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1. Les énergies

L’¢énergie a toujours constitué un enjeu vital pour I’Homme et les sociétés humaines.
L’énergie au sens large du terme peut étre divisée en deux types: I’énergie primaire et
I’énergie secondaire. L’énergie primaire est issue d’une source d’énergie disponible dans
I’environnement n’ayant besoin d’aucune transformation pour étre utilisée contrairement a
I’énergie secondaire. L’énergie primaire peut elle-méme étre subdivisée en deux catégories,
les énergies dites « non-renouvelables » ou « fossiles » (e.g. le pétrole, le charbon, le gaz
naturel et I’uranium) et les énergies dites « renouvelables » (fournies par le soleil, le vent, la
chaleur de la terre, les chutes d’eau, les marées ou encore la biomasse végétale). Les énergies
non-renouvelables engendrent des impacts majeurs sur I’environnement comme I’émission de
gaz a effet de serre (GES), considérée comme étant une cause majeure des modifications
climatiques (Arvizu et al., 2011). Par opposition, les énergies renouvelables (ER) sont des
énergies dites « propres » ; elles sont inépuisables a trés long terme et se constituent ou se
reconstituent plus rapidement qu’elles ne sont utilisées.

Sachant que les besoins énergétiques de la planéte pourraient augmenter de plus de 50 %
d’ici 2030 (Agence Internationale de 1’Energie, 2007), le développement des ER apparait
comme étant un moyen raisonné de satisfaire les besoins en énergie. Dans ce contexte,
I’Union Européenne (UE) a demandé¢ a ses pays membres de produire 20 % de leur énergie
totale a partir des ER a 1’horizon 2020 (directive européenne 2009/28/CE). Cette demande de
I’UE a pour but (i) d’atteindre une plus grande indépendance énergétique, (ii) de lutter contre
le changement climatique en évitant d’utiliser les ressources fossiles et (iii) de créer de
nouvelles filieres professionnelles et de 1’emploi. Les objectifs de production d’énergie
primaire issue des ER sont différents entre pays membres de I’UE et ceci en fonction de leur
situation de départ et de leur potentiel. Ainsi a I’horizon 2020, le Royaume-Uni devra porter
sa production d’énergie primaire issue des ER a 15 %, I’Italie a 17 %, 1’Allemagne a 18 %,

I’Espagne a 20 %, la France a 23 % et la Suede a 49 % (directive européenne 2009/28/CE).
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Figure 1. Part des sources énergétiques dans la production totale d’énergie primaire mondiale en 2008. Adapté de

Arvizu et al. (2011)



INTRODUCTION GENERALE

2. Les énergies renouvelables
2.1.  L’essor de la biomasse

La production d’énergie issue des ER représentait 12,9 % de 1’énergie primaire produite
dans le monde en 2008 ; prés de 80 % de cette énergie provenait de la biomasse [Figure 1 ;
(Arvizu et al., 2011)]. La biomasse se définit comme «la fraction biodégradable des
produits, déchets et résidus provenant de l’agriculture, y compris les substances végétales et
animales issues de la terre et de la mer, de la sylviculture et des industries connexes, ainsi
que de la fraction biodégradable des déchets industriels et ménagers » (article L211-2 du
code de I’énergie francais). En d’autres termes, la biomasse représente 1’ensemble de la

maticre organique, qu’elle soit d’origine végétale ou animale.

La biomasse d’origine végétale, tout comme les autres ER (vent, soleil, marée), présente
I’avantage de provenir de source d’énergie virtuellement inépuisable et de dégager trés peu de
gaz a effet de serre. En plus de ces avantages, la biomasse végétale présente un atout majeur.
En effet, malgré une émission de CO; au cours de sa combustion, elle est fixatrice de CO; (via
le processus de photosynthése), rendant ainsi le bilan carboné « neutre ». La biomasse
végétale provient de trois types de plantes : les plantes herbacées [(Beta vulgaris (betterave),
Zea mays (mais), Miscanthus xgiganteus (miscanthus), Sorghum bicolor (sorgho)], les
plantes aquatiques (algues) et les plantes ligneuses. Les plantes herbacées et aquatiques sont
principalement utilisées pour la production de biocarburants alors que les plantes ligneuses
sont utilisées pour la production de bois-énergie. En France, la biomasse ligneuse provient
essentiellement de résidus d’exploitations forestieres de feuillus et de résineux, et des déchets
de I’industrie du bois. Le bois-énergie représentait 10,1 millions de tonnes équivalent pétrole
(Mtep) en 2010, soit 44 % de la production francaise d’énergie renouvelable. Le succes de la
production de bois a vocation énergétique va reposer sur la culture d’espéces ayant pour
caractéristiques une croissance rapide et la capacit¢ de rejeter de souche apres récolte.
L’aulne, le chataignier, 1’eucalyptus, le peuplier, le saule ou encore le robinier sont des

especes répondant a de telles exigences (Karp & Shield, 2008).

2.2.  Vers de nouveaux systémes de culture adaptés a la production de bois-énergie

Dans le monde, la majorité des plantations d’arbres a croissance rapide est conduite sous
la forme de futaies a courte révolution (FCR) destinées a 1’industrie papeticre et au sciage. Ce
type de plantation se caractérise par une faible densité de plantation ( 250 arbres/ha) associée

a un abattage unique au terme de 20 a 25 années de croissance. Ce systeme cultural peut étre
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conduit avec différentes essences de feuillus telles que 1’eucalyptus, le peuplier, ou encore le
robinier mais également des résineux comme le douglas (Pseudostuga sp.) ou le thuya (Thuja
sp.).

Dans le contexte de production de biomasse actuel, de nouveaux systemes de cultures
utilisant des espéces a croissance rapide et aptes a rejeter de souche apres récolte sont mis en
place : les taillis a courte rotation (TCR) et les taillis a trés courte rotation (TTCR). Le TCR se
caractérise par une densité de plantation variant de 1000 a 2000 arbres/ha, associée a des
récoltes de biomasse aérienne réalisées tous les six a huit ans sur une période de 20 a 25 ans.
Le TTCR se caractérise par une densité de plantation variant de 7500 a 20000 arbres/ha,
associée a des récoltes de biomasse aérienne réalisées tous les deux a trois ans sur une période
de 15 a 20 ans. Les TTCR, de par leurs densités de plantation élevées et leurs périodes de
rotations courtes, sont des systémes qui se situent a la lisiere entre 1’agriculture et la foresterie.
L’avantage majeur des TTCR par rapport aux TCR est qu'une densité de plantation initiale
¢levée facilite I’établissement de la culture tout en réduisant les besoins de désherbants pour
le contréle des plantes herbacées et peut également procurer des rendements élevés en
premiére rotation (Mitchell ef al., 1999). Les TCR et les TTCR présentent cependant des
inconvénients quant a la disponibilité et a I’exportation des ressources du sol. En effet, les
ressources, qu’elles soient hydriques ou azotées, doivent étre suffisamment abondantes pour
permettre une croissance optimale des arbres cultivés et la plus faible proportion possible de
ces ressources doit étre retrouvée dans les parties exportées au moment de la récolte. Afin de
préserver le sol d’un appauvrissement important de sa teneur en ¢éléments nutritifs
(essentiellement 1’azote), la récolte des TCR et des TTCR doit préférentiellement étre réalisée
en hiver. D’une part, parce que la sénescence foliaire doit avoir eu lieu afin d’éviter une
exportation d’azote trop importante de la plantation grace au retour d’une partie de cet azote
dans la litiere de la plantation et d’autre part, parce que le sol doit étre porteur pour qu’il
puisse supporter le poids des machines de récolte afin de ne pas risquer d’endommager les
racines et les souches des arbres.

Les TCR sont récoltés de maniere forestiére (coupe des grumes a la trongonneuse) alors
que les TTCR sont récoltés de fagon plus agricole. 1l existe plusieurs techniques de récolte des
TTCR ; il s’agit (i) de la coupe associée au broyage en plaquettes, copeaux ou chips qui est
réalisée a I’aide d’une machine agricole de type « ensileuse a mais » pour laquelle une téte de
récolte spécifique a la collecte des arbres a été adaptée et (ii) de la coupe en tiges entieres qui
est réalisée a 1’aide d’une machine permettant de conditionner les tiges en fagots. Ces fagots

seront ensuite soit passés directement au broyeur a bois afin d’obtenir des copeaux, soit
9
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broyés aprés une période de séchage de plusieurs mois a ’air libre ou sous abris (AILE,
2003).

La biomasse-bois issue de ces plantations peut étre valorisée de deux manicres : les
copeaux de bois et les cylindres de bois en substitution des granulés de bois. Les plaquettes
sont principalement valorisées dans des chaufferies a bois mais également dans des petits
poéles a granulés de bois que peuvent acheter les particuliers. Les plaquettes peuvent
¢galement étre valorisé€es en litiere animale en mélange avec la paille dans les stabulations et
en tant que paillage végétal afin de protéger les plantes contre les intempéries et le froid ou la
compétition vis-a-vis des plantes herbacées. Les cylindres de bois sont quant a eux destinés
aux particuliers.

Depuis cinq ans, les surfaces allouées aux TTCR sont en constante augmentation en
France (Figure 2, F. Houiller, communication personnelle). De facon conjointe, de nouveaux
procédés de transformation de la biomasse ligneuse ont vu le jour au cours de cette méme
période afin de produire des biocarburants; on parle aussi de biocarburants de 2°™
génération produits a partir de biomasse lignocellulosique issue des cultures agricoles et

forestiéres.

3. Les principales especes ligneuses cultivées en taillis a courte et trés courte
rotation

Sous les climats de type tempére, les principales especes ligneuses cultivées en TCR et/ou
en TTCR font partie des familles des Bétulacées (Alnus sp.), des Fabacées (Robinia
pseudoacacia), des Fagacées (Castanea sativa), des Myrtacées (Eucalytus sp.) ou encore de la
famille des Salicacées (Populus, Salix). Toutes ces especes ne sont pas systématiquement
cultivées en TCR et/ou TTCR. Ainsi, des especes comme 1’eucalyptus sont principalement
cultivées en TCR alors que le saule n’est cultivé qu’en TTCR. L’eucalyptus est une espéce
trés utilisée sous climat tropical (Brésil, Congo) mais également sous climat méditerranéen
(Espagne, Sud de la France). L’aulne, le chataignier, le peuplier et le robinier peuvent quant a

eux étre cultivés a la fois en TCR et en TTCR.
3.1. La famille des Salicacées

La famille des Salicacées est composée des genres Populus et Salix. Les especes du genre
Populus (peuplier) et du genre Salix (saule) sont des plantes ligneuses Angiospermes

Eucotylédones. Ces deux genres partagent de nombreuses caractéristiques ; elles sont
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dioiques, diploides (2n = 38), héliophiles, a croissance rapide, a feuilles caduques, a
pollinisation anémophile et productrices de graines a fibres cotonneuses (Dickmann &
Kuzovkina, 2008). Elles présentent également une forte propension a la multiplication
végétative. De nos jours, I’aire naturelle de répartition des genres Populus et Salix couvre la
totalit¢ de I’hémisphére Nord (Etats-Unis, Canada, Europe, Afrique du Nord, Russie, Chine et

Japon) ; aucun de ces genres ne pousse a I’état spontané dans 1’hémisphére Sud.

3.1.1. Le genre Populus

Le genre Populus se compose d’une trentaine d’espéces réparties en six sections
botaniques définies sur la base de critéres a la fois morphologiques et écologiques. Une des
grandes particularités du genre Populus réside dans la quasi-inexistence de barri¢res entre
especes (Stanton, 2009). Ainsi, les hybridations inter-spécifiques sont possibles et spontanées
entre especes d’une méme section botanique et entre certaines espéces de différentes sections
(Eckenwalder, 1996). Cette caractéristique permet d’expliquer la grande variabilité
morphologique présente au sein de ce genre. Certaines hybridations restent toutefois
impossible en conditions naturelles comme en conditions contrélées, notamment entre les
membres de la section Populus et ceux des sections Aigeiros, Tacamahaca ou encore
Leucoides. D’autres hybridations sont elles, unidirectionnelles, telles que 1’hybridation entre
P. deltoides et P. nigra (P. xeuramericana), possible uniquement dans le sens P. deltoides
(?) x P. nigra (3) (Figure 3 ; Dillen et al., 2011a). L’hybridation inter-spécifique est a
I’origine du développement de la populiculture et constitue le principal moteur des
programmes de création et de sélection variétale (Stanton, 2009). Les descendants F; issus de
ces croissements présentent le plus souvent une forte vigueur hybride (i.e. phénomeéne
d’hétérosis) en terme de productivité (Marron & Ceulemans, 2006 ; Marron et al., 2006, 2007
; Dillen et al., 2009). L’hybridation peut ainsi permettre de combiner au sein d’individus des
caracteres d’intéréts présents chez leurs parents. La majorité des peupliers hybrides
commercialisés sont issus de croisements entre deux espéces pures d’Amérique du Nord (P.
deltoides et P. trichocarpa) et une espece pure Européenne (P. nigra) (Figure 4).

Le peuplier est présent sur pres de 80 millions d’hectares dans le monde dont 25 millions
sont cultivés (FAO, 2008). En France, le peuplier correspond a la troisiéme essence apres le
chéne et le hétre en termes de volume de bois récolté jouant ainsi un role majeur dans
I’industrie du bois. La France dispose des surfaces populicole les plus importantes d’Europe

avec plus 236 000 hectares (ha) (Dickmann & Kuzovkina, 2008).
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Figure 4. Aire de distribution naturelle de P. deltoides (blanc), P. trichocarpa (gris) (A) et P. nigra (bleu) (B).
Ceulemans (1990) (A) et Vanden Broeck (2003) (B)

Tableau 1. Caractéristiques et exemples des sections du genre Salix. (Hanley & Karp, 2003)

Section Caractéristiques Exemples
Salix arbres debout, semi-tombants ou tombants, grands arbustes a feuilles  S. alba L.
étroites et dentelées S. babylonica L.
S. fragilis L.
S. nigra Marsh.
Caprisalix Arbustes et petits arbres avec une grande variation de la forme des S. caprea L.
ou Vertix feuilles S. aurita L.
S. viminalis L.
S. dasyclados Wimm.
S. schwerinii Wolf
Chamaetia Arbustes de zones arctiques, de montagne et rampants, avec de S. reticulata L.

petites feuilles arrondies ou émoussées

S. herbacea L.
S. retusa L.

S. myrsinites L.
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Les faibles surfaces d’exploitation ( 2% des surfaces boisées) dédiées a sa culture (i.e.
populiculture) sont compensées par une vitesse de croissance tres ¢levée et par 1’utilisation de
génotypes sélectionnés et cultivés en plantations monoclonales. En France, plus de 80 % des
peupliers hybrides commercialisé€s sont issus du croisement entre P. deltoides et P. nigra (P.
Xeuramericana).

La majorité des génotypes P. xeuramericana présents sur le marché populicole mondial
sont issus de programmes de sélection Belges, Italiens et Néerlandais. En France, un
Groupement d’Intérét Scientifique (GIS) a été créé en 2001 par un consortium composé de
I’AFOCEL (devenue FCBA), du CEMAGREF (devenu I’IRSTEA) et de I'INRA. Le GIS-
peuplier a permis de structurer le programme Francais d’amélioration génétique du peuplier.
Les génotypes hybrides testés au sein de ce programme devraient étre homologués et déployés
dans les années a venir. L’objectif de ces programmes d’amélioration est de fournir aux
propriétaires forestiers du matériel génétique qui soit le mieux adapté a la fois aux exigences
stationnelles ou pédoclimatiques et au mode de culture pour la production de bois. Les critéres
de sélections étaient jusqu’a présent centrés sur des critéres de productivité, de forme et de
degré de branchaison et de résistance aux agents pathogenes (i.e. rouille foliaire, chancre

bactérien et brunissure des feuilles) (Berthelot et al., 2005).

3.1.2. Le genre Salix

Le genre Salix regroupe entre 330 et 500 especes (Argus, 1997) réparties en trois sections
botaniques : Salix (saules vrais), Caprisalix ou Vertix (osiers et saules) et Chamaetia (saules
nains) [Tableau 1 ; (Hanley & Karp, 2003)]. A ces espéces, s’ajoutent plus de 200 hybrides
naturels (Newsholme, 1992).

Sur la totalité des especes de saules, les saules buissonnants (Salix viminalis en Europe et
Salix eriocephala en Amérique du Nord et au Canada) sont considérés comme étant les plus
appropriés pour la production de biomasse-bois (Stott, 1984 ; Larsson, 1998 ; Kuzovkina et
al., 2008). D’autres especes telles que S. dasyclados, S. schwerinii, S. triandra, S. caprea, S.
daphnoides et S. purpurea ainsi que de nombreuses variétés d’hybrides inter-spécifiques sont
¢galement utilisées pour la production de biomasse-bois (Karp & Shield, 2008). Tout comme
au sein du genre Populus, ’hybridation joue un réle important dans les schémas de sélection.

