jeunes plants. De plus, peu d'études
ont examiné les combinaisons de stress, bien que les plantes soient souvent exposées a plusieurs

stress pendant leur période de croissance.

La littérature actuelle présente une lacune significative en ce qui concerne l'effet combiné de stress
thermique et hydrique sur la métabolomique des feuilles de Vitis sp. Alors que des études
antérieures se sont principalement concentrées sur les fruits et les stress thermiques individuels,
peu d'attention a €té accordée a la partie végétative de la plante, en particulier les feuilles, et a
l'interaction potentielle entre ces deux stress majeurs. Cette bréche dans la connaissance crée une
niche que nous cherchons a occuper, en détaillant les réponses métaboliques spécifiques des

feuilles de Vitis sp. sous l'influence de stress thermique, hydrique, et de leur combinaison.

Ainsi, notre étude se positionne comme une contribution novatrice visant a combler ce manque
dans la littérature. En déployant une approche intégrée, nous chercherons a déchiffrer les
mécanismes métaboliques impliqués dans la réponse des feuilles de Vitis sp. a ces stress

environnementaux, jetant ainsi les bases d'une viticulture adaptative et résiliente. Dans la section
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suivante, nous détaillerons les objectifs spécifiques de notre recherche, les méthodes employées,

ainsi que la structure globale de notre approche méthodologique.

En ce sens, notre étude vise a évaluer les impacts du stress thermique et du stress hydrique,
individuellement et combinés, sur le métabolisme des feuilles de quatre cépages Vitis cultivés au
Canada : Cabernet franc, Riesling, Marquette et Vidal. L'expérimentation, réalisée a 1'Institut de
recherche en biologie végétale, utilisera un dispositif expérimental factoriel avec huit blocs
aléatoires. Les échantillons de feuilles seront prélevés avant et apres 1'imposition des stress, avec
une analyse métabolomique ultérieure a 1'Institut des sciences de la forét tempérée. Les analyses
statistiques seront effectuées pour comparer les traitements et évaluer les modifications dans les
concentrations d'acides aminés, de polyphénols et d'aromes. Les résultats attendus pourraient
orienter les vignerons dans l'adaptation de leurs pratiques culturales au réchauffement climatique,

en vue de maintenir une production de qualité.
2.5 Matériel et Méthode
2.5.1 Matériel végétal et dispositif expérimental

Une expérience en serre a ¢té¢ conduite de juillet a aolt 2022 dans les serres expérimentales du
Jardin botanique de Montréal. Des plants 4gés d’un an, greffés sur le porte-greffe 3309C, ont éteé
utilisés : V. vinifera L. cv. Cabernet franc, V. vinifera L. cv. Riesling ainsi que les Vitis hybrides
Vidal blanc (50% V. vinifera L. cv. Ugni blanc X 50% Rayon d’Or) et Marquette (MN 1094 X
Ravat 262). Les vignes ont été plantées dans des pots de 10 litres en plastique, remplis avec un
mélange de 15% perlite ainsi que des parties égales de substrat de culture (Pro-Mix BX, Québec,
Canada) et de sable tout usage (Charbonneau Floral, Québec, Canada). Des soucoupes en plastique
ont été placées en dessous des pots afin de minimiser les pertes d’eau. Les vignes ont été palissées

sur des tuteurs en bambou de 1,5 métre et placées par blocs randomisés.

Une expérience factorielle impliquant deux traitements de stress hydrique et deux traitements de
stress thermique puis répété sur huit plants par traitement et combinaison de traitements a été mise

en place (Figure 2.1). Les traitements ont été appliqués de la fagon suivante :
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1) Contréle (CTRL) : les plants ont été arrosé€s a chaque trois jours jusqu’a saturation du sol
et maintenus a une température normale (Annexe A) sous un tunnel de culture avec
ouverture latérale, a 1’abri des précipitations ;

2) Stress hydrique (SH) : une quantit¢ d’eau minimale a ét¢ donnée a chaque trois jours, de
fagon graduelle, deux semaines avant le début de 1’expérience jusqu’au jour 21 (SH) ;

3) Stress thermique (ST) : Une température controlé de 38 °C le jour et 35 °C la nuit a partir
du jour 1, pendant 21 jours consécutifs (ST) dans une serre expérimentale ;

4) Stress combinés (SH X ST) : une quantité d’eau minimale a été¢ donnée a chaque trois jours,
de fagon graduelle, deux semaines avant le début de I’expérience jusqu’au jour 21 (SH)
avec une température de 38 °C le jour et 35 °C la nuit a partir du jour 1, pendant 21 jours

consécutifs (ST) dans une serre expérimentale.

Des feuilles récoltées de huit plantes par variété, chacune sous stress hydrique, stress thermique,
combinaison des stress ou contrdle, ont été récoltées a chacun des cinq jours d’échantillonnage
(ours 0, 1,7, 14 et 21) de I’expérience. Le potentiel hydrique foliaire de tige (Ymp), la conductance
stomatique a I’eau (gsw), la transpiration (E) et la température de la feuille ont été mesurés et le

profil métabolomique des feuilles récoltées a J1 et J21 a été réalisé.
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A) Design expérimental B) Progression de I'expérience
A : Serre chauffée
n =16 par cultivar (8 x « ST », 8 x « ST x SH ») j—

Stress hydrique progressif
(2 semaines)

TO
T1
A : Abri extérieur
n = 16 par cultivar (8 x « CT »; 8 x « SH ») T2
o2 04/08/22 I &}
T4

Figure 2.1 Design expérimental et dates des mesures effectuées sur les plants de vigne. Les plants « ST » et « ST x
SH » ont recu une quantité minimale d’eau 2 semaines avant le début des traitements, de fagon a induire un stress
hydrique progressif. R, Riesling ; M, Marquette ; CF, Cabernet franc; V, Vidal ; ST, stress thermique ; SH, stress

hydrique ; ST x SH, stress combinés ; CT, controle.
2.5.2  Potentiel hydrique foliaire de tige (YMD) et mesure des échanges gazeux

Le potentiel hydrique foliaire de tige (‘Pmp, bars) a été mesuré a I’aide de chambre a pression (PMS
Instrument, modéle 615) autour du midi solaire. Des feuilles matures vert fongé, entierement
déployées, exposées au soleil, situées sur la plus longue tige, ont été sélectionnées. Les mesures
ont été effectuées sur 2 feuilles par combinaison de traitement (une feuille par plant) aux jours 1,
4,7, 11, 14 et 21 de I’expérience. Immédiatement avant I’excision, un sac en plastique a été placé
sur le limbe foliaire. Chaque feuille a été sectionnée a 1’aide d’un sécateur et ensuite placée dans

la chambre a pression, de sorte que le pétiole dépasse du couvercle de la chambre. La chambre a
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été pressurisée a 1’aide d’un réservoir d’azote et le Wmp a été enregistré sur le manomeétre dés qu’un

ménisque de séve apparaissait sur I’extrémité coupé du pétiole.

Les mesures d’échanges gazeux ont été prises en journée, sur une feuille mature verte foncée,
entiecrement déployée, exposée au soleil et située sur la plus longue tige. Les mesures ont été
effectuées soit dans 1’abri extérieur, pour les traitements de stress hydrique et le contrdle, soit dans
la serre, pour les traitements de stress thermique et de combinaison des stress. Les mesures ont eu
lieu aux jours 0, 1, 7, 14 et 21 de I’expérience. L’appareil LI-600 (Licor, Nebraska, USA) a été
utilisé pour mesurer la conductance stomatique a la vapeur d’eau (mol - m2s™!), la transpiration

(mol - m™s™!) et la température de la feuille (°C).
2.5.3 Profilage des métabolites
2.5.3.1 Prélevement et extraction des feuilles

A la suite des mesures d’échanges gazeux, cette méme feuille a immédiatement été emballée dans
du papier d’aluminium, refroidie sur de la glace seche, puis conservée a —80 °C jusqu’aux
extractions, pour 1’analyse du profil métabolique. Les échantillons de feuille ont été extraits selon
le protocole de Salem et al. (2016), avec modifications. Briévement, le tissu foliaire a été broyé
sous azote liquide a 1’aide d’un broyeur a billes (Mixer Mill Retsch MM 400, Diisseldorf,
Allemagne), de supports pré-refroidis a —80 °C et de billes de broyage. La poudre congelée a été
pesée (100 mg) puis les métabolites ont été extraits dans 2 mL d’un mélange MTBE : Méthanol
(3:1 v/v) préalablement refroidi a —20 °C pendant une heure, auquel un standard interne (citrulline,
0,5 ppm dans 1’eau) a préalablement été ajouté. Les tubes ont ¢t€¢ mélangés sur un vortex, incubés
sur un thermomélangeur a 200 rpm pendant 45 minutes a 4 °C, puis placés dans un bain a ultrasons
refroidi avec de la glace pilée dans I’eau pendant 15 minutes. Par la suite, 1,3 mL d’un mélange
de séparation de phases H>O:MeOH (3 :1 vol/vol) a été ajouté a I’extrait. Les tubes ont ét¢ de
nouveau mélangé au vortex une minute puis centrifugé 10 minutes a 20,000 x g, a 4 °C. La phase
organique (surnageant), a été retirée a 1’aide d’une pipette, puis 800 pL de la phase aqueuse
(inférieure) ont ét¢ transférés dans un nouveau tube, concentrés dans une centrifugeuse sous vide,
sans chauffage, pendant 3h, resuspendus dans 400 pL d’un mélange MeOH:H>O (1:1 vol/vol),

filtrés sur 0,45 um puis mis dans une viale et conservé a —80 °C jusqu’aux analyses LC-MS/MS.
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2.5.3.2  Analyses métabolomiques non ciblées

Les phases aqueuses de chaque échantillon (5 pL) ont été injectées en mode d’ionisation positif
et négatif selon deux méthodes chromatographiques différentes (décrites plus bas). Les analyses
ont été réalisées sur un chromatographe en phase liquide a haute performance (Vanquish, Thermo
Scientific, Waltham, Etats-Unis) attaché a un détecteur UV-visible (Variable Wavelenght Detector
F, VF-D40-A, Thermo Scientific, Waltham, Etats-Unis) et a un spectrométre de masse a haute
résolution (Q Exactive — Orbitrap MS, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Etats-Unis) et
connectées sur un ordinateur équipé du logiciel Chroméléon (Thermo Scientific, Waltham, Etats-
Unis). La séparation chromatographique a été réalisée sur une colonne Luna Reverse Phase (RP)

Cis @ (150 mm x 2 mm, 3 um; Phenomenex, Torrance, Etats-Unis).
2.5.3.2.1 Analyses en mode positif

Pour I’analyse non ciblée des métabolites de la phase aqueuse, la colonne et I’échantillonneur
étaient maintenus a 40 °C et 4 °C, respectivement. Le débit a été fixé a 0,4 mL - min™'. La phase
mobile consistait en un gradient d’une solution aqueuse contenant 0,1% d’acide formique (A) et
d’acétonitrile contenant 0,1% d’acide formique (B), selon le programme suivant : 0 min, 2% B ;
0-3 min, 5% B ; 3—12 min, 55% B ; 12—-14 min, 95% B ; 14-16 min, 95% B ; 16,0-16,1 min, 5%
B ; 16,1-18,0 min, 5% B. Les composés ont été ionisés par électrospray (ESI) en mode positif,
selon les conditions suivantes : Sheath gas flow rate : 10 ; Aux gas flow rate : 0 ; Sweep gas flow

rate : 0 ; Spray voltage (kV) : 4,00 ; Capillary temp (°C) : 320 ; S-lens RF level : 50,0.

Les données ont été acquises en mode MS/MS-ddz. La source CID a été réglée a 5,0 eV et 1’état
de charge par défaut a 1, idéal pour les petites molécules. Les paramétres d’acquisition des données
en full MS (scan complet) ont été réglés comme suit : résolution : 70,000 ; cible AGC : 1e6 ; plage
du scan : 80 to 1200 m/z. Les paramétres d’acquisition en dd-MS? (fragmentation des principaux
précurseurs/ions mere), c’est-a-dire les conditions d’isolation des précusrseurs, ont été réglé
comme suit : résolution : 17,500 ; cible AGC : 2e5 ; temps d’injection maximum : 55 ms ; nombre
de boucles : 5 ; fenétre d’isolement : 1,2 m/z ; énergie de collision pour la fragmentation (N)CE :
20,35,60. Finalement, les parameétres dépendants des données (dd) ont été réglés comme suit : cible

minimum AGC : 8.00e3 ; exclusion dynamique : 4,5 s.
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2.5.3.2.2 Analyses en mode négatif

Les conditions d’analyses utilisées en mode négatif ont été similaires a celle utilisée en mode
positif, a I’exception du gradient d’¢élution, conduit comme suit : 0 min, 2% B ; 0-3 min, 5% B ;

3-20 min, 95% B ; 20-25, 95% B ; 25,00-25,10, 5% B ; 25,1-30,0, 5% B.

Pour la méthode instrumentale, les propriétés générales du MS ont été réglées comme suit : source
CID : 10,0 eV. Les paramétres du full MS ont été réglés comme suit : résolution : 70,000 ; cible
AGC : 1e6 ; plage du scan : 80 to 1200 m/z. Les propriétés du dd-MS? ont été réglées comme suit
: résolution : 17,500 ; cible AGC : 2e5 ; temps d’injection maximum : 55 ms ; nombre de boucles
: 5 ; fenétre d’isolement : 1,2 m/z ; énergie de collision pour la fragmentation (N)CE : 20,35,60.
Les propriétés du dd ont été réglées comme suit : cible minimum AGC : 8.00e3 ; exclusion

dynamique : 4.5 s.
2.5.3.3 Traitement des données chromatographiques

Les données brutes ont été traitées a I’aide du logiciel Compound Discoverer (Thermo Fisher
Scientific). Premiérement, les spectres ont été sélectionnés en tenant compte du temps de rétention
(RT), puis alignés en respectant une tolérance d’une demi-minute et d’une précision de masse de
5 ppm. Les composés inconnus ont ensuite été détectés et regroupés en fonction d’un temps de
rétention d’une tolérance de 0,2 minute et 5 ppm d’écart de masse. Les composés inconnus ont été
identifiés avec différentes bases de données. La base mzCloud a été utilisée pour au niveau MS/MS
avec une tolérance de masse de 10 ppm. Les bases de données Chemspider et Metabolika ont
également été utilisées pour identifier en fonction de la masse exacte avec une tolérance de 5 ppm
lorsque nécessaire. Avec les données obtenues, une liste de composés potentiels a été¢ générée en
prenant en compte des niveaux de confidence des criteres de Metabolomics Standards Initiative

(MSI) de la Metabolomics Society (Tableau 2.2) (Blaleénovic ef al., 2018).
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Tableau 2.2 Critéres d’évaluation fournis par Metabolomics Society (Blazenovic et al., 2018) et leur application dans

cette étude.

Niveau de confidence Description Exigences en mati¢re de données Certitude

. . Fonctionnalité reconnue avec CD et
4 Fonctionnalité inconnue . . —
détectée avec LDA

Structure possible

\ Adapté al t
correspondant a une seule dapté a la masse exacte (5 ppm)

3 . : dans une base de données MS 1 MAUVAIS
information, par exemple, base .
. (Chemspider)
de données
Au moins deux sources
,: . Correspondance de la masse exacte
d"informations pour (10 ppm) avec un score de
2 correspondre a la structure 2D, ppr A BON
fragmentation supérieur a 80 de la
par exemple, masse exacte et .
score MS/MS base de données mzcloud
Structure 2D adaptée en toute ~ Masse exacte (5 ppm) et informations
1 confiance avec deux techniques, expérimentales MS/MS et TRES BON
par exemple MS/MS et RT informations RT de I’étalon pur
0 Composé avec détermination de Pas possible avec cette méthode MEILLEUR

la structure 3D

Tout d’abord, seuls les composés avec un score MZ cloud (MS/MS) supérieur a 80% ont été
exportés. Pour les composés qui ne respectaient pas le niveau de confidence de niveau 2, le fish

coverage a été inclus pour combler le manque de confidence lors de 1’identification.
2.5.4 Analyses statistiques

Les données physiologiques ont été analysées a 1’aide du logiciel JMP (version 11.0.0, SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA) en utilisant une analyse de variance (ANOVA). Les principaux
effets des facteurs et de leurs interactions ont €té étudiés a un seuil de signification de P<0,05.
Ensuite, la personnalité¢ Standard Least Squares dans la plateforme Fit Model a été utilisée ainsi
que des comparaisons par paires des moyennes des moindres carrés a I’aide du test de Tukey HSD
(o = 0,05). Ce test a permis de trouver des différences significatives entre les traitements, les

cultivars et les temps (to vs t21).