La superficie mondiale de saules plantés est estimée a 176 000 ha, dont 90 000 ha sont
destinés a la production de bois, le reste étant planté¢ a des fins environnementales (FAO,

2008). On trouve en Argentine, en Chine et en Suéde les plus grandes superficies de
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plantations de saules (FAO, 2008). L’ Argentine et la Su¢de utilisent le saule majoritairement
pour la production de biomasse (Ball et al., 2005). En Chine, la majorité des plantations de
saules sont installées avec S. viminalis et ses hybrides et servent a combattre la désertification.
Les premiéres plantations d’hybrides de saules ont été installées au cours des années 1970 en
Suéde pour atteindre plus de 16 000 ha au début des années 2000. S. viminalis a été favorisée
pour la production de biomasse du fait de (i) sa croissance rapide, (ii) sa capacité a maintenir
une architecture rectiligne et (iii) sa capacité d’étre cultivée sous forme de taillis (Pei et al.,
2008). Les premiers pays européens a avoir mis en place des programmes de sélection sur le
saule sont les pays scandinaves (Suéde & Finlande) et le Royaume-Uni. A ce jour, les critéres
de sélections chez les saules sont (i) la productivité, (ii) la résistance aux insectes et aux
maladies, (iii) ’arborescence et (iv) la tolérance au froid et a la sécheresse (Lindegaard et al.,
2001). Le programme Suédois de sélection des saules (SWBP) a été mis en place au début des
années 1970 par I’Université suédoise des sciences agricoles (SLU). Le « SWBP » utilisait
principalement des génotypes issus de Sueéde, d’Europe centrale, de Russie centrale et de
Sibérie [i.e. S. viminalis et S. dasyclados (Larsson, 1998)]. Les premiers génotypes de saule
commercialisés étaient issus du croisement intra-spécifique de S. viminalis (Hanley, 2003) ;
des génotypes issus de croisements inter-spécifiques comme ‘Bjorn’ et ‘Tora’ ont ensuite €té
sélectionnés (Larsson & Pirrwitz, 1998).

Le programme Européen de sélection des saules (EWBP) a été initié en 1996 par la station
de recherche de Long Ashton (LARS) en Angleterre, regroupant les différents fonds
génétiques issus du « SWBP », du « LARS » et du Murray Carter Ltd (UK) (Karp, 2007). Le
« EWBP » a commercialisé huit nouvelles variétés dédiées a la biomasse au début des années
2000 : ‘Quest’, ‘Beagle’, ‘Resolution’, ‘Discovery’, ‘Nimrod’, ‘Terra_Nova’, ‘Endurance’ et

‘Endeavour’ (Karp, 2007).

3.2. La famille des Fabacées : exemple du genre Robinia

Le robinier faux-acacia (Robinia pseudoacacia L.) fait parti de la famille des Fabacées qui
se compose de 20 genres parmi lesquels se trouve le genre Robinia. Le robinier est originaire
du Sud-Est des Etats-Unis (Figure 5) mais il est a présent répandu partout en Europe excepté
dans les zones d’altitude. C’est une espéce pionniere héliophile s’adaptant trés bien aux
différentes conditions de basses altitudes. C’est une espéce que ’on retrouve sur des sols
riches a pauvres, profonds a superficiels, et avec des pH trés variables mais qui prospere
surtout sur des sols légers bien alimentés en eau, restant tout de méme tolérant aux sols secs

(Bunger & Thomson, 1938 ; Ranney et al., 1990). Le robinier peut donc étre utilisé sur des
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sites appelés « marginaux », c'est-a-dire qui ne sont pas utilisés pour 1’agriculture
conventionnelle car trop couteux en intrants pour permettre une rentabilité¢ de la culture. Le
robinier présente une forte aptitude a rejeter de souche et au drageonnement, c'est-a-dire qu’il
est capable de former de nouvelles tiges a partir de sa souche et de son systéme racinaire. Un
des principaux avantages du robinier est qu’il a la particularité de vivre en symbiose avec des
bactéries symbiotiques fixatrice de di-azote atmosphérique (N;) du type Rhizobium (Batzli et
al., 1992). En agriculture, mais également en foresterie, il est possible d’utiliser la symbiose
Rhizobium — légumineuse pour remplacer la partie azotée des engrais et ainsi, diminuer
considérablement les cofits a la fois financiers et environnementaux liés a 1’utilisation de ces
intrants. La taxonomie des rhizobiums évolue rapidement, mais compte principalement les
genres suivants :  Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium et
Sinorhizobium (Perret et al. 2000).

Le robinier est présent sur 3,2 millions d’hectares dans le monde, ce qui en fait la troisiéme
essence feuillue de production aprés le peuplier et 1’eucalyptus (Garcia & NGuyen-The,
2007). Parmi ces 3,2 millions d’hectares, un million d’hectares était recensé en Chine et 350
000 ha en Hongrie. En 2004, l'Inventaire Forestier National (IFN) estimait la surface
métropolitaine francgaise couverte par le robinier a plus de 130 000 ha.

Les plantations de robinier sont généralement réalisées a partir de plants en racine nues.
Ces plants sont pour I’essentiel issus de semis obtenus a partir de graines sélectionnées. Les
principaux programmes d’amélioration génétique du robinier ont été entrepris en Europe de
I’est (Hongrie et Roumanie). Ces pays produisent ainsi la majorité des génotypes et des
provenances plantés en vue de production de biomasse ; par exemple les génotypes Hongrois
‘Nyirségi’, ‘Ulléi’, ou ‘Zalai’, ou encore les graines issus de vergers a graines ‘Nyirseg’ ou
‘Nagybudmerii’. La France a également entrepris des programmes d’amélioration pour la
création de génotypes de robinier dit « Aquitain » et est présente sur le marché des graines

grace a la provenance « RPS-900 France ».

4. Problématique, Objectifs et Stratégie

Les travaux présentés dans cette thése peuvent €tre replacés dans le cadre général de la

thématique des deux équipes de recherche dans lesquelles ils ont été¢ développés :
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(i) D’équipe « Fonctionnement Intégré de I’Arbre et de I’Ecosystéme » (ARBECO) de
’unité mixte de recherche Ecologie et Ecophysiologie Forestiéres (UMR 1137 EEF)
de I’Université de Lorraine et du centre INRA de Nancy-Lorraine, et

(i) I’équipe « Arbres et Réponses aux Contraintes Hydriques et Environnementales »
[ARCHE, Unité Sous Contrat (USC) INRA 1328] du Laboratoire de Biologie des
Ligneux et des Grandes Cultures de 1’Université d’Orléans (LBLGC, UPRES-EA
1207).

La thématique de recherche de I’équipe ARBECO s’intéresse (i) aux cycles et bilans
d’eau et de carbone a I’échelle de I’arbre jusqu’a 1’échelle des écosystémes et ceci en
interaction avec les facteurs du climat, (i) a la disponibilité en eau dans le sol et (iii) aux
modifications du couvert par la gestion des plantations. Au sein de cette équipe, I’axe « cycles
biogéochimiques dans les taillis a courte et a treés courte rotations » s’intéresse a la dynamique
de croissance inter- et intra-rotations et aux allocations de 1’azote et du carbone au sein de
plantations trés intensives. Cet axe a notamment pour objectif de prévenir les risques
d’appauvrissement du milieu liés aux exportations massives de minéraux (i.e. azote). Dans ce
contexte, des travaux étudiant la diversité d’allocation, d’acquisition et d’efficience
d’utilisation des ressources sont menés sur différents génotypes de peupliers, de saules, de
robiniers et d’eucalyptus. Au sein de cet axe, une these s’intéressant a la modélisation des
bilans hydriques et carbonés de plantations a croissance rapide d’eucalyptus vient d’étre

soutenue (Marsden, 2010).

La thématique de recherche de I’équipe ARCHE développe chez le peuplier une
approche intégrative dans le but d’identifier les bases écophysiologiques et moléculaires
impliquées dans les variations génétique et phénotypique de caracteres d’intérét tels que le
potentiel de croissance, ’efficience d’utilisation de 1’eau (WUE) et la tolérance a la
sécheresse. Cette thématique est développée en associant des approches complémentaires
(écophysiologie, génétique quantitative, épigénétique, protéomique et transcriptomique) sur
différents fonds génétiques [compartiment cultivé (hybrides inter-spécifiques de P. deltoides
x P. nigra (P. Xeuramericana) et de P. deltoides x P. trichocrapa ou P. trichocarpa x P.
deltoides (P. Xinteramericana) versus compartiment sauvage (P. nigra)]. Sur le plan
appliqué, les travaux ont pour objectif final (i) de juger de la possibilité de sélectionner du
matériel génétique a la fois performant et adapté aux exigences stationnelles (compartiment

cultivé) et (ii) de fournir des informations utiles a la conservation des ressources génétiques
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naturelles (compartiment sauvage). Les travaux de recherche entrepris au LBLGC sur les
hybrides P. deltoides * P. nigra, P. deltoides x P. trichocarpa et P. trichocarpa % P.
deltoides, commercialisés en Europe ont fait I’objet de quatre theéses de doctorat (Marron,
2003 ; Monclus, 2006 ; Bonhomme, 2009 ; Fichot, 2010). Les travaux de recherche entrepris
au LBLGC sur les populations naturelles de P. nigra ont fait I’objet d’une thése de doctorat
(Chamaillard, 2011). Ces cinq travaux de doctorat ont permis de mettre en évidence une forte
variabilité pour des caractéres comme le potentiel de croissance, I’efficience d’utilisation de
I’eau (WUE) et la tolérance a la sécheresse, et ce quels que soient le fond génétique, 1’age des
arbres et ’environnement de croissance (serre, pépiniere, peupleraie) (Marron et al., 2005,
2008 ; Monclus et al., 2005, 2006, 2009, 2012 ; Fichot ef al., 2010, 2011 ; Chamaillard et al.,
2011).

Mes travaux de thése s’insérent dans le cadre du projet SYLVABIOM (ANR-08-BIOE-
006), intitulé « Nouveaux concepts de cultures ligneuses durables pour la production de
biomasse a des fins énergétiques », financé par le programme Bioénergie de 1I’Agence
Nationale de la Recherche (ANR) sur la période 2008-2013. Ce projet avait pour objectif de
comparer le potentiel de production de biomasse d’une large gamme d’espéces, pour des
conditions €daphiques et climatiques francaises contrastées et pour des modalités de gestion
de plantation variées, notamment en terme de choix des ressources génétiques, d’espacement

des arbres et de durée des rotations.

Compte-tenu de la complémentarit¢é des thématiques de recherche entre 1’équipe
ARBECO et I’¢équipe ARCHE, les travaux menés au cours de cette thése visaient a estimer les
contributions génétiques et environnementales (pédoclimat et pratiques culturales) de la
production de biomasse et de I’efficience avec laquelle 1’arbre utilise les ressources. En effet,
afin de maximiser la production de bois, il est possible d’intervenir sur le choix (i) du matériel
végétal (especes/génotypes), (ii) du site de plantation (conditions climatiques et édaphiques)
et (iii) du systeme de culture (TCR vs. TTCR).

A ce jour, les critéres de sélection chez le peuplier et le saule ont porté principalement sur
le niveau de productivité et la résistance aux agents pathogenes. Cependant, I’augmentation
d’événements climatiques extrémes de types sécheresse et canicule pourrait avoir un impact
sur la productivité¢ des génotypes (IPCC, 2007). Dans ce contexte, de nouveaux criteres de
sélection sur des caracteres tels que les efficiences d’utilisation de 1’eau et de I’azote, la
tolérance a des sécheresses modérées ainsi que la capacité de survie a des sécheresses plus
drastiques pourraient s’avérer pertinents. En effet, une fagon raisonnée d’ajuster les génotypes
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aux exigences stationnelles tout en faisant face aux modifications climatiques prédites serait
de disposer de ressources génétiques productives qui soient aussi capables de produire une
méme quantité de biomasse a moindre colt en eau et en azote et de limiter I’impact de
contraintes édaphiques ponctuelles et modérées sur leur niveau de productivité. En d’autres
termes, sachant que (i) I’efficience d’utilisation de I’eau (WUE) se définie comme le rapport
entre la biomasse accumulée et la quantité d’eau utilisée pour produire cette quantité¢ de
biomasse et que (ii) I’efficience d’utilisation de I’azote (NUE) est définie par le rapport entre
la biomasse accumulée et la quantité d’azote utilisée pour produire cette quantité de biomasse,
il est donc important de disposer de génotypes a la fois productifs et efficients vis-a-vis de
I’utilisation de 1’eau et de 1’azote, et plastiques vis-a-vis des contraintes environnementales.
Dans ce contexte, ce travail de theése a pour objectif d’aider au choix raisonné de 1’espece et
du génotype au sein de 1’espece a planter dans une condition de culture donnée sur un site

caractérisé.

Cette thése vise donc :

(i) a caractériser l'impact de la densité de plantation et des conditions
pédoclimatiques sur la physiologie des peupliers et des saules dédiés a la

production de biomasse,

(i) a évaluer la variabilit¢ génotypique de caracteéres liés a la productivité,
Pefficience d’utilisation de I’eau (WUE) et D’efficience d’utilisation de 1’azote

(NUE) dans une perspective appliquée de sélection variétale, et

(iii))  a juger des relations entre ces caractéres.

Afin d’apporter des ¢léments de réponse a ces objectifs, quatre dispositifs expérimentaux
ont ¢ét¢ installés : un en région Pays-de-la-Loire [Guémené-Penfao, Loire-Atlantique (44)],
deux en région Centre [Brinon-sur-Sauldre, Cher (18) ; Saint-Cyr-en-Val, Loiret (45)] et un
en région Bourgogne [Echigey, Cote-d’Or (21)]. Sur les quatre dispositifs, six génotypes de
saule non apparentés ont été plantés en TTCR uniquement. Sur les dispositifs de Saint-Cyr-
en-Val et d’Echigey, 56 génotypes issus du croisement P. deltoides x P. nigra contrastés pour
leurs potentiels de croissance ont été installés a deux densités de plantation correspondant au
TCR et au TTCR (Figure 6). Le fonctionnement hydrique, carboné et azoté de I’arbre a été

abordé (i) a [D’échelle de la feuille a 1’aide de caractéres morphologiques et
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Guémené-Penfao  Brinon-sur-Sauldre ~ Saint-Cyr-en-Val Echigey
Tests sylvicoles

Peuplier TCRvs. TTCR 1 génotype 1 génotype 1 génotype

Saule TTCR 6 génotypes 6 génotypes 6 génotypes 6 génotypes

Robinier TCRvs. TTCR |2 provenances

Tests génotypiques
Peuplier TCRvs. TTCR 56 génotypes 56 génotypes
Saule TTCR 20 génotypes
Robinier TCR 15 génotypes

Figure 6. Dispositifs installés dans le cadre du projet ANR SYLVABIOM. Les dispositifs encadrés ont été utilisés pour

répondre aux objectifs de ces travaux de thése (rouge : chapitre 2 ; vert : chapitre 3 ; bleu : perspective).
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structuraux (e.g. surface massique foliaire) ou fonctionnels (e.g. échanges de gaz,
discrimination isotopique vis-a-vis du carbone 13) et (ii) a I’échelle de la plante enticre via
I’estimation des performances de croissance (e.g. biomasse aérienne, phénologie du bourgeon,
quantité d’azote présent dans 1’arbre).

Ce manuscrit est composé de trois chapitres. Le premier chapitre consiste en un état des
connaissances sur WUE, NUE et leurs relations avec la productivité chez le peuplier et le
saule. Le deuxiéme chapitre correspond a une étude de la variabilité génétique et de la
plasticité de la productivité et de 1’efficience d’utilisation des ressources (eau et azote) chez
56 hybrides de peuplier (P. xeuramericana) et est divisé en deux sous parties ; la premicre
sous partie est axée sur I’effet du contexte pédoclimatique et de la densité de plantation (TCR
vs. TTCR) sur I’efficience d’utilisation de I’eau et est présentée sous la forme d’un article
publié dans la revue Forest Ecology and Management (Toillon et al., 2013a) ; et la seconde
sous partie est centrée sur I’effet du contexte pédoclimatique sur 1’efficience d’utilisation de
I’azote et le taux d’exportation d’azote de la plantation. Le troisieme chapitre est axé sur la
variabilité génotypique pour la productivité, WUE et le taux d’exportation d’azote chez six
génotypes de saule cultivés en TTCR sous trois contextes pédoclimatiques et est présenté sous

la forme d’un article publié dans la revue Biomass & Bioenergy (Toillon et al., 2013b).