Les données métabolomiques ont été analysées dans le logiciel Compounds Discoverer (Thermo
Fisher Scientific). Les données ont été traitées par cultivar et les logs fold change calculés pour les
ratios suivants : SH/CT ; ST/CT ; ST x SH/CT ; SH/ST ; ST x SH/ST. La valeur p du ratio par

groupe a été calculée a l'aide d'un modele d' ANOVA a un facteur avec le test post-hoc de Tukey.
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2.6 Résultats
2.6.1 Potentiel hydrique foliaire de tige

Le Tableau 2.3 illustre les valeurs de potentiel hydrique foliaire de tige (Wmp, bars) mesurés des
cépages Cabernet franc, Marquette, Riesling et Vidal soumis a un stress thermique (ST), hydrique
(SH) ou combiné (ST X SH) et comparés a un contrdle (CTRL) pendant 21 jours. Selon le
Tableau 2.3, le traitement stress thermique (ST) est celui démontrant les plus grandes valeurs de
potentiel hydrique foliaire de tige (T1: -8 £0; T2:-5+£0;T3:-6+2;T4:-6 £ 1 bars),
correspondant & un niveau de déficit hydrique « pas de stress » (Tableau 2.1). A 1’opposé, les
traitements stress hydrique (SH) et stress combinés (ST X SH) démontrent les plus faibles valeurs
de potentiel hydrique foliaire de tige, équivalent a des niveaux de déficit hydrique « stress 1éger »

et « stress élevé » (Tableau 2.1 ; Tableau 2.3).

Tableau 2.3 Potentiel hydrique foliaire de tige (Wwmb, bars) des cépages Cabernet franc, Marquette, Riesling et Vidal
soumis a un stress thermique (ST), hydrique (SH) ou combiné (ST X SH) et comparés a un contréle (CTRL) pendant

21 jours. Les valeurs représentent la moyennes de 2 réplicats biologiques (plants) + I'écart-type.

Contréle (CTRL) - Stress hydrique Stress thermique (ST) Stress combinés

Temps Moyenne (YMD, (SH) - Moyenne - Moyenne (‘YMD, (ST X SH) -
Moyenne (YMD,
bars) (‘YMD, bars) bars)
bars)
22-07-2022
(T1) 910 -12+1 -8+0 -11+£0
25-07-2022 8+1 -13+2 -6%1 -10+£0
28-07-2022
(T2) -8+0 -11+1 -5+0 -12+2
01-08-2022 71 -14+£2 -11£0 -13+1
04-08-2022
(T3) S+l -16 0 -6+2 -14£1
11-08-2022
(T4) S+l -14£1 -6t1 -14£1
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2.6.2 Physiologie

Pour les quatres cépages, le traitement thermique (ST) est celui ayant engendré la plus grande
augmentation de la conductance stomatique et de la transpiration des feuilles aprés 21 jours
d’expérience active (T+21) (Figures 2.2 et 2.3). Le Riesling est celui ayant atteint les plus grandes
valeurs de conductance stomatique et de transpiration : 0,20 et 7,32 mol - ms™!; respectivement,
contrairement au Cabernet franc, qui a montré les plus petites valeurs : 0,10 et 4,29 mol - m™2s!;
respectivement.

Le stress hydrique (SH) a engendré une baisse des échanges gazeux par rapport aux plants
contrdles. Tout comme pour le stress thermique, le Riesling a montré les plus grandes valeurs de
conductance stomatique et de transpiration pour le stress hydrique comparé aux autres cépages :
0,03 et 0,71 mol - m™s™'; respectivement. A I’opposé, le cépage hybride Vidal a montré les plus

petites valeurs : 0,01 et 0,14 mol - m™s!; respectivement (Figures 2.2 et 2.3).
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Figure 2.2 Conductance stomatique (mol-m2-s!) des cépages Cabernet franc, Marquette, Riesling et Vidal soumis a

un stress thermique (ST), hydrique (SH) ou combiné (ST X SH) pendant 21 jours et comparés a un contrdle (CTRL).

Les valeurs représentent la moyennes de 8 réplicats biologiques (plants) + I'écart-type. Les valeurs avec des lettres

différentes indiquent une différence significative entre les traitements pour un méme cépage (Test de Tukey a

P<0,05).
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Figure 2.3 Transpiration (mol - m2s?) des cépages Cabernet franc, Marquette, Riesling et Vidal soumis a un stress
thermique (ST), hydrique (SH) ou combiné (ST X SH) pendant 21 jours et comparés a un contréle (CTRL). Les valeurs
représentent la moyennes de 8 réplicats biologiques (plants) + I’écart-type. Les valeurs avec des lettres différentes

indiquent une différence significative entre les traitements pour un méme cépage (Test de Tukey a P<0,05).

L’effet des traitements sur la conductance stomatique (mol - ms™) et la transpiration (mol - ms”
1) du début a la fin de I’expérience (0 a 21 jrs) a été examiné pour les quatres cépages a I’étude
(Figures 2.4 a 2.7). Avant le début de I’expérience active (T.1) et pour I’ensemble des cépages, le
taux de conductance stomatique était significativement inférieur aux données prises entre le jour 1
et le jour 21 pour les traitements SH (CF :0,05; M : 0,06; R : 0,04 mol - m?s!) et ST X SH (CF :
0,04; M : 0,04; R : 0,04 mol - ms™!) comparé au CTRL (CF :0,19; M; 0,019; R :0,21 mol - m™s™)
(Figures 2.6-2.9 A). Pour ce qui est du taux de transpiration, les valeurs étaient non significatives
sauf pour le cépage Vidal, ou la transpiration est significativement supérieure pour les traitement
SH (3,79 mol - ms™!) et ST X SH (3,43 mol - ms™") comparé au CTRL (1,00 mol - m™s™!) (figure
2.9 B).
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Pour chacun des cépages et pour les traitements impliquant un stress thermique, les niveaux de
conductance stomatique et de transpiration les plus €levés ont été atteints un jour apres le début de
I’expérience active (T+1) (Figures 2.6-2.9). Ces taux ¢taient également significativement
supérieurs au CTRL. Pour ce méme moment, le cépage Riesling est celui ayant atteint les plus
hautes valeurs de conductance stomatique (ST : 0,51; ST X SH : 0,49) et de transpiration (ST :
19,93; ST X SH : 20,20) (figure 2.8 A, B). Au contraire, le cépage Cabernet franc est celui avec
les plus petites valeurs de conductance stomatique (ST : 0,31; ST X SH : 0,37) et de transpiration
(ST : 15,25; ST X SH : 16,7) (figure 2.6 A, B). Pour I’ensemble des cépages et pour tous les
traitements, les valeurs de conductances stomatiques et de transpirations étaient trés similaires pour

les temps 14 et 21 jours (Figures 2.6-2.9).
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Figure 2.4 Conductance stomatique (mol - m?2s!) et transpiration (mol - m?2s™) du cépage Cabernet franc soumis a
un stress thermique (ST), hydrique (SH) ou combiné (ST X SH) pendant 21 jours et comparé a un contréole (CTRL).
Les valeurs représentent la moyenne de 8 réplicats biologiques (plants)  I’écart-type. Les valeurs avec des lettres

différentes indiquent une différence significative (Test de Tukey a P<0,05).
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Figure 2.5 Conductance stomatique (mmol™?) et transpiration (mol - m2s) du cépage Marquette soumis a un stress
thermique (ST), hydrique (SH) ou combiné (ST X SH) pendant 21 jours et comparé a un contréle (CTRL). Les valeurs
représentent la moyenne de 8 réplicats biologiques (plants) + I'écart-type. Les valeurs avec des lettres différentes

indiquent une différence significative (Test de Tukey a P<0,05).
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Figure 2.6 Conductance stomatique (mmol™?) et transpiration (mol - m2s?!) du cépage Riesling soumis a un stress
thermique (ST), hydrique (SH) ou combiné (ST X SH) pendant 21 jours et comparé a un contrdle (CTRL). Les valeurs
représentent la moyenne de 8 réplicats biologiques (plants) + I'écart-type. Les valeurs avec des lettres différentes

indiquent une différence significative (Test de Tukey a P<0,05).
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Figure 2.7 Conductance stomatique (mmol™?) et transpiration (mol - m2s) du cépage Vidal soumis & un stress
thermique (ST), hydrique (SH) ou combiné (ST X SH) pendant 21 jours et comparé a un controle (CTRL). Les valeurs
représentent la moyenne de 8 réplicats biologiques (plants) + I'écart-type. Les valeurs avec des lettres différentes

indiquent une différence significative (Test de Tukey a P<0,05).
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2.6.3 Produits métaboliques

En ce qui concerne les données métabolomiques, des valeurs de log> fold change ont été calculées
afin d’évaluer les variations des réponses métabolomiques entre les différents traitements pour

chaque cépage (Figure 2.8; Figure 2.9; Figure 2.10; Figure 2.11).

Plusieurs acides aminés et organiques, composés phénoliques et sucres ont été significativement
augmentés dans tous les cépages pour les traitements ST et ST X SH par rapport au CTRL. A
I’inverse, ces mémes groupes de molécules ont été significativement diminués pour le traitement
SH par rapport aux CTRL et SH par rapport a ST. Comparativement aux controles, le traitement
SH est celui ayant le moins influencé le profil métabolique des feuilles de vigne, tous cépages

confondus (Figure 2.8; Figure 2.9; Figure 2.10; Figure 2.11).
2.6.3.1 Acides organiques

Parmi les acides organiques (Figure 2.8; Figure 2.9; Figure 2.10; Figure 2.11), neuf ont été
régulés a la hausse sous I’effet du traitement ST comparé au CTRL, puis huit ont été régulés a la
hausse sous I’effet du traitement ST X SH. Les composés acide 2-furoique, acide 3-
phosphoglycérique, acide citrique, acide gluconique, acide malique, acide maléique et acide
pyruvique dans les feuilles sous ’effet du traitement ST étaient significativement régulés a la
hausse (P<0,05) par rapport au CTRL. Les acide 2-furoique, citrique et trans-indole-3-acrylique
dans les feuilles sous I’effet du traitement ST X SH ont été significativement régulés a la hausse

(P<0,05) dans les feuilles par rapport au CTRL.

A T’opposé, neuf acides organiques ont significativement (P<0,05) été régulés a la baisse sous
I’effet du traitement SH comparé au ST : les acides 2-furoique, 3-phosphoglycérique, citrique,

gluconique, tartrique, pyruvique, trans-3-indoleacrylique, malique et maléique.
2.6.3.2  Acides aminés

Parmi les acides aminés (Figure 2.8; Figure 2.9; Figure 2.10; Figure 2.11), acide glutamique,
acide thréonique, tyrosine, O-ureido-D-serine et phénylalanine ont été significativement régulés a
la hausse (P<0,05) sous I’effet du traitement ST par rapport au CTRL. De plus, les molécules acide

aspartique, glutamine, proline, acide glutamique, histidine, isoleucine, acide pyroglutamique,
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thréonine, tyrosine, leucylproline, N-Ethylglycine, O-ureido-D-serine, trigonelline, acide
pipecolique, tryptophane et serine ont été significativement régulés a la hausse (P<0,05) sous I’effet

du traitement ST X SH comparé au CTRL.

A ’opposé, les acides aminés acide aspartique, glutamine, acide quinique, serine, isoleucine, acide
aspartique, acide glutamique, acide pyroglutamique, acide thréonique, thréonine, tyrosine,
leucylproline, N-Ethylglycine, O-ureido-D-serine, trigonelline, acide pipecolique, N-
méthylproline ont été significativement régulé a la baisse (P<0,05) sous I’effet du traitement SH

par rapport au ST.
2.6.3.3 Composés phénoliques

Les composés phénoliques (Figure 2.8; Figure 2.9; Figure 2.10; Figure 2.11) acide 4-coumarique,
¢épicatéchine, acide gentistique, naringénine chalcone, plhoretin, acide phosphoénolpyruvique,
dopamine, catéchine, épigallocatéchine gallate, acide férulique, lariciresinol 4-O-glucoside,
quercétine, quercétine-34-D-glucoside, rutine, trifoline, 3,4-Dihydroxybenzaldehyde, acide 3,4-
Dihydroxyphenylacetique, acide isoférulique, acide caféique, acide ellagique, myricétine et
phlorétine ont été significativement régulés a la hausse (P<0,05) sous I’effet du traitement ST par
rapport au CTRL. De plus, les molécules acide gentistique, dopamine, acide caféiqu, cis-
Resvératrol, phlorétine, quercétine, quercétine-35-D-glucoside et rutine ont significativement été

régulés a la hausse (P<0,05) sous I’effet du traitement ST X SH par rapport au CTRL.

A I’opposé, les composés phénoliques 2,4,6-trihydroxyacétophénone, 3,4-dihydroxybenzaldéhyde,
acide 4-coumarique, acide caféique, catéchine, acide chlorogénique, cis-Resvératrol, épicatéchine,
acide feérulique, fisétine, acide gentistique, lariciresinol 4-O-glucoside, myricétine, naringénine
chalcone, phlorétine, acide phosphoénolpyruvique, quercétine, rutine, dopamine, épigallocatéchine
gallate,  resvératrol, taxifoline, kaempferol-3-O-B-galactoside, acide isoférulique,
phénylacétaldéhyde, acide ellagique, myricétine et naringénine ont été significativement régulés a

la baisse (P<0,05) sous I’effet du traitement SH par rapport au ST.
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2.6.3.4 Sucres

Les sucres (Figure 2.8; Figure 2.9; Figure 2.10; Figure 2.11) galactose, uridine 5'-
diphosphogalactose, tréhalose, fructose, a-D-mannose-1-phosphate et lyxose ont été
significativement régulés a la hausse (P<0,05) sous I’effet du traitement ST par rapport au CTRL.
De plus, les sucres maltose, glucose 1-phosphate et uridine 5'-diphosphogalactose ont
significativement été régulés a la hausse (P<0,05) sous I’effet du traitement ST X SH par rapport

au CTRL.

A 1’opposé, les sucres galactose, maltose, sédoheptulose 7-phosphate, glucose 1-phosphate, uridine
5'-diphosphogalactose, a,a-trehalose, fructose, o-D-Mannose 1-phosphate, lyxose ont été

significativement régulé a la baisse (P<0,05) sous I’effet du traitement SH par rapport au ST.
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Cabernet franc 21 jours suivant le début des traitements.
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Marquette 21 jours suivants le début des traitements.
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Figure 2.10 Effets des traitements, i.e. stress hydrique vs contréle, stress thermique vs contréle, stress combinés vs
controle, stress hydrique vs stress thermique, sur le profil métabolique des feuilles (niveau de confiance 2) de

Riesling 21 jours suivant le début des traitements.
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2.7 Discussion
2.7.1 Impact des stress sur la physiologie

Pour survivre dans des conditions de stress, les plantes doivent activer des voies de signalisation
spécifiques au stress, qui conduisent a des changements morphologiques, physiologiques et
biochimiques qui leur permettent de s’adapter a I’environnement défavorable. Dans le cadre de
notre expérience, le traitement ST a induit une réponse significativement plus élevée chez les
cépages Marquette, Riesling et Vidal par rapport au CTRL. Au niveau de la réponse physiologique,
les taux de conductance stomatique (gsw) et de transpiration (E) étaient largement supérieurs aux
trois autres traitements (Figure 2.2; Figure 2.3). La transpiration, conduite via la conductance de
I’eau via les stomates, se définit comme la différence de pression de vapeur d’eau intercellulaire et
atmosphérique divisée par la pression atmosphérique totale (Venios ef al., 2020). Celle-ci constitue
le principal processus de contréle de la température (rafraichissement dans le cas présent) des
feuilles ; elle vise a maintenir la température des feuilles en dessous d’une limite maximale
d’environ 35 a 40 °C, température a laquelle le processus de photosynthése considérablement
entravé. La réponse observée dans nos plantes expérimentales est en accord avec celle observée
par Keenan et al. (2010) chez des vignes Sémillon, ou le taux de transpiration a augmenté
significativement avec 1’augmentation de la température des feuilles, en particulier dans des

conditions de stress thermique élevé (température ambiante supérieure a 35°C).

La vigne, comme d’autres plantes, a développé une variét¢ de réponses coordonnées afin de
maintenir ’homéostasie et faire face aux stress abiotiques tels que le stress hydrique et le stress
thermique (Zhou ef al. 2017). La fermeture des stomates et, par conséquent, une diminution de la
conductance stomatique et de la transpiration de la feuille sont des réponses connues aux stress et
servent donc d’indicateurs de la présence d’un stress hydrique ou thermique (Venios ef al. 2020).
Tous cépages confondus, le traitement ST est celui ayant engendré la plus grande augmentation de
la conductance stomatique (mol - m™2s™) et de la transpiration (mol - m?s™') des feuilles aprés 21
jours d’expérience active (T+21) (Figure 2.2; Figure 2.3). Ces résultats confirment que, tel
qu’anticipé, la serre expérimentale chauffée a augmenté significativement la conductance
stomatique et la transpiration chez les cépages Marquette, Riesling et Vidal soumis a un stress

thermique (ST) par rapport aux plants contrdole (CTRL). Par contre, les taux de conductance
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stomatique (mol - m™s™!) et de transpiration (mol - ms™) pour le traitement ST X SH était égal a
celui des plantes controles (CTRL). Ces résultats démontrent que le stress thermique seul provoque
un niveau de stress significativement plus €élevé que le traitement CTRL, engendrant un taux de

transport plus €levé de I’eau dans la plante et de son évaporation par les feuilles.
2.7.2  Impacts des stress sur le métabolisme

Les perturbations physiologiques causées par les stress abiotiques induisent un débalancement des
processus métaboliques qui résulte en une modification de 1’équilibre rédox des cellules (Kumar et
al., 2021). En situation d’équilibre, les effets des radicaux libres générés par I’activité cellulaire
sont neutralisés efficacement par les processus cellulaires normaux (Kumar ef al., 2021). Lorsque
la plante est en situation de stress, on assiste a une augmentation de la quantité d’espéces réactives
de I’oxygene (radicaux libres ; ROS) par rapport a la capacité antioxydante des cellules. La plante
doit donc produire davantage de molécules antioxydantes pour neutraliser ces radicaux libres
additionnels (Kumar et al., 2021). Ces différences dans 1’état rédox des cellules sont observables

par métabolomique non ciblée (Kumar et al., 2021).