Enfin, a I’issu de ces trois chapitres, les principales conclusions et la contribution de la
these a I’avancée des connaissances sont restituées au regard des objectifs initiaux. Les limites
directement liées au travail de theése sont également évoquées ainsi que certaines perspectives
permettant d’y remédier. Au terme de cette partie, une ¢tude exploratoire réalisée sur une
troisieme espece adaptée a la production de biomasse sous climat tempéré, le robinier, est
présentée. Cette étude vise dans un premier temps a comparer deux provenances de robinier
cultivées en TCR et en TTCR pour leurs niveaux de productivité et ses déterminants, leurs
efficiences d’utilisation de 1’eau et leurs taux d’exportation d’azote de la plantation, et dans un
second temps a comparer cette espece aux saules cultivés dans les mémes conditions

pédoclimatiques (Guémené-Penfao) et pour le méme systéme de culture (TTCR) (Figure 6).
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Figure 7. Relation entre efficience intrinséque d’utilisation de 1’eau (WUE;) et efficience d’utilisation de I’eau a I’échelle des
parties aériennes de la plante (WUEp)l. Cette relation a été observée pour quatre génotypes de saules cultivés en condition
hydrique non limitante (symboles noirs) et en condition de sécheresse modérée (symboles blancs). Moyennes + Erreur
Standard (ES) ; les valeurs sont présentées pour 8 a 13 répétitions par génotype. La droite correspond a la régression linéaire

réalisée a partir des valeurs moyennes (7, = 0,73)* Wikberg & Ogren, 2007

! Calculée comme étant le rapport entre la quantité de matiére seche aérienne produite et la quantité d’eau utilisée dans le
2 Coefficient de corrélation de Pearson calculé a partir des valeurs présentées dans Iarticle.



CHAPITRE 1
Etat des connaissances sur I’efficience d’utilisation des ressources (eau et azote)
chez Populus et Salix

1. L’efficience d’utilisation de I’eau

1.1. Définitions

L’efficience d’utilisation de 1’eau (WUE) peut étre définie a plusieurs échelles
d’intégration. A 1’échelle de la plante entiére, WUE est définie directement comme le rapport
entre la biomasse produite par la plante et la quantit¢ d’eau utilisée pour produire cette
biomasse dans le méme laps de temps (WUE,). A D’échelle de la feuille, elle est définie
directement et de facon instantanée comme le rapport entre 1’assimilation nette de CO, (4,
umol CO, m? s7) et la transpiration (£, mmol H,O m™ s™) (WUEjny, A/E). Sachant que E est
le produit de la conductance stomatique a la vapeur d’eau (gg, mmol H,O m? s™) et du
déficit de pression de vapeur d’eau entre 1’air et les chambres sous-stomatiques de la feuille
(VPD, kPa), on définit I’efficience intrinséque d’utilisation de I’eau (WUE;, mmol CO, mol™
H,0) comme le rapport entre 4 et gsw. Une étude réalisée sur quatre clones de saules a permis
de mettre en évidence une relation linéaire et positive entre WUE, et WUE; montrant que

WUE; était un bon estimateur de WUE,, (Figure 7 ; Wikberg & Ogren, 2007).

A Déchelle de la feuille, ’efficience d’utilisation de I’eau peut également étre définie
indirectement par I’intermédiaire de la discrimination isotopique vis-a-vis du carbone 13 de la
matiére organique (A°C). A 1’état naturel, le carbone existe sous la forme de deux isotopes
stables : le '*C, un isotope léger et abondant dans le CO, atmosphérique (98,9%) et le ">C, un
isotope lourd et rare dans le CO, atmosphérique (1,1%) (Nier, 1950). Ces deux isotopes se
différencient par leur encombrement stérique, entrainant d’une part, des différences de
diffusion depuis I’atmosphére jusqu’aux chambres sous-stomatiques et d’autre part, une
utilisation préférentielle du '>CO, par la Ribulose-1,5-Bisphosphate Carboxylase Oxygénase
(RuBisCO) lors de I’étape de carboxylation (Farquhar et al., 1989). La conséquence directe
est un appauvrissement de la matiére organique des feuilles en *C par rapport a la
composition isotopique de I’air. Il devient alors possible de calculer la composition isotopique
en °C (6"°C) d’un échantillon exprimée en pour mille (%o0) par rapport a un standard. Le
standard international pour le carbone est un fossile calcaire, un rostre de Bélemnite issu de la
formation rocheuse de Pee Dee en Caroline du sud (USA), nommé Pee Dee Belemnite (PDB).
Ce fossile est riche en *C et son rapport isotopique, *C/"*C, est de 0,0112372 (Craig, 1957).

La composition isotopique d’un échantillon peut alors étre calculée selon 1’équation suivante :
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Séchantillon (%0) = [(Réchantillon - Rstandard)/Rstandard] x 1000 (])

oU Réchantitlon €t Rstandarda représentent respectivement le rapport BC/™C de I’échantillon et du
standard. Les valeurs de dscnansinon SONt négatives puisque la matiére organique est appauvrie
en °C par rapport au standard. La discrimination isotopique vis-a-vis du carbone 13 de la
matiére organique foliaire (A’C) est ensuite définie de la fagon suivante (Farquhar &

Richards, 1984) :
A3C (%0) = (Sair - ‘Séchantillon)/[l + (8échantillon/1000)] (2)

ol J,; représente la composition isotopique en BC de air (environ égale a -8%o) et d¢chantillon
représente la composition isotopique en °C de la matiére organique foliaire.

Le modé¢le de photosynthése proposé par Farquhar et collaborateurs pour les plantes ayant
un métabolisme photosynthétique de type C; comporte cinq termes décrivant les processus
influant sur AC de la matiére organique foliaire : (i) la diffusion a travers la couche limite,
(i) la diffusion au travers des stomates, (iii) la diffusion depuis les chambres sous-
stomatiques jusqu’aux sites enzymatiques de la RuBisCO, (iv) la carboxylation par la
RuBisCO et (v) la photorespiration et la respiration liée au Cycle de Krebs (Farquhar &
Richards, 1984; Farquhar et al., 1980, 1982, 1989). Un mod¢ele simplifié¢ est généralement
utilisé pour estimer A'*C en négligeant les processus de fractionnement liés aux points (i), (iii)
et (v). Ainsi, en connaissant les fractions molaires du CO; atmosphérique (c,) et au niveau des
sites évaporant intercellulaires (c;), A°C peut-étre décrit en fonction du rapport ci/c, de la

facon suivante :
A3C (%0) =a+ (b—a) X (c;i/c,) 3)

ou a représente le coefficient de fractionnement isotopique lors de la diffusion du CO; au
travers des stomates [~4,4%o0 (O’Leary, 1981)], et b représente le coefficient de
fractionnement isotopique lors du processus de carboxylation par la RuBisCO

[~27%o (Farquhar & Richards, 1984)].

Par ailleurs, sachant que I’assimilation nette de CO, (4) est fonction de la conductance

stomatique au CO> (g, 02) et de la différence de concentration en CO, entre I’atmosphere et les

chambres sous-stomatiques tel que :
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A= gco, X (€qa— €) 4)

Or, sachant que la conductance stomatique a la vapeur d’eau (gsy) est 1,6 fois plus importante

que celle de &co, et en réarrangeant les équations (3) et (4), WUE; et A"°C sont théoriquement

reliées négativement et linéairement (Farquhar et al., 1982) :

WUE; = = = (c,/1,6) X (b ~ A°0)/(b-a) (5

La relation entre WUE; et A"’C a été confirmée expérimentalement chez de nombreuses
especes herbacées telles que le blé (Triticum sp.; Farquhar & Richards, 1984), la
fétuque (Festuca sp. ; Devitt et al., 1997) ou encore le riz (Oryza sp. ; Impa et al., 2005) mais
¢galement chez des especes ligneuses telles que le caféier (Coffea sp. ; Meinzer et al., 1990),
le chéne (Quercus sp. ; Devitt et al., 1997; Roussel ef al., 2009), le chataigner (Lauteri et al.,
1997), le pin (Pinus sp. ; McDowell et al., 2003), le peuplier (Cao et al., 2012; DesRochers et
al., 2006; Fichot et al., 2011; Monclus et al., 2006; Ripullone et al., 2004;
Soolanayakanahally et al., 2009; Yin et al., 2005; Zhang et al., 2004) ou encore le saule
(Sullivan & Welker, 2007). Toutefois, certaines études n’ont pas pu mettre en évidence la
relation entre A’C et WUE; (Froux et al., 2002; Picon et al., 1996; Sun et al., 1996). Cette
absence de lien peut souvent étre expliquée par une différence d’échelle d’intégration entre les
mesures instantanées d’échange de gaz et la mesure intégrée sur le pas de temps de
développement de la feuille de A"’C. Des études ont rapporté des variations de WUE; au cours
de la journée (Dickmann et al., 1992; Pathre et al., 1998) ainsi qu’au cours de la saison de
végétation et ceci en fonction des conditions environnementales [température, différence de
pression de vapeur entre la feuille et 1’atmosphére, irradiance, ouverture stomatique (Cao et
al., 2011; Dawson et al., 2002; Lindroth & Cienciala, 1996; Roupsard, 1997; Roussel ef al.,
2009)]. Ces variations journalieres et saisonnieéres démontrent 1’importance de répéter les
mesures d’échange de gaz au cours de la journée et/ou de I’année. De nombreux auteurs ont
¢galement rapporté que des variations de conductance mésophyllienne au CO; (considérée
comme infinie dans le modéle de Farquhar) et des étapes de discrimination post-
photosynthétique pouvaient également contribuer au bruit de fond parfois observé dans la
relation A”C-WUE; (Douthe et al., 2011; Farquhar & Cernusak, 2012; Keitel et al., 2003;

Warren & Adams, 2006). Toutefois, compte-tenu de la relation linéaire et négative entre
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WUE; et APC, APC est généralement considérée comme un estimateur fiable et rétrospectif
de WUE;, reflétant directement le niveau de compromis réalisé entre la maximisation des
gains associés a I’assimilation nette de CO, et la minimisation des pertes associées a la
transpiration (Ehleringer, 1993). Une récente étude réalisée chez des hybrides de peupliers a
mis en évidence une relation linéaire et négative entre WUE, et A"°C, démontrant que A"*C
n’était pas qu’un estimateur de WUE; (a 1’échelle foliaire) mais qu’il était également un bon
estimateur de 1’efficience d’utilisation de I’eau a I’échelle de la plante enti¢re (Rasheed et al.,
2013). La discrimination isotopique peut donc étre utilisée soit comme un indicateur des
processus physiologiques et des conditions environnementales prévalant lors de 1’assimilation
du CO; (Ehleringer, 1988, 1993), soit comme un outil de comparaison de WUE; entre
especes, génotypes ou populations sous des conditions environnementales similaires (Bonal e?
al., 2000; Brendel et al., 2002; Chamaillard et al., 2011; DeLucia & Schlesinger, 1991;
Korner et al., 1991; Marron et al., 2005; Ponton et al., 2002; Zheng & Shangguan, 2007a). La
discrimination isotopique vis-a-vis du carbone 13 présente une grande variabilité
interspécifique et est de ce fait souvent utilisée comme marqueur de différenciation d’especes
du méme genre (Bonal et al., 2000; Guehl et al., 1998; Ponton et al., 2001). De larges
différences de A"’C ont également été observées entre différentes provenances d’une méme
espece (Brendel et al., 2002; Guehl et al., 1995; Lauteri et al., 1997; Roupsard et al., 1998;
Zhang et al., 1993).

1.2. Variabilité génétique

De nombreux travaux ont été réalisés sur la variabilité de A'>C a la fois chez des individus
issus de populations naturelles et chez des hybrides de peupliers, de saules et de robiniers. La
plupart de ces travaux utilisaient A”’C comme indicateur de WUE. Dans le cadre de cette
thése, une revue de la littérature (1997-2013) traitant de la variabilité de AC au sein des
genres Populus et Salix a été effectuée (Tableau 2). Cette revue regroupe 38 articles, 34
traitent de la variabilité au sein du genre Populus, trois au sein du genre Salix et un des deux
genres. Les études ne rapportant des données de A’C que sous forme graphique ont
également été inscrites dans le tableau. Chez le peuplier, une importante gamme de variation
pour A'*C a été observée en fonction du fond génétique ; les valeurs de A'’C variaient au
minimum de 0,3%o0 pour une espece pure (P. euphratica, Wang et al., 1997) a plus de 10%o
dans une descendance F, de formule hybride P. trichocarpa % P. deltoides (Rae et al., 2004).

Chez les hybrides euraméricains (P. deltoides x P. nigra), la gamme de variation de A"*C
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semblait dépendante des conditions de cultures ; ainsi, une gamme de variation maximale de
6,2%0 a été observée pour des jeunes arbres cultivés en serre (Marron et al., 2005) alors
qu’elle n’excédait pas 2,7%o en plantation (Monclus ef al., 2006). Au sein du genre Salix, une
gamme de variation minimale de 1,7%o a été observée pour S. arctica (Sullivan & Welker,
2007) et une gamme de variation maximale de 3,26%o0 a ét¢ mise en évidence pour des
hybrides interspécifiques de Salix sp. (Weih et al., 2006).

De nombreux facteurs environnementaux susceptibles d’influencer 4 et/ou gs sont
susceptibles d’influencer WUE; et A"°C, tels que Iirradiance (Farquhar ez al., 1989; Israeli et
al., 1996; Zimmerman & Ehleringer, 1990), la teneur en azote du sol (Ripullone et al., 2004),
la disponibilité en eau du sol (Bonhomme et al., 2008; Farquhar & Richards, 1984; Monclus
et al., 2006; Zhang et al., 2004), ’humidité relative (Madhavan et al., 1991), la concentration
en CO, de lair (Guehl ef al., 1994; Picon et al., 1996), I’émission d’isoprene (Guidolotti et
al., 2011), ou encore la température (Craufurd ef al., 1999).
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Etat des connaissances sur I’efficience d’utilisation des ressources (eau et azote) chez Populus et Salix

Tableau 2. Revue de la littérature (1997-2012) des études présentant des valeurs de discrimination isotopique vis-a-vis du carbone 13 (A">C, %o; Min et Max ; gamme de variation) de la matiére

organique foliaire (feuille) et ligneuse (bois) ainsi que des sucres solubles foliaires (ss) chez le peuplier et le saule.

- Nombre de Moyenne + . Gamme de
Genre Espéce Tissu cl\r/[(;il;zzndcee Facteur étudié génotypes / ES ?:/{)‘3 12&::)( Vari%tion pour Référence
populations (%0) AC (%o)
Populus
P. angustifolia feuille forét altitude 30 individus 19,2 23,2 4 Sparks & Ehleringer, 1997
P. balsamifera feuille serre climat, génotype 21 provenances 22,7 23,7 1 Soolanayakanahally et al., 2009
Bois serre climat, génotype 21 provenances 1,1 Soolanayakanahally et al., 2009
P. cathayana feuille serre alimentation hydrique optimale 15 populations 21,6 22,3 0,7 Xu et al., 2008
feuille serre déficit hydrique 15 populations 17,7 20,3 0,6 Xuetal., 2008
feuille pots, extérieur contrdle 1 population 21,4+0,1 Yin et al., 2009
feuille pots, extérieur fertilisation 1 population 20,7+0,1 Yin et al., 2009
feuille  pots, extérieur déficit hydrique 1 population 20,8 £0,1 Yin et al., 2009
feuille  pots, extérieur déficit hydrique & fertilisation 1 population 18,5+0,6 Yin et al., 2009
P. davidiana feuille serre alimentation hydrique optimale 2 populations 22,4 22,9 0,3 Liet al., 2004
feuille serre alimentation hydrique optimale + ABA 2 populations 19,4 21,4 2,0 Liet al., 2004
feuille serre déficit hydrique 2 populations 20,0 22,3 23 Liet al., 2004
feuille serre déficit hydrique + ABA 2 populations 16,6 20,8 4,2 Liet al., 2004
feuille serre alimentation hydrique optimale 3 populations 22,4+ 04 Zhang et al., 2004
feuille serre déficit hydrique 3 populations 19,4 + 0,4 Zhang et al., 2004
feuille serre alimentation hydrique optimale 3 écotypes 22,8 233 0,5 Zhang et al., 2005
feuille serre déficit hydrique 80% 3 écotypes 21,7 23,0 2,3 Zhang et al., 2005
feuille serre déficit hydrique 60% 3 écotypes 20,6 22,6 2,0 Zhang et al., 2005
feuille serre déficit hydrique 40% 3 écotypes 19,6 22,4 2,8 Zhang et al., 2005
feuille serre déficit hydrique 20% 3 écotypes 18,4 21,9 3,5 Zhang et al., 2005
P. euphratica feuille désert variation saisonniére de 8'°C 1 population 202+0,1 19,3 20,7 1,4 Caoetal., 2011

s

25



CHAPITRE 1

Etat des connaissances sur I’efficience d’utilisation des ressources (eau et azote) chez Populus et Salix

Tableau 2. suite

: i Milieu de Y Npmbre de Moyenne + . Gamme de .
Genre Espece Tissu croissance Facteur étudié genotypes / ES Min Max Var1?3tlon pour Référence
populations A"C (%0)
Populus
P. fremontii bois forét climat 52 individus 18,5 17,1 19,2 2,1 Leffler & Evans, 1999
feuille forét site 65 individus 20,5 23,8 3,3 Leffler & Evans, 2001
bois forét site 60 individus 17,1 20,9 3,8 Leffler & Evans, 2001
feuille forét altitude 30 individus 19,5 22,9 34 Sparks & Ehleringer, 1997
P. nigra feuille pépiniére site et déficit hydrique 3 populations 2,3 Chamaillard et al., 2011
feuille pépiniére site 134 génotypes 19,5 23,1 3,6 Ding et al., 2006
bois pépiniere ozone, 2001, 2002 27 individus 19,6 21,4 1,8 Novak et al., 2007
P. przewalskii feuille pots, extérieur contrdle 1 population 21,2+0,3 Yin et al., 2009
feuille pots, extérieur fertilisation 1 population 20,1 £0,5 Yin et al., 2009
feuille  pots, extérieur déficit hydrique 1 population 20,7+0,2 Yin et al., 2009
feuille  pots, extérieur déficit hydrique, fertilisation 1 population 19,4£0,5 Yin et al., 2009
P. simonii feuille forét site 5 individus 16,3 21,3 5 Zheng & Shangguan, 2007b
P. tremuloides feuille forét site 60 individus 19,2 21,3 2,1 Brooks et al., 1997
feuille forét irradiance 8 individus 17,0 19.4 2,7 Buchmann et al., 1997
feuille pépiniere origine génétique 1 population 19.9+0,1 Kanaga et al., 2008
P. trichocarpa feuille pépiniére origine génétique 5 provenances 18,7 23,4 4,7 Gornall & Guy, 2007
P. deltoides x P. nigra feuille peupleraie site 10 génotypes 21,3+0,3 20,1 22,3 2,2 Bonhomme et al., 2008
feuille peupleraie site 10 génotypes 222+0,3 21,3 23,6 2.3 Bonhomme et al., 2008
feuille pépiniére site 50 génotypes F, 20,8+0,0 199 21,6 1,7 Dillen et al., 2008
feuille pépiniere déficit hydrique 8 génotypes 19,8 21,3 1,5 Fichot et al., 2010, 2011
feuille serre origine génétique 31 génotypes 21,8+0,1 21,7 27,9 6,2 Marron et al., 2005
feuille pépiniére 29 génotypes 20,0 £0,1 18,7 21,5 2.8 Monclus et al., 2005
feuille pépiniere alimentation hydrique optimale 29 génotypes 21,6+£0,2 20,5 232 2,7 Monclus et al., 2006




CHAPITRE 1

Etat des connaissances sur I’efficience d’utilisation des ressources (eau et azote) chez Populus et Salix

Tableau 2. suite

Milieu de Nombre de Moyenne + Gamme de
Genre Espece Tissu . Facteur étudié génotypes / M Min Max  variation pour Référence
croissance . ES 13 1o
populations A"C (%0)
Populus
P. deltoides x P. nigra feuille pépiniere déficit hydrique 29 génotypes 21,3+£0,2 19,8 22,3 2,5 Monclus et al., 2006
bois plantation age 9 génotypes 18,4 21,2 2,8 Rasheed et al., 2011
feuille serre variabilité génotypique 6 génotypes 21,4 22,5 1,1 Rasheed et al., 2013
ss serre variabilité génotypique 6 génotypes 222 243 2,1 Rasheed et al., 2013
feuille plantation site, alimentation hydrique 4 génotypes 20,8 20,4 21,2 0,8 Voltas et al., 2006
feuille plantation 4 génotypes 21,1 20,3 21,6 1,3 Voltas et al., 2006
P. deltoides x P. feuille pépiniére 50 génotypes F,  20,5+0,0 198 - 217 1.9 Dillen et al., 2008
trichocarpa
feuille pépiniere 31 génotypes F, 20,8 +£0,0 Dillen et al., 2011b
feuille pépiniere alimentation hydrique optimale 33 génotypes 21,6+£0,1 20,7 22,5 1,8 Monclus et al., 2009
feuille pépiniére déficit hydrique 33 génotypes 22,0+0,1 21 23,1 2,1 Monclus et al., 2009
feuille pépiniére 336 génotypes F; 21,6 +0,0 20,2 229 2,7 Monclus et al., 2012
feuille pépiniére Descendance F, 12,2 22,7 10,5 Rae et al., 2004
feuille peupleraie site 4 génotypes 2,2 Bonhomme et al., 2008
P. deltoides x P. feuille plantation 2 génotypes 20,4 +0,0 DesRochers et al., 2006
petrowskyana
feuille serre pH du sol, source azotée, déficit hydrique 2 génotypes 21,5 23,5 2,0 DesRochers et al., 2007
P. tremula x P. alba feuille plantation transgene gibbérelline 10 constructions 16,7 18,6 1,9 Elias et al., 2012
Salix
S. arctica feuille  calotte glaciere site 2 génotypes 20,0 21,7 1,7 Sullivan & Welker, 2007
bois calotte glaciere site 2 génotypes 17,0 18,6 1,6 Sullivan & Welker, 2007
S. exigua feuille forét site 30 individus 19,1 21,1 2,0 Sparks & Ehleringer, 1997
Salix sp. bois plantation site, année 4 génotypes 18,1 21,3 32 Schifman et al., 2012
feuille pots, extérieur irrigation, fertilisation 14 génotypes 18,5 21,3 1,8 Weih & Nordh, 2002
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1.3. Plasticité phénotypique

La plasticité phénotypique correspond a la capacité d’un génotype a exprimer différents
phénotypes en fonction de son environnement de croissance. La plasticité phénotypique de
AC en réponse aux facteurs environnementaux a été largement étudiée (alimentation
hydrique, fertilisation, climat). Dans le cadre de cette thése, une revue de la littérature (1997-
2012) traitant de la plasticité phénotypique de A"’C a été effectuée (Table 3). Cette revue
regroupe 40 articles traitant de la plasticité de A'*C sur différents fonds génétiques de peuplier
et de saule. Parmi ces 40 articles, 21 articles traitaient de la plasticité de A">C en réponse a un
déficit hydrique et/ou a une fertilisation azotée au sein des genres Populus et Salix. Quel que
soit le fond génétique, de nombreuses études rapportent des diminutions des valeurs de ABC
en réponse a un déficit hydrique (Zhang et al., 2004 ; Monclus et al., 2006 ; DesRochers et
al.,, 2007 ; Bonhomme et al., 2008 ; Fichot et al, 2010 ; Chamaillard et al., 2011 ;
Larchevéque et al., 2011b) a ’exception d’une étude sur des hybrides de P. deltoides * P.
trichocarpa (Monclus et al., 2009). En revanche, les modifications des valeurs de A"*C en
réponse a des différences de fertilisation azotée dépendaient du fond génétique et des
conditions hydriques. Par exemple, des études ont montré que les valeurs de A"°C étaient
négativement liées aux quantités d’azote apportées pour différentes formules hybrides de
peupliers (P. balsamifera x P. simonii, P. deltoides x P. Xpetrowskyana, P. balsamifera x P.
maximowiczii et P. deltoides % P. balsamifera) (DesRochers et al., 2006 ; Larchevéque et al.,
2011a) alors qu’elles étaient positivement liées aux quantités d’azote apportées chez P.
cathayana, P. przewalskii et P. deltoides % P. nigra (Siegwolf et al., 2001; Yin et al., 2009).
A notre connaissance, seules deux études ont traité de la plasticité phénotypique de WUE;
(4 et g) en réponse a une variation de la densité de plantation au sein du genre Populus
(Benomar et al., 2011; Proe et al., 2002). Aucune variation de conductance stomatique en
réponse a une augmentation de la densité de plantation n’a été mise en évidence dans ces deux
¢tudes alors qu’une diminution de An.x €tait observée dans 1’étude de Benomar et al. (2011)
en réponse 4 une augmentation de la densité de plantation. A ce jour, aucun travail ne s’est
intéressé a la plasticité de A"’C en réponse a une modification de la densité de plantation

initiale chez des hybrides de P. deltoides x P. nigra.
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Tableau 3. Revue de la littérature (1997-2012) des études traitant de la plasticité phénotypique de la discrimination

isotopique vis-a-vis du carbone 13 de la mati¢re organique foliaire (A'"*C, %o) pour Populus sp. et Salix sp.

Principale source

Facteur étudi¢  Tissu Effet sur A"*C de variation de Espece Référence
A"C
Age Feuille < P. fremontii Leffler & Evans, 2001
Bois & P. fremontii Leffler & Evans, 2001
Feuille < (entre jours 72 et 93 de Gow P. deltoides x P. nigra Marron et al., 2005
l'expérience)
Feuill P. deltoides x P. ni; Bonh t al., 2008
CUC A entre 2005 et 2006 (site non Eow ettordes mETe onhomme eta
Feuille alluvial) Sow P. deltoides x P. trichocarpa Bonhomme et al., 2008
Feuille ¢'sur | saison de végétation Dsw P. euphratica Cao et al., 2011
Bois & (pas de tendance) Dew P. deltoides x P. nigra Rasheed et al., 2011
Bois < sur 3 ans s et cavitation 4 hybrides de saules Schifman et al., 2012
xylemienne
Altitude Feuille < 4 P. angustifolia Sparks & Ehleringer, 1997
Feuille < A P. fremontii Sparks & Ehleringer, 1997
Feuille < 4 S. exigua Sparks & Ehleringer, 1997
Feuille < P. fremontii Leffler & Evans, 2001
Bois N P. fremontii Leffler & Evans, 2001
Feuille conductance P. balsamifera Soolanayakanahally et al., 2009
interne au
mésophylle
Anatomie Feuille & chez les feuilles lancéolées Gsw P. euphratica Wang et al., 1997
foliaire vs. feuilles cordiformes
Année Bois & ou & ou & précipitations,  P. fremontii Leffler & Evans, 1999
température et
débit d'eau de la
riviere
Bois N Zow P. nigra Novak et al., 2007
Feuille &' (France entre 2004 et 2006) Dow P. deltoides x P. nigra Dillen et al., 2011b
Feuille < (France entre 2005 et 2006) P. deltoides % P. trichocarpa Dillen et al., 2011b
Application Feuille < Gow P. davidiana Li et al., 2004
d'ABA
Déficit Feuille < &sw P. davidiana Zhang et al., 2004
hydrique
Feuille < sw P. davidiana Liet al., 2004
Feuille < Zow P. deltoides * P. nigra Monclus et al., 2006
Feuille (1999 et 2000) Aetggy P. deltoides x P. nigra Voltas et al., 2006
Feuille < Zow P. balsamifera DesRochers et al., 2007
Feuille < Zow P. deltoides % P. xpetrowskyana DesRochers et al., 2007
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Tableau 3. suite

Principale source

Facteur étudi¢  Tissu Effet sur A'*C de variation de Espéce Référence
A"C
Déficit Feuille < Sow P. cathayana Ren et al., 2007
hydrique
Feuille < Zow P. kangdingensis Ren et al., 2007
Feuille < Sow P. cathayana Xu et al., 2008
Feuille < Gsw P. deltoides x P. nigra Bonhomme ef al., 2008
Feuille < Sow P. deltoides x P. nigra Fichot et al., 2009
Feuille & A P. deltoides x P. trichocarpa Monclus et al., 2009
Feuille < P. cathayana Yin et al., 2009
Feuille < P. przewalskii Yin et al., 2009
Feuille Dsw P. deltoides x P. nigra Fichot et al., 2010
Feuille < P. nigra Chamaillard et al., 2011
Feuille < Zow P. deltoides % P. nigra Cocozza et al., 2011
Feuille < Dsw P. deltoides Cocozza et al., 2011
Feuille < Zow P. balsamifera Larchevéque et al., 2011b
Feuille < Dsw P. balsamifera x P. trichocarpa  Larchevéque et al., 2011b
Feuille < Dsw P. balsamifera x P. Larchevéque et al., 2011b
maximiwizcii
Feuille &sw P. deltoides x P. nigra Siegwolf et al., 2001
Feuille & Zow P. deltoides x P. nigra Siegwolf et al., 2001
Feuille < A S. viminalis Weih, 2001
Feuille &sw 14 hybrides de saules Weih & Nordh, 2002
Feuille < A S. viminalis Weih et al., 2006
Feuille < A S. dasyclados Weih et al., 2006
Fertilisation Feuille & P. deltoides x P. nigra Siegwolf et al., 2001
Feuille < (1% saison de végétation) Zow P. balsamifera x P. simonii DesRochers et al., 2006
Feuille ¢ (2°™ saison de végétation) P. balsamifera x P. simonii DesRochers et al., 2006
Feuille < (1% saison de végétation) Zow P. deltoides x P. xpetrowskyana DesRochers et al., 2006
Feuille < (2™ saison de végétation) A P. deltoides *x P. xpetrowskyana DesRochers et al., 2006
Feuille <& AAetS gy, P ocathayana Yin et al., 2009
Feuille <& AAdet™g,, P przewalskii Yin et al., 2009
Feuille < (Compost) P. balsamifera x P. Larchevéque ef al., 2011a
maximowiczii
Feuille < (fertilisation minérale) P. balsamifera x P. Larchevéque ef al., 2011a
maximowiczii
Feuille < (Compost) P. maximowiczii x P. Larchevéque et al., 2011a
balsamifera
Feuille < (fertilisation minérale) P. maximowiczii x P. Larchevéque et al., 2011a
balsamifera
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Tableau 3. suite

Principale source

Facteur étudi¢  Tissu Effet sur A'*C de variation de Espéce Référence
A"C
Fertilisation Feuille < (Compost) P. deltoides x P. balsamifera Larchevéque et al., 2011a
Feuille < (fertilisation minérale) P. deltoides x P. balsamifera Larchevéque et al., 2011a
Latitude Feuille < sw P. davidiana Zheng & Shangguan, 2007ab
Feuille < Gsw P. simonii Zheng & Shangguan, 2007ab
Ozone Bois & Sow P. nigra Novak et al., 2007
pH du sol Feuille < P. balsamifera DesRochers et al., 2007
Feuille < ou < P. deltoides x P. xpetrowskyana DesRochers et al., 2007
Précipitations  Bois N gy et cavitation 4 hybrides de saules Schifman et al., 2012
xylemienne
Sexe Feuille A"C méle > AC femelles A Salix sp. Weih et al., 2006
(WW)
Feuille A"C méle = A"C femelles A Salix sp. Weih et al., 2006
(WD)
Feuille A"C male < AC femelles Zow P. cathayana Xu et al., 2008
(WW)
Feuille A"C male = A"C femelles P. cathayana Xu et al., 2008
(WD)
Site Feuille < avec éloignement de la cote Dsw P. trichocarpa Gornall & Guy, 2007
Feuille A'"C France > ABC Italie A P. deltoides x P. nigra Dillen et al., 2011b
Feuille A'"C France > ABC Italie Zew P. deltoides x P. trichocarpa Dillen et al., 2011b
Site alluvial vs. Feuille < A (site non P. deltoides x P. nigra Bonhomme et al., 2008
site non alluvial alluvial)
Feuille < A (site non P. deltoides x P. trichocarpa Bonhomme et al., 2008
alluvial)
Site sec vs. site  Feuille A'*C site sec < A*C site &sw P. tremuloides Kanaga et al., 2008
humide humide
Taille de l'arbre  Feuille A'C arbre 1m < A*C arbre A P. hopeinsis Tanaka-Oda et al., 2010
(Im vs. 10m) 10m
Température Feuille & A S. viminalis Weih, 2001
Feuille < S. arctica femelle Welker et al., 2004
Feuille < S. arctica male Welker et al., 2004
Feuille < S. arctica Hudson et al., 2011
Type de bois  Bois ABC bois initial > A"C bois A et g, P. deltoides x P. nigra Rasheed et al., 2011
final
Type de Feuille plangon raciné = plangon < Gsw 4 hybrides de peupliers DesRochers & Tremblay, 2009
matériel planté bouture = bouture raciné
UV-B Feuille < &sw P. kangdingensis Ren et al., 2007
Feuille < &sw P. cathayana Ren et al., 2007