Les stress étudiés dans le cadre de ce projet, principalement les stress thermique (ST) et combinés
(ST X SH), ont tous engendré une production significativement plus ¢€levée de plusieurs
métabolites indicateurs de stress chez les plantes expérimentales, incluant un grand nombre
d’antioxydants et certains osmolytes de différentes classes, incluant : proline, quercétine, rutin,
acide férulique et acide chlorogénique. Parmi ceux-ci, I’acide férulique est un puissant antioxydant
pouvant améliorer ’intégrit¢ des membranes cellulaires sous divers stress abiotiques (Kumar ef al.,

2021).

2.7.2.1 Stress hydrique

Bien que relativement léger, le stress hydrique (SH) a tout de méme conduit a une régulation a la
hausse de plusieurs composés phénoliques tels que 1’acide 4-coumarique chez les cépages Cabernet
franc (+5.3 log, FC), Marquette (+6.5 log> FC) et Vidal (+6.6 log> FC). Une tendance similaire a
été observée pour 1’acide malique, 1’acide glutamique, I’acide férulique, la quercétine et la rutine

pour le cépage Marquette. De fagon similaire, Griesser et al. (2015) a observé une régulation a la
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hausse de composés phénoliques chez Vitis vinifera cv. Pinot noir sous ’effet d’un traitement de
sécheresse, incluant plusieurs acides phénoliques (acide férulique, acide 4-coumarique, acide
cafféique, acide caftarique), des flavan-3-ols (catéchine, épicatéchine, epicatechin gallate), des
stilbénes  (cis-resvératrol-3-O-glucoside, trans-resvératrol-3-O-glucoside), des flavonoides
(quercetin-3-O-glucuronide, kaempferol-3-O-glucoside, quercetin-3-O-glucoside) et des
anthocyanines (cyanidin-3-0O-glucoside). Les composés phénoliques figurent parmi les principaux
antioxydants retrouvés dans les végétaux ou ils forment un groupe trés diversifi¢ (Kumar et al.,
2021). Les plantes qui produisent plus d’acides phénoliques en réponse aux stress abiotiques ont

tendance a étre plus adaptables aux contraintes environnementales (Riaz et al., 2023).
2.7.2.2  Impacts des stress thermique et combinés sur le métabolisme

Selon I’analyse des profils métaboliques, le cépage V. vinifera Cabernet franc est celui ayant
démontré le moins de tolérance aux stress imposés, surtout lorsque ces stress se sont additionnés
(SH X ST). Ce cépage a notamment montré une réponse métabolique plus forte au stress combiné
(ST X SH) comparativement au traitement ST, notamment par I’augmentation significatif des
composés suivants : acide glutamique (ST : +10,4 ; ST X SH : +12,3 Log> FC), acide furoique
(ST:+10,5; ST X SH : +12,2 Log, FC), acide citrique (ST : +11,9 ; ST X SH : +13.4 Log> FC),
dopamine (ST : +3,8 ; ST X SH : +6,2 Logs FC) (Figure 2.10). A noter que ces augmentations sont

majeures en comparaison avec d’autres €tudes similaires (Savoi ef al., 2016; Li et al., 2022).

Les cépages Marquette et Vidal n’ont pas montré une réaction accrue lorsqu’ils ont été soumis a
une combinaison de stress (ST X SH) comparativement au stress thermique (ST) pour les
composés suivants : Marquette : acide thréonique (ST : +13,4 ; ST X SH : +8,0 Log> FC), acide
malique (ST : +13,0 ; ST X SH : +10,5 Log» FC), acide gluconique (ST : +15,2 ; ST X SH : +12,0
Log> FC), quercétine (ST : +12,4 ; ST X SH : +11,4 Logz FC), fructose (ST : +11,4 ; ST X SH :
+8,9 Logz FC), ; Vidal : acide gluconique (ST : +15,4 ; ST X SH : +0,1 Logz FC), acide tartarique
(ST: +8,1 ; ST X SH : -3,0 Log> FC), acide ¢llagique (ST : +5,7 ; ST X SH : +2,3 Log, FC),
épicatéchine (ST : +6,8 ; ST X SH : +2,5 Log, FC) (Figures 2.9 et 2.11).

Cela suggere qu’en situation de combinaison de stress (ST X SH), le cépage Cabernet franc produit

davantage d’antioxydants afin de tenter d’enrayer le stress oxydatif (Figure 2.10). Au niveau
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métabolique, les cépages hybrides ont montré globalement une réponse similaire entre les stress
thermique et combinés, ce qui pourrait indiquer une plus grande stabilité de 1’appareil cellulaire

face aux stress oxydatifs et, conséquemment, une plus grande résistance chez ces cépages.

Le tréhalose a été régulé a la hausse de fagon importante chez les plantes soumises a un stress
thermique (ST) et a un stress combinés (ST X SH), chez tous les cépages (+15,1 a 15,3 Logz FC),
excepté le cépage hybride Vidal (Figures 2.10, 2.11 et 2.12). Le tréhalose contribue a en protéger
les membranes et les macromolécules (Luo et al., 2008). Il a en outre montré une activité
antioxydante dans le blé (Triticum aestivum L.) soumis a un stress thermique (ST), ou il a éliminé

les radicaux libres issus du peroxyde d’hydrogeéne (H20:) et de 1’oxygéne (O2) (Luo et al. 2008).

L’acide glutamique, un acide aminé jouant un role central dans le métabolisme des acides aminés
en tant que précurseur d’autres acides aminés comme la proline, a été significativement régulée a
la hausse pour les cépages Cabernet franc (+10.4 logz FC), Marquette (+10.3 log> FC) et Vidal
(+11.2 logz FC) soumis a un stress thermique (ST) (Figures 2.10, 2.11, 2.13). 1l a ét¢ démontré
que I’application externe d’acide glutamique peut atténuer les dommages causés par le stress
thermique chez les plantes en plus d’améliorer la croissance et les caractéristiques physiologiques
(Quan et al., 2022). L’acide glutamique, en plus d’étre impliqué dans 1'assimilation de 'azote et les
réactions des amino transférases chez les plantes, est aussi le précurseur de l'acide 5-
aminolévulinique dans la synthése de la chlorophylle des feuilles en développement (Quan et al.,

2022).

D’autres molécules antioxydantes telles que la dopamine, une amine naturellement présente chez
les plantes et les animaux possédant une forte capacité antioxydante (Ahammed et Li, 2023), la
trigonelline, un alcaloide connu pour son réle d’inducteur du métabolisme défensif chez les plantes
(Tramontano et Jouve, 1997), y compris du métabolisme du glutathion et sur I’accumulation de
composés de défense secondaire (Minorsky, 2002), ont été régulés a la hausse chez les cépages
étudiés, en réponse aux stress imposés. Ainsi, la dopamine a été régulée a la hausse chez le cépage
V. vinifera Cabernet franc soumis aux stress thermiques (ST) (+3,8 Log> FC) et combinés (ST X
SH) (+6,2 Logz FC). La dopamine atténue le stress oxydatif engendré par les stress abiotiques en

ameéliorant la défense antioxydante par I’élimination d’espéces réactives a I’oxygene (Ahammed
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& Li, 2023). L’alcaloide trigonelline a été régulé a la hausse chez les cépages V. vinifera Cabernet
franc (+9,1 Logz FC) et Riesling (+11,5 Logz FC) pour le traitement ST X SH. Ce métabolite est
connu pour son rdle d’inducteur du métabolisme défensif chez les plantes, y compris du
métabolisme du glutathion et sur I’accumulation de composés de défense secondaire (Minorsky,

2002).

Les stress abiotiques sont les principaux responsables des pertes de productivité de la vigne. A
I’heure actuelle, les changements climatiques exercent une pression grandissante sur la viticulture,
notamment par la fréquence plus élevée de vagues de chaleur et d’épisodes de sécheresse plus
séveres. Par conséquent, le développement de nouvelles pratiques viticoles et 1’identification de
cépages présentant une résilience accrue sont essentiels. Dans cette expérience soumettant deux
cépages européens et deux cépages hybrides a I’effet combiné ou individuel d’un stress hydrique
et thermique, il a été possible de comparer les réponses physiologiques et métabolomique des
différents cépages, d’identifier plusieurs réponses physiologiques et métaboliques aux stress
abiotiques telles que :

(1) Le stress thermique est celui qui a engendré la réponse physiologique la plus forte chez tous les
cépages au niveau physiologique, avec les plus hauts taux de conductance stomatique et de
transpiration.