Note : A : Assimilation nette de CO, ; ABA: acide absiscique ; g, :

conductance stomatique a la

vapeur d'eau ; UV-B : Ultra-Violet de type B ; < : diminution des valeurs de A”C ; & : augmentation

des valeurs de A”C ; < : aucun effet sur les valeurs de A"°C en réponse a une augmentation du facteur

étudié.
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1.4. Relations entre A"C et productivité

Afin de limiter les colts financiers et environnementaux et compte-tenu des modifications
climatiques actuelles (IPCC, 2007), il est important de sélectionner des génotypes capables de
produire d’importantes quantités de biomasse a moindre colit en eau, c¢’est-a-dire sélectionner
des génotypes a la fois productif et efficient vis-a-vis de I'utilisation de I’eau (c¢f. Introduction
générale). De ce fait, de nombreux travaux étudiant A*C se sont également intéressés a la
productivité (ou ses déterminants) et a la relation entre ces caractéres (Rae et al., 2004;
Marron et al., 2005; Monclus et al., 2005, 2006; Voltas et al., 2006; Bonhomme et al., 2008;
Dillen et al., 2008, 2011b; Fichot ef al., 2009).
Différents types de relations entre la productivité et A”C ont été observés dans la
littérature au sein des genres Populus et Salix :
(i) aucun lien entre productivité et A'>C n’a pu étre observé pour des espéces pures, P.
fremontii (Leffler & Evans, 1999)et P. nigra (Chamaillard et al., 2011), pour des
hybrides issus de croisement P. deltoides x P. nigra (Bonhomme et al., 2008; Dillen et
al., 2008, 2011b; Fichot et al., 2009; Marron et al., 2005; Monclus et al., 2005, 2006;
Voltas et al., 20006) et P. trichocarpa x P. deltoides (Bonhomme et al., 2008; Rae et al.,
2004) et au sein du genre Salix (Aasamaa et al., 2010; Weih & Nordh, 2002; Weih et al.,
2006) suggérant que les deux caracteres pouvaient étre sélectionnés de fagon
indépendante afin d’obtenir des génotypes a la fois productifs et efficients vis-a-vis de
’utilisation de I’eau ;
(ii) un lien négatif entre productivité et A"C a été observé au sein de descendances F; de
P. deltoides x P. trichocarpa en conditions hydriques non limitantes (Monclus et al.,
2009) et au sein du genre Salix (Schifman et al., 2012; Weih & Nordh, 2002, 2005)
suggérant que les deux caractéres pouvaient étre co-sélectionnés de fagon bénéfique,
autrement dit que les génotypes les plus productifs seraient également les plus efficients
vis-a-vis de 1’utilisation de I’eau ; et
(iii) un lien positif entre productivité et A'>C a été observé chez le saule en conditions
hydrique limitante (Weih & Nordh, 2002 ; Weih ef al., 2006) suggérant que les génotypes

les plus productifs seraient les moins efficients pour utiliser 1’eau.
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2. L’efficience d’utilisation de 1’azote

2.1. Définitions

L’azote prélevé par les plantes est en majorité investi dans la machinerie photosynthétique
(Stocking & Ongun, 1962; Evans, 1983) qui elle-méme permet la fixation du carbone. Ce
carbone fixé permet quant a lui la croissance et donc I’accumulation de la biomasse. En raison
de leur importance dans I’explication de la distribution des espéces végétales a travers des
gradients environnementaux, 1’étude des relations entre économie de carbone et d’azote pour
les especes végétales est devenue 1’un des sujets majeurs en écologie végétale.

Le concept d’efficience d’utilisation de 1’azote (NUE) a été défini différemment selon les
disciplines et le contexte des études. Selon les auteurs, NUE comporte deux composantes : la
premiére correspond a 1’efficience d’absorption de 1’azote (NUpE pour N Uptake Efficiency)
qui représente la quantité d’azote absorbée par la plante par rapport a la quantité totale d’azote
disponible dans le sol et la seconde correspond a I’efficience avec laquelle 1’azote est utilisé
pour ¢laborer le rendement (NUtE pour N Utilization Efficiency).

Selon Vitousek (1982), NUE est définie comme la quantité de biomasse produite par une
plante par unité d’azote soit prélevée, soit perdue au cours d’une année dans le sens ou il
considere que la quantité¢ d’azote prélevée est égale a celle perdue dans la litiere. Cependant,
une majorité de 1’azote foliaire est remobilisée vers la tige avant la chute des feuilles. Ainsi, la
remobilisation de 1’azote contenu dans les feuilles associée au processus de sénescence réduit
la quantité d’azote perdue dans la litiere chaque année et par conséquent celle a prélever dans
le sol. Ceci devrait donc avoir pour conséquence une augmentation de NUE en fonction de
I’age des individus. L’azote résorbé des feuilles va étre stocké dans les parties pérennes de la
plante ou utilis¢é pour produire de nouveaux tissus. Ce processus de résorption permet
I’augmentation du temps de résidence de I’azote dans la plante (MRT, Mean Residence
Time). Berendse & Aerts (1987) ont proposé une définition de NUE en associant deux
concepts qui étaient le temps de résidence moyen de 1’azote dans I’arbre et le celui de
productivité azotée (Anp), défini comme la quantité de biomasse produite par unité d’azote
présente dans la plante (g MS g'1 N jour'l). Ce dernier a été rapporté par Ingestad (1979) et a
¢té basé sur 1’observation d’une relation lin€aire et positive entre taux de croissance relatif

(relative growth rate, RGR) et la quantit¢ d’azote présente dans la plante.
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Figure 8. Relation entre NUE a I’échelle de I’individu et PNUE chez 15 espéces de coniféeres. NUE a 1’échelle de
I’individu a été calculée a partir du taux de croissance relatif moyen, mesuré sur plusieurs mois alors que PNUE a été

calculée a partir de mesures instantanées de la photosynthése réalisées sur plusieurs minutes (Cernusak et al. 2008).
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Berendse & Aerts (1987) proposent donc de redéfinir I’efficience d’utilisation de I’azote
comme étant le rapport entre la productivité azotée (Anp) et le temps de résidence moyen de
I’azote dans la plante (MRT).

Au niveau des parties aériennes, NUE a été définie plus simplement comme le rapport
entre la productivité aérienne et la quantité d’azote prélevée dans le méme laps de temps
(Gray, 1983 ; Aerts, 1990 ; Lodhiyal ef al., 1995a ; Adler et al., 2008 ; Weih et al., 2011a).
Sachant que 1’azote contenu dans les tissus des végétaux représente approximativement la
quantité d’azote prélevée par la plante dans le milieu, deux indices sont couramment utilisés
pour les especes agronomiques et forestieres (Laclau ef al., 2000; Safou-Matondo et al., 2005)
y compris pour le peuplier (Li ef al., 2012) et le saule (Adegbidi ef al., 2001; Tharakan ef al.,
2005). Ces deux indices sont la « N Efficiency Ratio » (NER) et I’efficience d’utilisation de
I’azote au niveau de la tige (Stem N Use Efficiency, SNUE). IIs correspondent respectivement
au rapport entre la production de biomasse totale (aérienne et racinaire) et la quantité¢ d’azote
présente dans les tissus de la plante entiére pour NER et au rapport entre la production de
biomasse aérienne et la quantité d’azote présente dans les tiges pour SNUE. Pour des raisons
méthodologiques, la SNUE a été retenu dans la suite du manuscrit.

A Téchelle foliaire, I’efficience photosynthétique de I’utilisation de 1’azote (PNUE)
correspond au rapport entre le taux d’assimilation nette de CO, (4, mmol CO, m™ s™) et la
concentration en N foliaire (mmol N m™). Il a été montré que PNUE est un bon estimateur de
NUE pour 15 espeéces de coniféres (Figure 8; Cernusak et al., 2008). L’efficience
photosynthétique de I’utilisation de I’azote, c’est-a-dire la capacité photosynthétique par unité
d’azote foliaire (umol CO, s g N™'), est trés variable entre espéces. Ces différences de PNUE
sont généralement attribuées a des différences de distribution de 1’azote au sein de la feuille
(parois cellulaires, mitochondries, métabolisme cytosolique, appareil photosynthétique, etc.)
et de la machinerie photosynthétique (protéines des thylakoides et du stroma), et de propriétés
mécaniques comme la conductance mésophyllienne qui varie en fonction des propriétés
structurales des feuilles (Hikosaka, 2004).

Les especes a faible PNUE présentent généralement une faible conductance mésophyllienne,
une faible proportion d’azote foliaire allouée a la machinerie photosynthétique (Warren &
Adams, 2004) contribuant ainsi a de faibles taux de fixation du carbone et donc a de faibles
productivités. Les espéces a forte PNUE présentent quant a elles d’importantes quantités
d’azote foliaire allouées aux processus de photosynthése, entrainant des taux élevés de

fixation du carbone se traduisant par un fort potentiel de croissance (Hikosaka, 2004).
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2.2. Variabilité génétique

L’efficience d’utilisation de I’azote varie entre genres, especes, hybrides interspécifiques
et entre génotypes d’une méme espece. Des valeurs de NUE variant de 130 a 450 g de matiere
séche par g d’azote prélevé ont été observées pour le peuplier (Heilman & Stettler, 1986 ;
Lodhyial et al., 1995a ; Berthelot ef al., 2000 ; Jorgensen & Schelde, 2001 ; Calfapietra et al.,
2007 ; Liet al., 2012) et une variation de 104 a 180 g de matiére séche par g d’azote prélevé a
¢té montrée pour le saule (Jug et al. 1999a; Adegbidi et al., 2001 ; Jorgensen & Schelde,
2001 ; Tharakan et al., 2005). Les valeurs de NUE rapportées dans la littérature pour des
especes pures de peupliers comme P. alba : 150 kg MS kg'1 N (Calfapietra et al., 2007) ; P.
nigra : 150 kg MS kg™ N (Calfapietra et al., 2007) ; P. popularis : 190 kg MS kg N (Li et
al., 2012) étaient moins élevées que celles observées pour des formules hybrides intra-
spécifiques telle que P. deltoides : 159 kg MS kg N a 175 kg MS kg N (Lodhyial ef al.,
1995a) et interspécifiques telles que P. trichocarpa % P. deltoides : 420 kg MS kg'1 N a 450
kg MS kg N (Berthelot ez al., 2000) ; P. xeuramericana : 160 kg MS kg N (Calfapietra et
al., 2007); P. alba x P. gladulosa : 210 kg MS kg™ N (Li et al., 2012). Pour plus de 200
génotypes de saules, une variation de NUE entre sexes a été¢ observée (Weih ef al., 2011b).
Les individus femelles montraient des valeurs de NUE plus faibles que les individus males
quelle que soit la condition de culture (état hydrique) suggérant que NUE était dépendante du
sexe et du fond génétique (Weth et al., 2011b). En plus de varier entre especes et entre
génotypes, ’efficience d’utilisation de 1’azote d’un génotype donné est modulée par les

conditions environnementales dans lesquelles il est cultivé.

2.3.  Plasticité phénotypique

Il a été mis en évidence que le contenu en azote présent dans les différents compartiments des
arbres évoluait en fonction de la période de I’année mais également du tissu et de 1’age de
I’arbre. Baker & Blackmon (1977) ont observé dans une plantation de P. deltoides que 1’azote
foliaire remobilisé au moment de la sénescence était alloué différemment entre les branches,
les tiges et les racines avec plus de la moitié¢ de 1’azote total présent dans les arbres stocké
dans le compartiment racinaire (estimé a 20 kg N ha™). Le taux d’exportation d’azote de la
plantation calculé au moment de la récolte diminue avec 1’age des arbres. En effet, plus un
arbre vieilli, moins la proportion d’écorce par rapport au bois est élevée. Le fait qu'une part

importante de 1’azote des tiges soit contenue dans I’écorce explique en partie cette diminution
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de la quantité¢ d’azote exportée. Ainsi, avec une augmentation de 1’age, une plus grande
quantité¢ de biomasse par unité¢ d’azote prélevée est produite (Nilsson & Ericsson, 1986). Une
autre conséquence de la diminution de la concentration en azote de la tige avec 1’age est la
réduction des pertes (quantité d’azote exportée) par tonne de biomasse récoltée. Pour des
arbres agés de quatre ans, une gamme de variation pour le taux d’exportation d’azote allant de
7,7 4 22 kg ha” an' a été montrée (Bungart & Hiittl, 2001). Dans une autre étude, plus la
plantation était agée, plus les prélévements d’azote dans le milieu étaient importants
(Lodhiyal et al., 1995b ; Lodhiyal & Lodhiyal, 1997). Pour deux génotypes de P. trichocarpa
x P. deltoides agés de huit ans, le taux d’exportation d’azote variait de 22 4 25,8 kg N ha™ an”
! (Berthelot ef al., 2000). Dans des plantations de saule, la quantité d’azote exportée par ha
évoluait en fonction du type d’azote apporté : une plus faible quantité d’azote était exportée
par ha dans une plantation non fertilisée (105 kg N ha™), trois fois plus en cas de fertilisation
minérale et plus de cinq fois plus en cas d’apport de lisier (Adegbidi ef al., 2001 ; Cavanagh
et al., 2011 ; Marmiroli et al., 2012). Une récente étude a montré que 1’exportation d’azote
dans un TTCR de Robinia pseudoacacia produisant 6 T MS ha™ an™ est de I’ordre de 50 kg
ha™ an™ (B6hm et al., 2011b).

Il a été observé que NUE et PNUE étaient modulées par le niveau de fertilisation azotée,
la concentration en CO, de I’air, I’age du matériel végétal, mais également la densité¢ de
plantation. Ainsi, une augmentation de 1’apport d’azote entrainait une diminution de NUE
suggérant que la fertilisation azotée de plantations de P. popularis et P. alba x P. glandulosa
devait étre gérée de fagon raisonnée (Li et al., 2012). Il a été rapporté pour P. nigra que moins
les quantités d’azote disponibles dans le milieu étaient importantes, plus PNUE était élevée
(Pons & Westbeek, 2004).

Dans une synthese réalisée sur quatre expériences d’enrichissement de 1’air en CO; (Free
Air CO, Enrichment, FACE), Finzi et al. (2007) ont pos¢ comme postulat qu’une
augmentation de la productivité des foréts en conditions de CO, atmosphérique élevé ne
pouvait €tre soutenue que si (i) plus d’azote était prélevé dans le sol ou (ii) 1’azote présent
dans la végétation était utilisé plus efficacement, c’est-a-dire via une augmentation de NUE.
Une augmentation de NUE semblait étre liée a une diminution de concentration en azote dans
les tissus (Anp) pour des peupliers cultivés sous des concentrations en CO, atmosphérique
¢levées (Calfapietra et al., 2007 ; Lagomarsino et al., 2008). En effet, une augmentation de la
concentration intracellulaire en CO; (¢;) associée a une diminution de d’assimilation

maximale de CO;, (4max) contribuait & une augmentation de PNUE en réponse a de faibles
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niveaux d’azote disponibles pour la croissance des arbres (Makino et al., 1988 ; Evans et al.,
1989 ; Fredeen et al., 1991 ; Pons & Westbeek, 2004).

I1 a également été observé que NUE augmentait avec 1’age du matériel végétal (166 g MS
g' Nas5anset 175 g MS g N a 8 ans (Lodhiyal et al., 1995b). Benomar ez al. (2011) ont pu
mettre en évidence que PNUE variait en fonction de la densité de plantation, PNUE était plus
élevée pour les arbres cultivés & forte densité (10 000 arbres ha™). Cette augmentation de
PNUE était liée a une augmentation de la surface massique foliaire (Specific leaf area, SLA).
En effet, une augmentation du SLA est associée a une diminution des cofits de construction
foliaires (Feng et al., 2008). Elle diminue également la fraction d’azote foliaire allou¢e aux
parois cellulaires, laissant plus d’azote disponible pour la machinerie photosynthétique
(Onoda et al., 2004). Ainsi, ’augmentation du SLA semble étre trés importante pour la
maximisation des valeurs de PNUE et des gains de carbone a I’intérieur de canopées soumises

a de fortes compétitions (Schieving & Poorter, 1999 ; Benomar ef al., 2011).

2.4. Relation entre NUE et productivité

A notre connaissance, peu d’études se sont intéressées a la relation entre NUE et la
productivité. Toutefois, des relations variées ont été mises en évidence en fonction de
I’espece. Tharakan et al. (2005) ont pu mettre en évidence une corrélation positive entre la
production de biomasse et NUE dans une étude réalisée avec 30 génotypes de saule. Ces
résultats suggérent que parmi les 30 génotypes de saule étudiés dans cet article, il serait
possible de sélectionner des génotypes a la fois productifs et économes en termes d’utilisation
de l’azote. Cependant, d’autres types de relations ont été observés entre NUE et les
déterminants de la productivité. Ainsi, Gornall & Guy (2007) ont observé une corrélation
négative entre NUE et la hauteur de 1’arbre pour P. trichocarpa.

Ces résultats suggerent un compromis entre NUE et la productivité puisque les arbres les
plus hauts, donc les plus productifs, sont ceux qui utilisent le moins efficacement 1’azote. Une
corrélation positive entre SLA et PNUE a ¢été mise en évidence par Poorter & Evans (1998).
Une amélioration du partitionnement de I’azote entre les feuilles et au sein de le feuille au
travers de la modulation du SLA peut entrainer une augmentation des valeurs de PNUE
(Benomar ef al., 2011). Ces résultats suggerent qu’en cas de compétition intense, les individus
les plus productifs seraient également ceux qui utiliseraient le plus efficacement 1’azote au

niveau foliaire rendant ainsi possible une sélection conjointe de ces deux caracteres.
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Résumé de P’article

Dans cette étude, il a été évalué¢ comment I’effet de la densité de plantation (TCR vs. TTCR)
sur I’efficience d’utilisation de I’eau (WUE) et les caracteres liés a la croissance pouvait étre
modulé par les caractéristiques pécoclimatiques pour des hybrides de peuplier (Populus
deltoides x Populus nigra) cultivés a des fins de production de biomasse. Dans ce but, 56
génotypes ont été plantés a deux densités de plantation répliquées a deux sites qui se
différenciaient par leurs niveaux de disponibilité en eau et en azote. Les valeurs d’héritabilité
les plus ¢élevées ont été observées pour la date de débourrement ; les valeurs d’héritabilité
observées pour les autres caracteres étaient largement modulées par la densité de plantation et
le site. Les arbres cultivés a forte densité (TTCR) avaient une croissance secondaire plus
faible, des valeurs de SLA plus fortes ainsi que des plus fortes teneurs massiques en azote
folaires. La densité de plantation affectait également la croissance primaire et les valeurs de
APC bien que les effets observés étaient dépendant du site considéré. Sous des conditions de
croissance optimales, une augmentation de la densité de plantation exacerbait la compétition
pour la lumiére se traduisant par une plus forte croissance primaire et des valeurs de A"’C plus
¢levées. Sous des conditions de croissances sub-optimales, une augmentation de la densité de
plantation se traduisait par une compétition pour I’eau entrainant des plus faibles valeurs de
APC. Quel que soit le systéme de culture et le site, aucun antagonisme entre WUE et la
croissance n’a été observé, confirmant ainsi un potentiel pour la sélection de génotypes ayant
a la fois une forte efficience d’utilisation de I’eau avec une croissance satisfaisante pour des
hybrides de P. deltoides x P. nigra. Le classement des génotypes était dans I’ensemble
conservé entre densités de plantation au sein de chaque site laissant 1’espoir d’identifier du
matériel végétal au comportement similaire quel que soit le systéeme de culture. Toutefois,
I’importance des interactions Génotype x Site mises en évidence dans cette étude laissent
suggérer que la sélection des génotypes devra étre réalisée en fonction des conditions

pédoclimatiques dans lesquelles le génotype sera cultivé.
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Poplar coppice plantations for biomass production can be conducted under either short rotation coppice
{SRC) or short rotation forestry (SRF) systems, depending on planting density and rotation length. It is
likely that differences in planting density affect tree physiology through competition for resource acqui-
sition, including light, water and nutrients. In this paper, we hypothesized that the effects of planting
density on growth and water-use efficiency (assessed through bulk leaf carbon isotope discrimination,
A™() in poplar depend on site characteristics in terms of soil fertility and water availability. To test this
hypothesis, 56 Popules deltoides =« P.nigra genoty pes were planted under both SRC and SRF and eplicated
at two sites differing for pedoclimatic conditions. Atthe most favorable site for growth, trees grown atthe
higher density (SRC) displayed higher stem height, lower stem crcumference, higher specific leaf area,
higher mass-based leaf nitrogen contents and higher A™*C, indicating that increased tree density mainly
accentuated competition for light. Under less favorable conditions, trees gronwn under SRC still displayed
lower stem cimumference, higher specfic leaf area and higher mass-based leaf nitrogen contents.
However, stem height emained unaffected by increasing planting density while A'3C was lower, likely
because of increased competition for water availability. Cenotypic rankings acmss planting densities
were overall conserved while they were significantly modified across sites, suggesting that rankings
for genaty pic performances were much less affected by planting density than by site. Realized growth
measured after 2 years (height and cirumference) was weakly correlated with A™*C, buta negative rela-
tionship between A'C and growing season leaf increment rate was ohserved in most cases. The absence
of trade-off between growth and water-use effidency combined with the large genotypic varations
observed for these traits confirms the potential for selecting genotypes with high water-use efficdency
without counterselecting on biomass producton in P. deltoides = F. nigra.

@ 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

temperate climate (Karp and Shield, 2008) mainly because of their
high productivity and their good coppicing ability (Dillen et al.,

Renewable resources such as woody blomass have received
renewed interest with regards to the increasing world energetic
demand (Karp and Shield, 2008). Poplars (Populus spp.) are part
of the species recommended for bioenergy plantations uwnder
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201 1a} However, although poplars are known to consume a large
amount of water and to be very sensitive to water deficit (Liang
et al, 2006), irrigation of large scale plantations is not conceivable,
Optimizing the carbon/water trade-off is thus important for such
plantations (King et al., 2013), and the identification of plant mate-
rial combining satisfactory growth with higher water-use effi-
ciency (WUE) may be one step to achieve this goal.

Water-use efficiency describes the rate of COz uptake or plant
dry matter production for a given rate of plant water loss: there-
fore, WUE can be defined at different biological and time scales.
Whaole-plant WUE (transpiration effidency ), Le. the ratio of total
biomass produced to total water used during the same period,
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has been shown to vary among species and genotypes (Cernusak
et al, 2011; Clifton-Brown and Lewandowski, 2000 Linderson
et al., 2007; Raper et al., 1992 ). Water-use efficiency can also be as-
sessed instantaneously through leaf gas exchange as the ratio be-
twieen net OO0, assimilation rate (A) and stomatal conductance to
water vapor (g ) (WUE, intrinsic water-use efficiency ). In poplar,
bulk leaf carbon isotope discrimination (A'3C) has been shown to
scale negatively with WUE, at leaf level (Fichot et al., 2011; Mon-
dus et al., 2006; Ripullone et al., 2004) and more recently with
ranspiration efficiency at the whole-plant level (Rasheed et al,
2013). Significant genetic varlations in A'C have been reported
in poplar, both under controlled and feld conditions (Bonhomme
et al., 2008; Dillen et al, 200 1b; Gornall and Guy, 2007; Marron
et al, 2005; Monclus et al, 2008, 2012; Scolanayakanahally
et al, 2009). In addition, WUE assessed through A™C has been
shown to be modulated by water availability (DesRochers et al.,
2007, Larchevéque et al, 2011; Monclus et al, 2006; Xu et al,
2008), nutrient availability (DesRochers et al, 2006, 2007 : Siegwoll
et al, 2001), age and developmental stage (Leffler and Evans, 2001;
Marron et al., 2005; Rashead et al., 2011), or site (Bonhomme &t al.,
2008; Chamaillard et al., 2011; Dillen et al., 2011k}

Plantadons for woody biomass produdion can be adapted
depending on planting density and rotation length. Two coppice
systems can be typically used for poplars (Eppler and Petersen,
2007): short-rotation forestry (SEF) which is based on planting
densities ranging from 1000 to 2000 trees per hectare (ha) and
rotation lengths varying between 6 and B years, and short-rotation
wppice (SRC) which is based on denser planting densities
(BO00-15000 trees per ha) but shorter rotaton lengths (typlcally
between 2 and 4 years) To our nowledge, the effect of planting
density on WUE remains so far undocumented in poplar, Only
few studies have investigated how A"C responds to planting den-
sity in other woody species, leading to conflict ng results: no difer-
ences in AYC values were evidenced between low and high
planting densities in Peeudotsuga menziesii (Mirb.)) (Woodruff
et al, 2002}, higher planting densities have been shown o be asso-
dated with lower A™C in Pinus halepensis (Mill) (Querejeta et al.,
2008), and Pinus ponderosa (Lawson) (McDowell et al., 2003), but
the opposite trend has also been observed in Finus radiata (Don)
and Pinus nigra (Arnold) trees (Martin-Benito et al,, 2000; Walcroft
et al, 1996; Warren et al, 2001} Comparatively, the effeds of
planting density on growth have already been documented. A
decrease in stem circumberence is a commonly observed response
o increasing planting density in poplar (Benomar et al, 20012;
DeBell et al, 1996) Howewver, in fast growing hardwoods, tree
height has been shown to increase, decrease, or remain unchanged
with increasing planting density (Alcorn et al, 2007; Benomar
et al, 2012; DeBell et al., 1996; Fang et al, 1999; Kerr, 2003; Pin-
kard and Neilsen, 2003).

The effect of plantng density on tree physiology is fundamen-
tally mediated by competiion for resouroe acquisition, including
light, water and nutrients (Benomar et al, 2012; Bullard et al,
2002a, 2002b; Debell et al., 1996; Green et al., 2001). In this paper,
we hypothesize that the effects of planting density on growth and
WLUE in poplar depend on site characteristics in terms of soil fertil-
ity and water availability. Specifically, we hypothesize that when
so0il conditions are favorable in terms of water and nutrients,
increasing planting density would primarily accentuate plant com-
petition for light; expected results on plant physiology would be on
oe hand, an increase of the ratio between shoot primary and sec-
ondary growth and on the other hand, a decrease in WUE as a con-
sequence of a decrease in net assimilation rate due to light
limitation (increase in A'C: Buchmann et al, 1997). Favorable
environmental conditions are known to maximize the expression
of genetic variations for growth (Monclus et al, 2006, 2009; Cha-
maillard et al, 2011); in these conditions, genotypes displaying

maximum biomass production, increased canopy size, and conse-
quently higher water demand may also exhibit better stomatal
regulation in order to limit water losses, resulting into a higher
intrinsic WUE and therefore a posiive relationship between
growth and WUE. In contrast, when soil conditions are limited
for water and nutrients, we hypothesize that growth would be re-
duced and increasing planting density would primarily accentuate
plant competition for soil resources, Expected result on plant phys-
iology would be a more moderate increase in the ratio between
shoot primary and secondary growth and an increase in WUE as
a consequence of water limitation {decrease in A™C: Chamaillard
et al., 2011; Fichot et al, 2010; Larcheviéque et al, 2011; Monclus
et al, 2006), Less favorable environmental conditions may limit
the expression of genetic variations for growth (Monclus et al,
2006, 2009), and may therefore hamper the detection of a relation-
ship between growth and WUE. In order to test these hy potheses,
56 P. deltoides = P. nigra genotypes were planted under SEF and
SRC systems and replicated at two sites contrasted for soil fertility
and soll water availability. Given that most of the studied geno-
types were new and still under west, a corol lary to this study was
to characterize the extent of genotypic variations for the traits of
interest.

2. Materials and methods
2.1 Site characterizafion and management

The two sites were located in northern France at Echigey (ECH,
Cite d'Or, 47°10°FN 5°11°E, 197 m abowve sea level) and at Saint-
Cyr-en-Val (SCV, Loiret, 49°81°'N 1=98'E, 100 m above sea level)
Field tests were established in spring 2000 at ECH and 2010 at
S5CV using 25-cm-long woody-stem cuttings of 56 unrelated
Popuhe deltoides » P. nigra genotypes: 39 were under test by the
French ‘Groupement d'lntérét Sclentifique peuplier (GIS peuplier]’,
nine were under test by the ltalian “Alasia Franco Vivai' company,
and eight were available on the market. At each site, two tests were
sel up corresponding to two planting densities: a short-rotation
forestry (SRF) system with single rows of 2 m between trees and
3.5m between rows (oo, 1400 trees ha™'), and a short-rotation
coppice system (SRC) using a double-row planting scheme with
alternating distances of 0,75 m and 2 m between the rows and
1 m between rees within the rows (o, 7200 trees ha™'). Each test
consisted in 10 complete randomized blocks and each block was
composed of one ree per genotype (56 trees per block = 10
blocks = 2 planting densities = 2 sites) Meither fertilization nor
irrigation was applied. Only herbicide was used right after planting
in order to control weed vegetation (3.5 L ha-" GARDENET Paysage,
Dow AgroScience SAS, Mougin, France), Trees were not cut down
after the first year of growth. Meteorological data at each site were
obtained from the closest meteorological station (Météo Franoe)
During the second year of growth (e the year of measurements),
the mean summer temperature (May-August) was the same at
both sites (17.4°C) while summer precipitation was 382 mm at
ECH and only 189 mm at SCV,

Prior to planting, soll composition of the upper layers was ana-
lyzed at each site and for each planting density by collecting five
samples at 0-20 and five samples at 20-40 cm depths using core
sampling over the entire field test area (5 samples = 2 depths = 2
planting densities = 2 sites). Soil analyses were performed by the
service unit 10 Soil Analysis Laboratory of Arras (US 10, LAS Arras,
INRA Lille, France). For each sample, soil texture (% Sandf® Siltf&
Clay), composition [organic matter content (OM, g kg™ ), total car-
bon content (C, g kg='), and nitrogen content (M, g kg=")], and pH
were determined. Results indicated that the soil at ECH was a
silty-clay type (58% Sand/42.5% Silt/51.7% Clay) and the soil at
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Fg 1. Annual time course of soil water content () for the shorn-rotation forestry (dashed line ) and the short-rotation coppice | dosed line) systems at Echigey (A)in 2010

and at Saint-Cyr-en-Val (B) in 2011

SOV was a sandy-loam type (65.2% Sand|253% Silt/9.5% Clay) The
s0il of ECH had higher amounts of OM than SOV (621 vs. 15 g kg™ "),
Cl359vs B6eke "L N(3.2 vs 07 g kg™ "), and higher pH (75 vs
55}

Soilvolumetricwater content (% )at 20 cm was measured contin-
uously at each site and for each planting density using time d omain
reflectometers (model CS616, TDR TYPE, Campbell Scientific, Logan,
UT, USA). Data were collected automatically every 15 min, stored on
a data-logeer (model CR1000, Campbell Sdentific, Logan, UT, SA)
and averaged over 24 h, Overall, soll water content during the year
of measurement was always higher at ECH than at SCV (Fig. 1)

22 Meas urements

At each site and for each planting density, measurements were
realized during the second growing season of the first rotation
(2010 at ECH and 2011 at SCV) on five randomly selected trees
per genoty pe, Most rees weresingle stem; in the case where more
than one stem had developed from the cutting after planting, mea-
surements were limited to the dominant axis.

221, Phenology

Phenology was characterized for each genotype by the dates of
bud burst and bud set. From early March onward, the top of the
stem was monitored weekly and the date of bud burst was re-
corded when the apical bud was completely opened with leaves
still clustered wgether (Bud burst, Day of Year — DOY) (Castellani
et al, 1967} At the end of the growing season, the date of bud
set was recorded when the apical bud was closed and red-brown
(Bud set, DOY) (Rohde et al, 2010). Growing season length (GSL,
days) was then calculated as the difference between the dates
(DOY) of bud set and bud burst.