(2) les régulations métaboliques a la hausse et a la baisse de différents groupes de molécules, le
cépage Cabernet franc est celui ayant démontré le moins de tolérance aux stress imposés. A

I’opposé, les cépages Marquette et Vidal ont été davantage résistants.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Cette ¢tude avait pour but de tester I’hypotheése selon laquelle le stress thermique et le stress
hydrique, seuls ou combinés, peuvent modifier (a) la phénologie des plants, (b) la physiologie et
(c) le profil métabolique des feuilles de vigne de Vitis sp. Cabernet franc, Marquette, Riesling et
Vidal. Pour ce faire, nous avons étudié les changements physiologiques et métaboliques des feuilles
de vigne, suite a un stress hydrique, a un stress thermique et & une combinaison des deux, pendant
21 jours.

Les résultats obtenus dans ce projet de recherche ont permis de valider 1I’hypothése établie et de
montrer I’impact de ces stress sur les taux d’échanges gazeux, la température des feuilles ainsi que
la réponse métabolomique. Selon nos résultats, la réponse de différents cépages a I’augmentation
des températures causées par les changements climatiques pourrait modifier de facon significative
la production des métabolites associés au métabolisme primaire et secondaire de Vitis sp. Cabernet
franc, Marquette, Riesling et Vidal. Coté métabolomique, les cépages européens, Cabernet franc et
Riesling, ont été plus affectés par le stress thermique seul ou combinés au stress hydrique. De

maniere générale, le stress ayant le plus affecté les plantes est le stress thermique (ST).

Les changements climatiques menacent nos écosystémes et 1’agriculture mondiale et nous
manquons encore de connaissances pour prédire de fagon précise comment les cultures répondront
a ces nouveaux défis. Au niveau de la viticulture, une compréhension claire des réponses de la
vigne au déficit hydrique est cruciale pour répondre aux préoccupations des vignerons. Les variétés
plus résilientes aux stress abiotiques tels que la sécheresse et la chaleur intense devront étre

priorisées afin de conserver de bons rendements.
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ANNEXE A

Température et luminosité journaliéres moyennes dans le tunnel et le phytozone durant

I’expérience active
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ANNEXE B
Effets des traitements sur la température (°C), la longueur (cm), la transpiration (mol -m2 s!) et la conductance stomatique

(mol - m2 s1) des feuilles de Vitis sp. aux temps d’échantillonnage —1 et 21 jours

Temp. extérieure | Temp. feuille (°C) | Long. feuille Transpiration Cond. stomatique

(°O) (cm) (mol ‘m2s) (mol -m?s)
Effets simples
Temps (n=8)
-1 36,1 | £ | 1,8 | A 342 |+|24|A 100 |+|10[B |59 |+|45]|A |01 |+|01]|A
21 286 |+ (4,1 | B |287|+|49|B 102 |+|1,1 |A[26|£]26|B 0,1 [+£]0,1]|B
Pr>F <,0001 <,0001 0,0177 <,0001 <,0001
Cépage
Cabernet 324 |+ 49 31,6 | £ | 4,8 98 |£(08| B[40 ]|=£]38 0,1 |+£|0,1]|B
franc
Marquette 323|149 31,6 | £ | 4,8 10,7 |+ | 1,0 | A | 3,7 |+ 3,6 0,1 |+£|0,1]|B
Riesling 322 | £ 15,0 312 | £ | 4,7 92 |+£]0,7|C|45|+]|43 0,1 [£]0,1]A
Vidal 324 |+ 15,0 314 | £ | 47 10,7 |+ | 1,0 A |47 |+|44 0,1 [£]0,1]A
Pr>F 0,8490 0,3317 <,0001 0,0575 0,0085
Stress hydrique
non 324 | £(49 30,7 | £ 42| B 10,1 | £ 1,0 63|+ |44|A (01 |£(01]|A
oui 323|149 322 |52 | A 102 | £ 1,1 21119 |B 00|+]00|B
Pr>F 0,8519 <,0001 0,2445 <,0001 <,0001
Stress thermique
non 304|160 |B|[291|+|55|B 10,2 | £ | 1,1 36|42 | B 0,1 [+£]0,1]|B
oui 342 |+ 23| A 338 |£|19|A 10,0 | | 1,0 49 |1 £(37|A [01|£]0,1]A
Pr>F <,0001 <,0001 0,1676 <,0001 <,0001
Interactions . . NN [ [ ]
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Cépage Stress hydrique

Cabernet non 323 £15,0 30,9 | £ | 4,4 9,8 |£10,8 59|+ |44 0,1 |+£|0,1]|B
franc

Cabernet oui 324|149 323 | £|5,2 9,8 | £10,7 2,1 | £ 1,6 0,0 £]0,0]|C
franc

Marquette non 324 |+ | 4,8 30,8 | £ | 4,2 10,51+ 0,8 52|14, 01 +£{0,1|B
Marquette oui 323 |+ (5,0 32,5+ 5,3 10,9 | £ | 1,1 2,1 [ £1]22 00|+]00]|C
Riesling non 32,1 | £ | 5,1 30,2 | £ | 4,0 92 |07 7,1 | £ 4,6 02 +£]0,1|A
Riesling oui 322 |+ 14,9 32,1 | £ |52 92 | +10,7 20 (£ 1,5 00+]00]|C
Vidal non 32,6 | £ 5,0 30,8 | £ | 4,1 10,7 | £ 10,8 7,1 | £ | 4,6 02|+|01]|A
Vidal oui 322 | £ 15,0 32,1 [ £ |52 10,7 | £ | 1,1 24 1 £23 00|+|00]|C
Pr>F 0,8015 0,5970 0,5546 0,0781 0,0308

Temps Stress hydrique

-1 non 36,1 | £ | 1,9 33,1 |+£|1,6 | B 10,0 | (0,9 89 |+ |42 ]|A |02|+|0,1]A
-1 oui 36,0 1,8 35,4 24 | A 10,0 1,0 2,9 22| B 0,0 0,0 | C
21 non 28,6 4,1 28,3 4,6 | D 10,2 1,0 3,8 30| B 0,1 0,1 | B
21 oui 28,6 | £ | 4,1 29,1 |+£]52|C 10,3 |+ | 1,2 1,3|+£11,2 0,0 0,0 | C
Pr>F 0,8793 0,0003 0,6273 <,0001 <,0001

Temps Stress thermique

-1 non 36,3 £ |15 A (343 |+|24|A 10,1 | £ 1,0 64|+ |44|A (01 |£(01]|A
-1 oui 359 | £ (21 | A|341|+|23]|AB|99 |£|1,0 55|+ |146|A (01 |£(01]|A
21 non 246 |+ 1,1 | C 239 |+x|1,2|C 10,3 |+ 1,2 0,8|+]06|C 0,0 +]00|B
21 oui 325(£(09|B|334|+|12|B 102 | £ 1,1 431+ (25| B 0,1 |+£|0,1]|A
Pr>F <,0001 <,000 0,8227 <,0001 <,0001

Stress Stress thermique

hydrique

non non 30,5 | £ 16,0 284 | £ | 4,8 10,1 | £ 1,0 54|+|50|B 0,1 |+|0,1]|B
non oui 342 | £ | 2,4 329 | £ 1,4 10,0 | £ 0,9 73|+ |37|A [02[x|01]A
oui non 30,3 | £|6,0 29,7 | £ 6,1 10,2 | £ | 1,1 1,71 £1(20]|C 00|+]00]|C
oui oui 342 | £ 123 347 | £ 1,9 10,1 [ £ 1,1 251+ 1,8|C 00|+|00]|C
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Pr>F 0,9052 0,2816 0,9510 0,0454 0,0082
Temps Stress Stress

hydrique | thermique
-1 non non 36,3 || 1,4 330|+|1,5|CD | 10,1 | £]| 1,0 96|+ |36 | A [02|£]01]|A
-1 non oui 359 | £ |23 331+ (1,7{CD |99 |£]0,9 82 |+ [47 | A 02|+]01]|A
-1 oui non 36,2 | £ | 1,5 356 | £ (24| A |10,1 | £ 1,1 3,1 [£]2,0]|C 0,1 |£|0,0|B
-1 oui oui 359 | £1(2,0 352 |+ (25| AB | 10,0 | £| 1,0 271+£1(123|CD|0,0|+]00|BC
21 non non 246 | £ | 1,1 239 |+ |14 | E 10,2 |+ | 1,1 ,L1|£[0,6|DE|00|+]0,0|BC
21 non oui 3251+ 1,0 326 |09 | D 10,1 | £ 0,9 64|+ | 1,8|B 02|+£|01]|A
21 oui non 246 | £ 1,0 240 |+ | 1,1 | E 104 | £ 1,2 04|+|04|E 00[+]00]|C
21 oui oui 325 1+109 342|108 | BC | 10,2 | £| 1,2 2,3 09|CD |0, ]|+|00|BC
Pr>F 0,9663 0,0180 0,7308 0,0007 <,0001