222 Leaf traits

At the end of July, the first fully illuminated leal with the max-
imal leal area (foliar rank 15-19 from the first top leal exceeding
20mm in length) was collected on each tree (Monclus et al,
2006); leaves were approximately 1.5 and 2 month-old at Echigey
and Saint-Cyr-en-Val, respectively. Individual leal area (LA, cm®)
was immediately determined using a leal area meter (Li-Cor, Li-
30004, Lincoln, Nebraska, USA)L The leaves were then oven-dried
at 60°C for at least 48 h, weighed, and specific leal area (SLA,
o g~ ) was caloulated as the ratio between LA and the leal dry
mass. Total carbon and nitrogen contents (Cyy and My, mg g7')
and carbon isotopic composition (8'3C, %) were assessed from
1 mg of homogeneous leal dry powder using an ele mental analyzer
(MCS2500, EAMA 1110, CE instrument Thermo Quest, Italy)
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coup led with an isotope ratio mass spectrometer {Delta S, Finnigan
MAT, Bremen, Germany). Carbon isotopic composition (6'3C) was
calculated relative to the Vienna Pee Dee Belemnite standand as:

8 = ((Roample — Retandard)/ Resantara ) x 1000 (%)

where Remgie a0d Roangarg are the P00,/ 300, ratios of the sample
and the standard, respectively (Farquhar et al., 1989), The accuracy
of '3C measurements during the time samples were passed on the
[RMS was +0,14%. (standard error, SE). Carbon isotope discrimina-
tion (A 'C) between source air and bulk leal organic material was
then calculated according to Farquhar and Richards (1984), as:

APC = (Sar — Bptane) /(1 + (Bptace/1000)) (%)

where d;,; Is the sowopic composition of the air (assumed to equal
—8%x) and dyane 1 here the isotopic composition of leal organic mat-
ter. An increase of A'™C values s assoclated with a decrease of
intrinsic water-use efficlency as evidenced by Farquhar and Rich-
ards (1984). The relatonship has been observed for many plants
species, including poplar (Fichot et al, 2011; Monclus et al., 2006;
Ripullone et al, 2004,

223 Tree architecture, growth dynamic and biomass caleuladons

Before bud burst, the number of sylleptic branches was counted
and expressed per unit stem height (Syl, m™"). Stem height {Height,
cm) and number of leaves were measured every 2 weeks during
the growing season in order to calculate a leal increment rate
(dnl/dt, number of leaves per day). Stem circumference at 20 cm
aboveground (Circ, mm) was measured at the beginning and at
the end of the growing season,

All trees cultivated under the SRC system were cut back at 5 cm
for biomass quantification at the end of the growing season (Janu-
ary 2011 at ECH, January 20012 at SCV); because of longer rotation
lengths, tree biomass was not estimated under the SEF system. For
the SRC system, stem fresh mass was meassured separately from
the branches and from the rest of the shoot Stem samples of
20-cm-long were collected on each tree at 1 m aboveground. All
samples were then weighted before and after being oven-dried at
55°C during 2 weeks for the determination of the dry/fresh mass
ratios. This ratio was then used to compute individual tree above-
ground dry biomass (TDB, g) as:

TDE = dry/fresh mass ratio » total individual fresh mass
23 Statitcal analyses

Statistical analyses were performed with the R software (R
Development Core Team, 2010). Data were found to meet the
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assum ptions of homoscedasticity and the normality distribution of
residuals. All statistical tests were considered significant at
P = 005 Means are expressed with their standard error. For each
density at each site, the following ANOVA model was adjusted to
individual data:

Yy=p+B+G+a

where Yy refers o the tested variables, g refers to the grand mean of
the tested variables, the effect of the blodk { (B,) was considered as
ficed, the effect of the genotype §(Gy) as random, and “g° refers o
thee residual value of the model. For each trait, genetic and residual
variance components (- and o2, respectively) were caleulated by
equating observed mean squares to expected mean squares and
solving the resulting equations according to the Henderson 11 pro-
cedure (Henderson, 1953 ). The coefficlent of genetic variation (CVc)
was calculated as CVg = (og = 100)/w. Broad-sense heritability [ H*)
was computed on an individual basis as H* = o2/(¢2 +02) and
standard errors associated with values of H? were calculated as
described by Singh et al. {1993 ).

The following three-way ANOVA model was then used in order
o analyze the influence of genotype, planting density, sitefyear,
and their interacdons on the production and water-use character-
istics described abowve:

Yo =p1+0G +D0c +5Y1 + G = D + G =S¥+ D = 5Yi + G = Die
= 5Y) + 5w

wihizre 'l"'m refers to the tested variables adjusted to block effects
(¥ =Y — B, Dy refers o the effect of the factor “planting density’,
5¥) refers to the effed of the factor *site/year’ (induding the pedocli-
matic and year effects) considered as ficed, and g, refers to the
model residual. Relationships among traits were explored using lin-
ear correlations (Pearson’s correlation coefficient, r,) on genotypic
mians. The stability of genoty pic ranking between sites or between

Table 1

planting densities was assessed by com puting Spearman’s rank cor-
relation coefficient (r;) on gENOLYPIc Means,

3. Results

Maost raits were significantly influenced by planting density
(Tables 1 and 2). Trees grown under SRF had greater circumierence
and lower SLA than trees grown under SRC (Tables 1 and 2). How-
ever, the effect of planting density was modulated by site in most
cases (Table1). For instance, values of A™Cand Height were lower
wnder SEF than SRC at Echigey (the wetter site) while the opposite
trend was observed at Saint-Cyr-en-Val (the drier site) (Table 2,
Fig. 1. At Echigey, height growth differences between SRC and
SRF were progressively amplified along the growing season, trees
growing taller in the SRC (Fig. 2). In contrast, growth differences
between SRC and SEF were remarkably buffered at Saint-Cyr-en-
Val for the period from early June to the end of July (Fig. 2), which
corresponded to a period with very low water availability (Fig 1}
Owerall, the range of genotypic variation for growth-related traits
was larger at Echigey than Saint-Cyr-en-Val, while the opposite
pattern was observed for A'3C (Table 2} Genotype x Site/Year
interactions were significant for all traits (Table 1), Geno-
type = Density interactions were significant for all traits except
for Cy (Table 1). Genotype rankings between SRF and SRC were
overall conserved at each site (Table 1), while genotype ranki ngs
between sites were mainly conserved for phenology- and archivec-
ture-related traits only (Table 1). Density = Site/Year interactions
were significant for all traits, except for Mw, while Geno-
type = Density = Site/Year interactions were also significant in
most cases, except for Height, dnl jdt, and Cw (Table 1)

Irrespective of planting density and site, significant variation
among genotypes was observed for all traits (Tables 1 and 2}
The range of variation for A™C was always larger than 3% (Ta-
ble 2). The highest CV: values were recorded for Syl (425-
115.8%) (Table 3). Highly variable values of heritability {H*) were

Results af the thres-very ANOVA and Spexrman’s rank eosllicients (r,) basad on 56 genotypic memns snd exlouls ted 2o ess planting densities st both s tes (SFF ¥ SRC) and scros
sites for asch planting density (BCH 2 50V L G =elled of Genotype: D= effect of planting Density, 5Y = effect af Site and Year: and their intersctions (G = DG = 5¥. D = 5Y, and

Gx D= 5Y)L
ANDVA Spearman’s rank coeficients
G D s GxD G = 5Y D= SY GxDx5Y SRF v SRC ECH v&. 50V
ECH 500 SRF SR
Growth
TDE(g) tan na C na tan na na na na na 2=
Height (em) Eh o - = e - P o= 057 Q0= alg=
Cire (mm) - - - - - - - 03g” [ L o.a0™ 026™
dnfdr (day1) . s - L L . fid o4z 021 034+ a20=
Architecure
Syl (m™) - s - - - - - o71™ [iE: e [iT- ar™
Phenakogy
Bud burst (DOY) . e e . e . . - P— - P
Bud sat (DOY) - - - - =" . 08" 063" 047 043"
GSL (days) = - - — “‘ “‘ - 057" 068 048" L
Leaf
LA (em?) L - - - . L - osz"" 055" 027 [kl
SLA (am® g e _ - -t s e - [T [ 037" la™
Ny (mgg™) L - - - . ns - 0.s0™ o 0.03= o=
Cy (mge™) = it = it = = it L 02z 024= woE=
AP (%) - - - - - - - 053" 058 042" an=

Abbreviations: SRF, short-rotation frestry; SRC, $hort-rotation coppice; ECH, Echigey: SOV, Saint-Cyr-en-Val; TDE, tree shoveground dry biomass; Cine, circumference: dnljdt,

leal increment rate ) Syl mumber of sylleptic branches per unit of em

heeighit; DOY, day of year; GSL growing sexton length; LA, leal ares; SLA specific leal anes; Na, mas

based leal nitrogen content; Oy, mass based leal carbon content; A"C, bulk leal carbon isotope discrmination; na, not applicable

* Pg 005,

* Pg 001,

" P £ 00001,

= Non-significan .
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Talde 2
General mexn +3tandsrd emor (SE) and genoty pic range of varistion cxlal sted for 211
traits at esch planting density (SRC va SRF) and at each site (ECH v S0V)

Site  Planting Mean +SE Range of
density variation
Graveth
TDE (g) ECH  SEF na na
SRC 16236¢ 1006 458.4-39516
50V SRF na I
SR 47064 196 15459218
Height (cm) ECH  SRF 4274433 381.5-478.5
SRC 4303+58  3625-5815
S0V SRF 2980+34  2396-3542
SR 27044 66 165.2-371.0
Cire (mm) ECH  SRF 1585435 93.4-215.2
SRC 1462+33 TB3-202.7
S0V SRF 107.7¢29 &5-1519
SRC 820123 44.56-126.9
dnljde (day™") ECH SRF 035000 Q25-050
SRC 0381000 026-052
SOV SRF 029100001  Q18-0.40
SRC 026+000  Q14-037
Archilechire
sylim™") ECH  SRF 69+ 04 10-15.1
SRC 62+0.4 15-116
S0V SRF 5208  Q0-208
SRC 6109  Q0-452
Phenalogy
Bud burst ECH  SEF 10.0t08  88.8-1099
(DY)
SRC 100.1+08  88.8-1102
50V SRF 828+13 5B~ 1068
SRC 895109  75.0-100.4
Bud set(DOY) ECH SRF 2676109  M478-2828
SRC 2669+0.7  2534-2828
S0V SRF 266006  2542-2822
SR 26604+ 1.1 M482-2918
GSL (days) ECH  SRF 167.741.2 145.4-182.6
SRC 1669+ 0.9 154.0-1827
S0V SRF 1836+ 0.7 166.6-198.2
SR 17684 18 102.2-2039
Leaf
LA (am?) ECH  SRF 1367+ 5.1 TA-1249
SR 15064 5.1 80.8-318.0
S0V SRF 5061 3.5 14.0-115.5
SRC 385127  76-1M9
SLA(en? g=')  ECH  SRF 1020+08  88.0-114.4
SR 1003+0.9  88.3-1230
S0V SRF 814115 56.0-1073
SRC 927112 7B.E-122.4
Haa (g 27" ECH  SRF 235105 16.2-31.0
SR 253405 17.8-32.1
S0V SRF 22106 14.1-360
SRC 235108 10.8-38.1
o (Mg 87" ECH  SRF 4665+ 12 444.5-484.1
SRC 4599410  M09-4777
50V SRF 4516409  4358-4650
SR 4585410 43744739
AP (%) ECH  SEF 198 0.1 183-21.7
SRC 202101 18.9-219
S0V SRF 175+ 0.1 15.7-19.1
SR 1664 0.2 133-210

Abhreviafions: SRF, short-rotation larestry; SRC. short-rotation coppice; BCH, Echi-
8y SOV, Saint-Cyr-en-Val; TDE, tree abiveground dry biomass; Circ, circumfer-
e dnlfdt, leal increment rate; Sy, number of sylleptic branches per unit of sem
Theighit; DM, clay o year; GSL growwing sexson |ength; LA leal ares; SLA_ specific leal
area: N, mris based leal nitrogen content; Gy, mass based leal carbon ntent;
AVC, bulk leal carbvon isotope discrimination; na, not applicalie

found among traits; the highest one was observed for bud burst
(094 for the SRF of Saint-Cyr-en-Val), and the lowest one for Gy
(006 for the SRF of SCV) (Table 3} Values of H? for A'3C lied be-
tween 0.20 and 0.71 (Table 3). Irrespective of environmental con-
ditions, A'3C did mostly not correlate significantly with ree
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March  April Wliry June kly Aug  Sepe

Fg 2 Box plots of time course for stem height at Edvigey (A) and Saint-Cyr-en-Val
(B) recorded for 56 genotypes grown under short-rotation forestry (open box) or
shat-rotation coppice (dashed box) Esch bax represents the quarile below (Q1)
and sbove (Q3) the median value Squares in the bax represent the mean of all
genotypes Vertical bars represent minimum and maximum valwes except lor

gemotypes sway from 1.5tmes from the top of the interquartile range (Q3-01)
represented by a crosd

dimensions (Table 4, Fig. 3), except with Circ at Echigey under
SRF (rp=—0.36"); however, dnlfdt scaled negatively with A3C in
all cases except under SRC at Saint-Cyr-en-Val (Table 4). Under
SRC, where tree biomass data were available, TDB was positively
and significantly correlated with Height (rp=043""" and 033" a
Echigey and Saint-Cyr-en-Val, respectively) and Cire (rp=083""
and 0817 at Echigey and Saint-Cyr-en-Val, respectively). A'*C
did not correlate significantly with TDB. Irrespective of site and
density, Circ was positively correlated with LA (rp,=029" and
04277 under SRC and rp, =034 and 0387 under SRF at Echigey
and Saint-Cyr-en-Val, respectivelyl Under SRC at Saint-Cyr-en-
Valonly, LA was positively correlated with A'3C (1, = 0.307). Values
of A¥C were consistently and negatively related to My, values un-
der both SRF (1, = —0.42" at Echigey and —0.36°" at Saint-Cyr-en-
Val)and SRC (ry = —0.467 at Echigey and —0.43 at Saint-Cyr-en-
Val). Height was positively correlated with Bud set at Echigey un-
der SRC (r, =043""") and at Saint-Cyr-en-Val under SRF and SRC
(rp=0.30" and 0.387, respectively).

4. Discussion

Based on the conflicting tremds observed in the lierature, we
hypothesized in this paper that the effects of plantng density on
ree growth and WUE may be modulated by site characteristics.
This hypothesis was tested in 56 Populus delfoides = P. nigra geno-
types grown wnd er SEF and SRC systems and replicated at two sites
differing primarily in soil fertlity and water availability.

Planting density was found to affect growth-related traits, The
effect of planting density on tree physiology is fundamentally med-
lated by competition for resource acquisition, including light,
water and nutrients (Benomar et al, 2012; Bullard et al, 2002a,
2002b; DeBell et al, 1996; Green et al, 2001) Generally, primary
growth is promoted at the expense of secondary growth at higher
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Tabie 3
Brosd-sense heritability + standard emor (H? £ 5E) and coefficient of gene tic varistion (V. %) cleulsted for all traits ot esch planting density (SRF va SRC) and at esch site (BECH
Ve SOVL

Traits H*t SE OV (3)

BH SV BH SOV

SRF SRC SRF SRC SRF SRC SRF SRC
Grawth
TDE(g) na 052 +0J06 na 024 £ Q05 na 451 na 245
Height (cm) s 013 £ 0U06 011+ 0U05 0 £ QD5 s 59 53 16.8
Circ (mm}) 040 £0.05 025 £ 006 0,44 1 0U05 0.52 £ Q05 14.5 133 182 196
dnljdr (day=") Q40 £0.05 0,40 £ 0U06 0164 005 s 127 125 114 ns
Architedure
Syl (m=1) 058 £0.05 056 + 0,05 084+ 0U05 057 + 103 as 433 1089 1158
Pheniology
Bud burst {DOY) 084 +0.04 083 + 0.4 094+ 02 091 + Q03 59 57 12.1 73
Bud set (DOY) 053 +0.05 043 + 0,04 033+ 0U06 0.72 + 04 15 19 13 kL]
GSL (days) 060 +0.05 048 +0.05 0451 005 036+ 006 50 37 27 67
Leaf
LA {em?) 046 $0.05 031 £ 006 0.79+ 0. 0.52 + Q05 M9 138 51.0 43.5
SLA (an® g7 ) 042 $0.05 018 £ 0.6 0704 005 022 + 06 55 45 135 68
My (mgg—") 046 $0.05 029 + 006 044+ 0U05 050 + Q06 135 112 176 221
Cu (mgg™) 028 +0.05 033 + 006 ns s 15 14 ns ns
AP (%) 050 005 035 0105 020+ 005 0.71 £ 005 i5 31 kL] 108

Abbraviations: SRF, short-rotation frestry; SRC, short-rotation coppice; ECH, Echigey: S0V, Saint-Cyr-en-Val; TDE, tree shovegmund dry biomass; Cire, circum/ference; dnljdt,
leal increment rate; SyL number of sylleptic branches per unit of stem height; DOY, day of year; GSL growing season length; LA, leal area; SLA specific leal anea; N, mas
based leal nitrogen oontent; . mass bated leal carbon content; A'C, bulk leal carbon isotope disormination; na, not applicable; ns, non-2ignill cint.