"Pour une variable donnée, des lettres différentes représentent une différence significative a P < 0.05.
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ANNEXE C

Liste des composés inclus dans la méthode instrumentale LC-MS/MS (liste des inclusions)

Masse [m/z]

90.05495
90.05495
104.07060

106.04987

116.07060
118.08626
119.03389
120.06552
132.06552
132.10191
132.10191
133.06077
134.04478
135.02880
139.03897
147.07642
147.11280
148.06043
149.05971
150.05833
151.02371
151.06010
156.07675
165.05462
166.08626
171.02880
175.11895

176.07060

181.07066
181.07066
182.08117
205.09715
241.03113
343.12349
269.04555
205.15979
289.07176

Formule

C3H7NO>
C3H7NO>
C4HoNO,

C;H/NO;

CsHoNO,
CsH11NO»
C4HO4
C4HyoNOs
CsHoNOs
C¢Hi3NO;
C¢Hi3NO;
C4HsN,O3
C4H7NO4
C4HeOs
C7HeO3
CsH10N20s
CeH14N>0,
CsHyoNO4
CoHgO»
CsH;1INO;S
C4HeO¢
CsH100s
CeHoN30,
CoHgO5
CoH11NO2
C7H6Os
CeH14N4O,

C10HoNO»

CeH 1206
CeH1206
C11H12N202
CsH12N204S>
C12H2201:
C15H100s
C14H220
C15H1406

Mode(s)
d’injection(s)
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif

Positif et négatif

Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif

Positif et négatif

Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Positif et négatif
Négatif
Négatif
Négatif
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Masse

M+H
90.05495
90.05495
104.07060

106,04987

116.07060
118.08626
119.03389
120,06552
132.06552
132.10191
132.10191
133,06077
134.04478
135,0288
139.03897
147,07642
147,1128
148.06043
149,05971
150.05833
151,02371
151,0601
156,07675
165,05462
166.08626
171,0288
175,11895

176,0706

181,07066
181,07066
182.08117
205,09715
241,03113
343,12349
271,0601

207,17434
291,08631

Masse M-H

90.05495
90.05495
102.05605

104,03532

114.05605
116.07170
117.01933
118,05097
130.05097
130.08735
130.08735
131,04622
132.03023
133,01425
137.02442
145,06187
145,09825
146.04588
147,04515
148.04377
149,00916
149,04555
154,0622
163,04007
164.07170
169,01425
173,1044

174,05605

179,05611
179,05611
180.06662
203,0826
239,01657
341,10894
269,04555
205,15979
289,07176

Nom du composé

B-Alanine
Sarcosine
y-Aminobutyric acid

Serine

L-proline
L-valine
Acide succinique
L-thréonine
Hydroxyproline
L-isoleucine
L-leucine
L-(+)-asparagine
Acide DL-aspartique
Acide DL-malique
Acide salycilique
L-glutamine
L-lysine
Acide L-glutamique
Acide cinnamique
L-méthionine
L-(+)-tartarique
D-apiose
L-histidine
Acide p-coumaric
L-phénylalanine
Acide gallique
L-arginine
Acide indole 3-
acétique
D-(-)-fructose
Mannose
L-tyrosine
L-tryptophane
L-cystine
Tréhalose
Baicaline
2,4-Di-tert-butylphénol
Catéchin



227.07137
301.03538
609.14611
285.04046
577.13515
441.08272
289.07176
311.04086
295.04594
179.03498
353.08781
193.05063
389.12419
227.07137
453.13436
463.08820
462.08037
447.09329
479.08311
447.09329

C14H120;5
Ci5H1007
Ca7H30016
Ci5H1006
C30H26012
C22Hi5010
Ci15H1406
C13H1209
C13H1208
CI9HBO4
C16H1809
C10H1004
C20H2208
C14H1203
C28H2206
C21H20012
C21H19012
C21H20011
C21H20013
C21H20011

Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
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229,08592
303,04993
611,16066
287,05501
579,1497

443,09727
291,08631
313,05541
297,06049
181,04954
355,10236
195,06519
391,13874
229,08592
455,14891
465,10275
464,09493
449,10784
481,09767
449,10784

227,07137
301,03538
609,14611
285,04046
577,13515
441,08272
289,07176
311,04086
295,04594
179,03498
353,08781
193,05063
389,12419
227,07137
453,13436
463,0882
462,08037
447,09329
479,08311
447,09329

Resvératrol
Quercétine
Rutin
Kaempférol
Procyanidine B2
Epicatéchine gallate
Epicatéchine
Acide trans-caftarique
Acide trans-coutarique
Acide Caftéique
Acide chlorogénique
Acide férulique
Trans-picéide
Trans-resvératrol
Trans-e-viniférine
Quercétine-galactoside
Quercétine-glucoside
Lutéoline-glucoside
Myricétine-glucoside
Kaempférol-glucoside



ANNEXE D

Réponses métaboliques au stress hydrique et thermique, seul ou combiné, dans les feuilles de Cabernet franc. Les valeurs

correspondent aux logarithmiques en base 2 transformés des facteurs multiplicatifs (logz fold change ; stress

hydrique/controle ; stress thermique/controle (ST/CTRL); stress combinés/controle (ST X SH/CTRL); stress hydrique/stress

thermique (SH/ST); stress combinés/stress thermique (ST X SH/ST)) 21 jours aprés le début de I’expérience active (T+21)

Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé

Acide aminé

LC/MS-MS métabolites

Acide aspartique
Glutamine

Acide quinique
Proline

Serine

Isoleucine

Acide aspartique
Acide glutamique
Acide glutamique
Histidine
Isoleucine

Acide pyroglutamique
Acide thréonique
Thréonine
Tyrosine
Leucylproline
N-Ethylglycine

O-ureido-D-serine

Polarité

ESI+
ESI-
ESI-
ESI+
ESI+
ESI+
ESI-
ESI+
ESI-
ESI+
ESI+
ESI+
ESI-
ESI+
ESI+
ESI+
ESI-
ESI+

SH/C

1,4
0,1
-0,4
-0,2
-1,4
-1,4
0,4
1,4
0,1
-1,5
1,4
-1,2
0,1
-1,4
-1,4
-1,5
0,1
0,1
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STXSH/ST

1,1
2,9
0,8
1,7
0,1
0,8
2,2
0,7
2,0

0,8
0,7
0,0
0,9
0,6
1,2
2,1
0,1

Légende Log2
Fold Change

-2a-3
-la-2
0a-1
0a1l
la2
2a3



Alcaloide

Acide organique
Acide organique
Acide organique
Acide organique
Acide organique
Acide organique

Acide organique

Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique

Acide phénolique

Trigonelline

Acide 2-furoique

Acide 3-phosphoglycérique
Acide citrique

Acide gluconique

Acide tartarique

Acide pyruvique

Acide trans-3-indoleacrylique
2,4,6-
Trihydroxyacétophénone
3,4-Dihydroxybenzaldéhyde
Acide 4-coumarique

Acide caffeique

Catéchine

Acide chlorogénique
cis-Resvératrol

Epicatéchine

Acide férulique

Fisétine

Acide gentisique
Lariciresinol 4-O-glucoside
Myricétine
Chalconenaringénine
Phlorétine

Acide phosphoénolpyruvique
Quercétine

Quercétine
Quercétine-36-D-glucoside

Quercétine-36-D-glucoside

ESI+
ESI-
ESI-
ESI-
ESI-
ESI-
ESI-
ESI+

ESI-

ESI+
ESI+
ESI+
ESI-
ESI-
ESI+
ESI+
ESI-
ESI+
ESI+
ESI-
ESI+
ESI+
ESI+
ESI-
ESI-
ESI+
ESI+
ESI-

-1,4
0,1
0,1
-0,2
-0,2
2,3
0,0
1,4

-0,1

-0,3
1,4
-1,3
0,3
-0,1
-1,4
-0,5
-0,1
-1,2
1,9
-0,1
-1,3
-1,3
1,9
0,1
0,1
1.9
-1,2
0,0
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1,7
0,2
1,5
-0,5
0,7
0,3
-0,1

-0,4

-1,5
-1,6
0,5
-1,1
1,9
-0,3
-2,1
1,0
1,0
-0,8
1,2
-0,3
-1,2
-0,9
1,7
0,4
0,9
0,8
1,2



Acide phénolique

Acide phénolique

Amine

Thiol

Osmolye
Phyto

Rutin
Rutin

Dopamine

Glutathion (réduit)
L-Cysteinylglycine
Choline

4-Hydroxybenzaldehyde

ESI+
ESI-
ESI-
ESI-
ESI+
ESI-
ESI+
ESI-
ESI-
ESI+
ESI+
ESI+
ESI+

1,2
-0,1
-0,1
0,1
-1,3
-0,1
-1,4
-0,2
-0,2
1,5
-1,4
-1,6
-0,1
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0,9
1,3
2,4
0,3
2,2
-0,7
0,6
0,4
0,4

-1,7
2,8
-1,5



ANNEXE E

Réponses métaboliques au stress hydrique et thermique, seul ou combinés, dans les feuilles de Marquette. Les valeurs
correspondent aux logarithmique en base 2 transformé des facteurs multiplicatifs (log: fold change ; stress hydrique/controle
(SH/CTRL); stress thermique/controle (ST/CTRL); stress combinés/controle (ST X SH/CTRL); stress hydrique/stress
thermique (SH/ST) ; stress combinés/stress thermique (ST X SH/ST)) 21 jours apreés le début de I’expérience active (T+21)

. . " Légende Log2
LC/MS-MS métabolites Polarité SH/C ST/C STXSH/C SH/ST STXSH/ST Ffld Changge
Acide aminé Acide 2-pipéridinecarboxylique ESI+ -0,5 1,7 -1,8 _
Acide aminé Acide glutamique ESI- 0,1 -0,1 23-3
Acide aminé Acide glutamique ESI+ -0,6 0,5 13-2
Acide aminé Phénylalanine ESI+ -1,0 -0,6 03-1
Acide aminé Acide thréonique ESI- 0,1 031l
Acide aminé O-ureido-D-serine ESI+ -0,1 0,0 132
Acide organique Acide 3-phosphoglycérique ESI- 0,2 -1,2 233
Acide organique Acide malique ESI- 0,1 2,5 3et+ |
Acide organique Acide gluconique ESI- 0,1
Acide organique Acide tartarique ESI- 0,0 0,3
Acide organique Acide maléique ESI- 0,4 -1,5
Acide organique Acide pyruvique ESI- -0,6 -0,8
Acide phénolique Acide 4-coumarique ESI+ 0,1 -0,3
Acide phénolique Catéchine ESI- 0,4 -1,7
Acide phénolique cis-resvératrol ESI+ -0,6 -1,2
Acide phénolique Epigallocatéchine gallate ESI- 0,1 -0,9
Acide phénolique Acide férulique ESI- 0,2 -0,9
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Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Sucre

Sucre

Sucre

Sucre

Osmolyte

Fisétine

Lariciresinol 4-O-glucoside
Chalconenaringénine
Phlorétine

Quercétine

Quercétine
Quercétine-38-D-glucoside
Quercétine-38-D-glucoside
Resvératrol

Rutin

Rutin

Taxifoline

Trifoline

Choline

ESI+
ESI-
ESI+
ESI+
ESI-
ESI+
ESI-
ESI+
ESI-
ESI-
ESI+
ESI+
ESI-
ESI-
ESI-
ESI-
ESI-
ESI+

-0,3
0,2
-0,3
-0,3
0,2
-0,5
0,2
-0,5
0,2
0,1
-0,5
-0,6
0,1
0,1
0,2
0,2
-0,1
-0,7
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Réponses métaboliques au stress hydrique et thermique, seul ou combiné, dans les feuilles de Riesling. Les valeurs

ANNEXE F

correspondent aux logarithmiques en base 2 transformés des facteurs multiplicatifs (log: fold change ; stress hydrique/controle

(SH/CTRL); stress thermique/controle (ST/CTRL); stress combinés/controle (ST X SH/CTRL); stress hydrique/stress

thermique (SH/ST) ; stress combinés/stress thermique (ST X SH/ST)) 21 jours apreés le début de I’expérience active (T+21)

Légende Log2

LC/MS-MS métabolites Polarité SH/C ST/C STXSH/C SH/ST STXSH/ST Fold Change
Acide aminé Acide aspartique ESI+ -0,6 1,0
Acide aminé Acide quinique ESI- 0,1 0,7 23-3
Acide aminé Acide pipecolique ESI+ 0,6 1,2 13-2
Acide aminé Proline ESI+ 0,2 1,0 03-1
Acide aminé Tryptophane ESI- 0,1 0a1
Acide aminé Glutamine ESI+ -0,6 1,1 132
Acide aminé Serine ESI+ -0,5 1,1 233
Acide aminé Isoleucine ESI+ -0,5 1,7 _
Acide aminé Acide glutamique ESI- 0,1 0,6
Acide aminé Acide glutamique ESI+ -0,6 0,6
Acide aminé Isoleucine ESI+ -0,7 0,8
Acide aminé Acide pyroglutamique ESI+ -0,3 1,4
Acide aminé Acide thréonique ESI- 0,1 -0,8
Acide aminé Ethylglycine ESI- 0,1 0,4
Acide aminé Trigonelline ESI+ 0,9 1,9
Acide organique Acide 3-Phosphoglycérique ESI- 0,1 -2,1
Acide organique Acide citrique ESI- 0,1 -1,7
Acide organique Acide malique ESI- 0,2 -1,0
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Acide organique Acide tartarique ESI- -1,3

Acide organique Acide maléique ESI- 0,3
Acide organique Acide pyruvique ESI- -1,3
Acide phénolique 3,4-Dihydroxybenzaldéhyde ESI+ 0,3
Acide 3,4-
Acide phénolique dihydroxyphénylacétique ESI- LAl
Acide phénolique Acide caffeique ESI+ 1,5
Acide phénolique Catéchine ESI- 0,2
Acide phénolique cis-resvératrol ESI+ 0,9
Acide phénolique Epicatéchine ESI+ 0,8
Acide phénolique Acide férulique ESI- 0,1
Acide phénolique Acide isoférulique ESI- 0,2
Acide phénolique Laricirésinol 4-O-glucoside ESI- 0,1
Acide phénolique Chalconenaringénine ESI+ -0,9
Acide phénolique Phénylacétaldéhyde ESI- 0,2
Acide phénolique Phlorétine ESI+ 0,8
Acide phénolique Acide phosphoénolpyruvic ESI- 0,1
Acide phénolique Quercétine ESI- 0,1
Acide phénolique Quercétine ESl+ 0,8
Acide phénolique Quercétine-3p-D-glucoside ESI+ 0,8
Acide phénolique Resvératrol ESI- 0,1
Acide phénolique Rutin ESI+ 0,8
Acide phénolique Rutin ESI- 0,1
Sucre ESI- 0,1
Sucre ESI+ 0,7
Sucre ESI- 0,1
Sucre ESI- 0,1
Osmolyte Choline ESI+ 0,5
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ANNEXE G

Réponses métaboliques au stress hydrique et thermique, seul ou combiné, dans les feuilles de Vidal. Les valeurs correspondent

aux logarithmique en base 2 transformé des facteurs multiplicatifs (log: fold change ; stress hydrique/controle (SH/CTRL);
stress thermique/contréle (ST/CTRL); stress combinés/contréole (ST X SH/CTRL); stress hydrique/stress thermique (SH/ST);

stress combinés/stress thermique (ST X SH/ST)) 21 jours apreés le début de I’expérience active (T+21)

Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide aminé
Acide organique
Acide organique
Acide organique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique

LC/MS-MS métabolites

Serine

Acide glutamique
Histidine

Propargylglycine

Acide pyroglutamique
Thréonine

Méthylproline

Acide gluconique

Acide tartarique
trans-3-indoléacrylique
Acide 4-coumarique
Acide caffeique
3,4-Dihydroxybenzaldéhyde
Acide éllagique
Epicatechine

Fisétine

Lariciresinol 4-O-glucoside

Myricétine

Polarité

ESI+
ESI+
ESI+
ESI+
ESI+
ESI+
ESI+
ESI-
ESI-
ESI+
ESI+
ESI+
ESI+
ESI+
ESI+
ESI+
ESI-
ESI+

SH/C

-0,5
-0,6
-0,5
0,0
-0,1
-0,5
-0,3
0,1
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ST/C STXSH/C SH/ST

STXSH/ST

0,1
0,5
1,5
0,3
1,0
1,6
-0,5

Légende Log2
Fold Change

-2a-3
-1a-2
0a-1
0a1l
la2
2a3



Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Acide phénolique
Sucre

Osmolyte

Thiol

Naringénine
Phénylacétaldehyde
Phlorétine

Quercétine
Quercétine-36-D-glucoside
Resvératrol

Rutin

Glucose -phosphate
Choline

Glutathione (réduit)

ESI-
ESI-
ESI+
ESI+
ESI+
ESI+
ESI+
ESI+
ESI+
ESI+

0,0
-0,2
-0,7
-0,7
-0,7
-0,5
-0,6
-0,4
-0,5
-0,6
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