Talie 4
Pearsaits comel stion cosfficienls smong traits under SRF and SRC 2t ECH (itali) and 50V (bald) cxleulatad from genotype means (n = 551
Eehigey
TR Height  Cire dnilfdt syl Budburst  Budset  GSL LA SLA Cu K APC
Saind-Cyr-en-Val
TOE SR 043" nBI™ 028
Height SRF ma 151
SRC 033" asg™ o™ a3 a7
Cire SEF ma 0507 0.45™ a3 Q43" a3 Q45 035"
SRC 081" 0587 031" 029 oy
diniljdt SRF ma 03g” 027 [T 048"
SRC aIg” as3™ 045"
syl SRF ma n3z" 048" oy a7
SRC 0.m a3’ adr” az2s 03 adr™
Bud burst  SRF  ma LT 027
SR 035" [ 7 055" o030
Bud set SRF ma 030" 027 a7z
SRC 038" asr™"
GSL SRF ma 070" 050" az7
SRC 028" 051" ("
LA SRF ma 1™ o™
SRC 035 [ o 036
SLA SRF ma 028 028" [ikkg
SRC 028"
Cu SRF ma
SRC 027
N SRF ma 0.2
SRC 035" o468
ADC SRF ma 030" (51 036"
SRC [ 043"

Abbraviations: SRF, short-rotation frestry . SRC, short-rotation coppice; ECH, Behigey: S0V, Saint-Cyr-en-Val; TDE, tree shoveground dry biomxss; Cire, circum{ference  dnljdt,
leal increment rate; Syl number of sylleptic branches per wnit of stem height; DOY, day of year; GSL growing saxson length; LA, leal srex; SLA specific leaf arex; Ny, mas
based leal nitrogen content; O, mass bated leal carbon content; A'C, bulk leal carbon isotope disor mination; na, not applicable

* P 005,

* P 001,

P £ 0001,

planting densities as a result of increased compettion for light growth was promoted under SREC at the most favorable site only
(Benomar et al, 2012; Brodie and DeBell, 20004 ) Our results dem- (Echigey) This suggests that primary and secondary growth can
onstrate however that this general pattern can be modul ated be in fact partially uncoupled when water availability is limiting
depending on site characteristics. Indeed, secondary growth was This makes sense especially for poplar considering that secondary
reduced under SRC irrespective of sites/years, while primary growth is impaced before primary growth under soil water deficit
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(Bogeat-Triboulot et al, 2007). The effect of planting density on
branchiness was also sitefyear-dependent Under SRC, sylleptic
density was reduced at the most favorable site {Echigey) probably
as a result of faster canopy closure and stronger competition for
light The opposite trend was observed under less favorable envi-
ronmental conditions. Finally, increasing planting density resulved
in higher SLA and higher My, irrespect ve of sites fyears. Higher SLA
values at higher densities have also been reported and are gener-
ally attributed to irradiance-induced acclimaton (Benomar et al.,
2011; Larocque, 1999). Actually, plastic changes in SLA in response
to various environmen tal conditions are well known and play a key
role in shaping plant performance through the optimization of
light interception, carbon and nitrogen investment per unit leaf
area and photosynthetc capacity {Miinemets and Sack, 2006; Poor-
ter, 1999)

Values of A™C also differed significanty between SRC and SRF,
suggesting that tree WUE can be significantly influenced by plant-
ing density in bicenergy-devoted systems. To our knowledge, the
effect of planting density on WUE has not been directly addressed
in poplar so far. However, Benomar et al. (2011) already found for
two poplar genotypes that light-saturated photosynthesis rates of
trees grown at the closest spacing (10,000 trees per ha) were lower
than those of trees grown at larger spacing (400-1100 trees per
ha), while no significant effect was observed for stomatal conduc-
tance suggesting that intrinsic water-use effidency was actually
lower at higher planting density. Data on other species remain lim-
ited and variable considering the large differences that can be
found in tree age, plantng densities, system designs, and the
way WUE is assessed. For instance, a study on Fucalyptus grandis
revealed that 1.5 year-old trees planted at a density of 2150 ha™’
exhibited higher transpiration eficiency than those planted at
304 or 82 ha~" (Eastham et al., 1990} Higher WUE est mates asso-
ciated with higher tree density have been similarly reported for 1
year-old seedlings of Betula albosinensis (Zhang et al, 2008), 5
year-old trees of Fnus halepensis (Querejeta et al, 2008), and
250 year-old trees of Pinte ponderosa (McDowell et al, 2003).
Opposite trends have however been reported for 6 year-old trees
of Pinus radiata (Walcroft et al, 1996), 1-4 year-old trees of Pinus
pinaster (Warren et al, 2001), and 31 year-old Finus nigra trees
(Martin-Benito et al., 2010} Interestingly, the direction of A'3C
variations in response to planting density observed in our study
were opposite for the two sitesfyears, suggesting that the effec
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of planting density on WUE can be emironment-de pendent. We
acknowledge that site and year effects are confound ed in this study
as the experiments at each site were conducted on two diferent
vears (2010 and 2011} however, measurements were performed
on trees of the same age (2 years of growth), and site effects the re-
fore integrate primarily pedoclimatic differences. One possible
explanation for the pattern observed for A™C may lie in the
marked differences in water avail ability between the two sites. Be-
cause of the high drought sensitivity of poplar stomata, decreased
water availability generally leads to decreased A"3C (Chamaill ard
et al, 2011; Monclus et al., 2006, 2009). Considering the month
preceding leal sampling for A™C (July), soil water content did
not drop lower than 40% at Echigey, while it luctuated around
10 at Saint-Cyr-en-Val, which is in accordance with the lower
ABC values observed at Saint-Cyr-en-Val. Noteworthy, during this
period, soil water content was slightly different between SRC and
SRF systems; however, while soil water content was higher under
SRC than SEF at Echigey, the opposite trend was observed at Saint-
Cyr-en-Val, which is also in line with the within-site A™C varia-
tons observed. Therefore, at the most productive site (Echigey), a
higher planting density may have resulted in a faster canopy clo-
sure thereby reducing direct soil evaporation and possibly explain-
ing the slightly higher soil water content. In contrast, at the site
where soil water availability was limiting (Saint-Cyr-en-Val), a
higher planting density may have exacerbated competition and
promoted faster water depletion.

Previous findings on P. deltoides = P. nigra hybrids using a differ-
ent set of genotypes have shown that WUE and growth are to a
large extent physiologically uncoupled, regardless of environmen-
tal conditions and plantation management (Bonhomme et al,
2008; Fichot et al, 20010; Monclus et al, 2005, 2006; Voltas et al.,
2006). In this study, A"™C was also found to be weakly correlated
with growth determinants, as the only significant link observed
was under SEF at the most favorable site {Echigey) with stem cir-
cumference. However, the lack of relationship between A™C and
growth should be interpreted carefully and not necessarily taken
as an evidence for the absence of any ecophysiological relationship
between the two traits; as estimated, growth and A'™C integrate
different time scales (2 years for growth and several weeks for
A'™C)and therefore are potentially exposed to dissimilarvari ation
Interestingly, leal number increment rate, which reflects primary
growth during the linear phase of the growing season, was found
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o be negatively correlated in all cases except under SRC at Saint-
Cyr-en-Val (the most stringent condidon for growth), One possible
explanation for the negative relationship between A'3C and
growth may lie in the fact that increased growth is related to in-
reased canopy size and may therefore be associated with higher
water demand; in this case, a better stomatal regulation may be re-
quired in order to control water losses, resulting into a higher
intrinsic WUE and a positive relationship between WUE and
growth, OF course, such a relationship might be detected only
when pedoclimatic conditons permit the expression of significant
differences between genotypes for growth. In addition, the nega-
tive relationships observed between (i) A™C and growth and (ii)
APC and My, suggests that variations in photosynthetic capacities
may play a role in driving variations in both growth and WUE
(Monclus et al, 2006, 2009)

The assessment of Genotype = Environment interactions is of
particular importance in commercialized species such as poplars
where selected cultivars are devoted o plantation. A profound
change in genotype ranking for physiological performance be-
tween two environments may indeed reduce the relevance of
large-scale genotype deployment. In this study, significant Geno-
type = SitefYear (G = SY) interacions were apparent for most
raits studied at the two planting densities. This, combined with
the fact that Spearman’s rank coefficients between genolypic
means were overall rather low and sometimes not significant ex-
cept for phenology and branchiness ), suggests that genoty pes dif-
fered in phenotypic plasticity such that genotype ranking could
be significantdy modified for growth performance and WUE Signif-
i@nt G = 5Y interactions for growth-related traits have already
been widely reported in poplar including P deltoides = P niera,
bt wi thout necessarily resulting in important dhanges in genoty pe
rankings (Chamaillard et al,, 2011; Dillen et al, 2007 ; Marron et al.,
2006, 2007, 2010) Data on the site-specific expression of WUE-re-
lated traits are more limited and contrasted. In a comparison of 31
B deltoides = P. nigra and 31 P. ddtoides = P trichooarpa genoty pes
across France and Italy, Dillen et al. (2011b) re ported strong varia-
tions for A'3C genotype ranking between sites. In contrast, results
obtained an 90 P. migra genoty pes from three natural populad ons
indicated that ranking for A"3C was overall well conserved across
sites (Chamaillard et al, 2011). As suggested by Dillen et al.
(2011b), such contrasting results may be explained by differences
im (i) plant material, genetic background and relationships be-
tween genoty pes (relatedness), (i) the number of genotypes con-
sidered, and (i) the nature of environmental variables driving
site differences.

As the same 56 genotypes were planted at two planting densi-
tes, Genotype = Density (G x D) interactions could also be as-
sessed. To our knowledge, our study is the first o deal with this
aspect using a large set of genotypes. G = D interacions were sig-
nificant in fewer cases than G = SY interactions. Most importantly,
Spearman’s ranks were overall positive, relatively high and signif-
i@nt in most cases, indicating that rankings for genoty pic perfor-
mances were much less affected by plantng density than by site,
This finding is of pardcular interest since identifying plant mater ial
which behaves equally well under different modes of culture may
facilicate genotype choice and deployment,

Given that 48 out of the 56 studied genotypes were new and
still under test, a corallary to this study was o characterize the ex-
tent of genoty pic variations for the traits of interest. Substantial ge-
netic varlations were observed for biomass production, A™C and
related traits. Values of individual tree biomass under SRC after
2years of growth were in the range of those previously reported
for P. deltoides = P. nigra hybrids (Bergante et al, 2010; Dillen
et al, 2007; Laureysens et al, 2003). Bud phenology was also
highly variable among genotypes, with both bud burst and bud
set periods covering almost 45 days; such variatdons have al ready
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been reported (Cooke and Weih, 2005; Howe et al,, 2000; Marron
et al, 2010}, Bud burst and bud set bound the growing season
length and have been shown to be under strong genetic control
in P deltoides = P nigra and more generally in poplar (Marron
et al., 2006, 2010; Rohde et al, 2010} The high broad-sence herita-
bility values observed in our study across sites and planting densi-
ties confirm this pattern, especially for bud burst Interestingly,
genotypes exhibiting early bud burst were not necessarily those
exhibiting early bud set, therefore resulting in large variations in
the growing season length. In addition, genotypes exhibiting a
longer growing season were not necessarily the most productive,
The genotypic range for A'C was consistently great across sites
and planting densities {always greater than 3% ), suggesting great
variations for WUE among the tested material. A range of 7.7%
(13.3-21.0%) was even observed under SRC at Saint-Cyr-en-Val,
which is considerably higher than others previously reported in
P. deltoides = P. nigra grown in a glasshouse (Marron et al, 2005,
in common gardens (Fichot et al., 2011; Monclus et al, 2005), or
in older plantations (20.1-23.6%., Bonhomme et al., 2008}, as well
as for a Fy full-sib family (199-21.6%., Dillen et al., 2008).

5. Conc lusions and potential applications

This study demonstrated that the effects of plantd ng density on
egrowth and WUE in poplar depend on site characteristics in terms
of soil ferdlity and water availability. When soil conditions are
faworable, increasing planting density primarily accentuates plant
competition for light resulting in trees displaying higher stem
height, lower stem circumbiere nce and lower WUE When soll water
availability becomes limiting, increasing planting density accentu-
ates plant competition for water acquisition, resulting in trees dis-
playing limited stem height and higher WUE. Although positive
when significant, the strength of the relationship between growth
potental and WUE was highly variable depending on cultural sys-
tems, sites but also the growth determinants conside red. This high-
lights the inherent difficulties to conclude about the relationship
between growth potential and WUE, which canbe related to either
(i) reduced expression of genetc variations under less favorable
pedod imatic conditions, (ii) possible di ferences in the time-scale
of integration for the traits analyzed, (iii ) or simply the fumndamen-
tal absence of physiological link between the two traits in some
cases, However, the ladk of trade-off between growth and WUE
combined with the large genotyplic variations observed for these
traits confirms the potential for selecting genotypes with high
water-use efficiency without counter-selecting on biomass pro-
duction in P. deltoides = P. nigra.
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CHAPITRE 2.2
Effet du contexte pédoclimatique sur I’efficience d’utilisation de I’azote
chez 56 Populus deltoides x Poplus nigra

1. Introduction

Les plantations d’arbres a croissance rapide de type TTCR entrainent une exportation
importante d’azote lors de coupes (Ericsson et al., 1992 ; Berthelot et al., 2000 ; Bungart &
Huttl, 2001 ; Rytter, 2002 ; Swamy et al., 2006). Les niveaux d’exportation d’azote en TTCR
sont plus élevés que pour les plantations a rotation plus longues (TCR ou futaie) car le rapport
¢corce/bois est plus important pour du bois trés jeune et une grande partie de 1’azote présent
dans la biomasse ligneuse se situe dans 1’écorce (Heilman & Norby, 1998 ; Jug et al., 1999a ;
Adegbidi et al., 2001 ; Klasnja et al., 2002). L’utilisation en plantations a rotations tres
courtes de génotypes utilisant efficacement ’azote (c’est-a-dire produisant plus de biomasse
pour une quantité donnée d’azote) pourrait étre un moyen de limiter le risque d’exportation
massive d’azote hors des plantations lors des récoltes.

A Téchelle de la plante enticre, ’efficience d’utilisation de I’azote (nitrogen-use
efficiency, NUE) est définie directement par le rapport entre la production de biomasse et la
quantit¢ d’azote prélevée par la plante dans le méme laps de temps (Vitousek, 1982).
Cependant, plusieurs travaux ont considéré que la quantité d’azote présente dans les parties
ligneuses était approximativement équivalente a la quantité d’azote prélevée dans le sol pour
de nombreuses especes ligneuses (Laclau ef al., 2000 ; Adegbidi et al., 2001 ; Safou-Matondo
et al., 2005 ; Tharakan et al., 2005 ; Finzi et al., 2007), y compris pour le peuplier (Gelhaye et
al., 1997 ; Berthelot et al., 2000 ; Finzi et al., 2007 ; Li et al., 2012). La variabilité¢ génétique
et la plasticité phénotypique de NUE pour des hybrides de Populus deltoides x Populus nigra
(P. xeuramericana) cultivés en TTCR dans des contextes pédoclimatiques variés restent peu
évaluées.

Dans ce contexte, cette étude avait pour but d’évaluer (i) la variabilité génétique de
I’efficience d’utilisation de 1’azote et du taux d’exportation d’azote parmi les hybrides de P.
xeuramericana cultivés en TTCR, (ii) la plasticité phénotypique de ces deux caracteres en
réponse a deux contextes pédoclimatiques et (iii) les relations entre la production de
biomasse, NUE et le taux d’exportation d’azote. Afin d’apporter des €léments de réponse a
ces objectifs, deux plantations de TTCR ont été installées dans le Nord de la France avec 56
génotypes de peuplier hybrides de type euraméricains, prés de Dijon & Echigey (région

Bourgogne) et pres d’Orléans a Saint-Cyr-en-Val (région Centre).
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2. Matériel et Méthodes
2.1. Sites d’étude

Les plans d’expérience utilisés dans cette partie ont été présentés dans la partie 1 du chapitre
II. Briévement, le site d’Echigey (ECH) présentait des teneurs en azote et en matiére
organique du sol significativement plus élevées qu’a Saint-Cyr-en-Val (SCV). Lors de la
seconde saison de végétation (durant laquelle les mesures ont été effectuées), les
précipitations étaient deux fois plus élevées a ECH qu’a SCV, entralnant d’importantes

différences entre les deux sites en termes de teneurs en eau du sol (cf. Chapitre I, partie 1.2).

2.2. Variables mesurées et calculées

2.2.1. Production de biomasse

La premiére rotation a consisté en deux années de croissance, 2009-2010 a ECH et 2010-2011
a SCV. A la fin de la seconde saison de végétation, la hauteur de la tige dominante des arbres
(Ht, cm) a été¢ mesurée a I’aide d’une perche de mesure et sa circonférence (Circ., mm) a 20
cm au dessus du sol a I’aide d’un métre ruban. Les arbres ont ensuite été coupés a 5 cm au
dessus du sol. Pour chaque individu et a chaque site, la biomasse totale de la cépée (Biomg, g)
a €t séparée en trois compartiments : la tige dominante (Tigeqomr, g), les branches présentes
sur la tige dominante (Branchesgomr, g) et les tiges composant le reste de la cépée (Tigecepser,
g). Sur chaque tige dominante, un échantillon de 20 cm de long a été prélevé a 1 m de hauteur
a partir de la base de la tige. Chaque échantillon a été pesé frais, séché dans une étuve a 55°C
pendant 15 jours, puis pese€ sec. Le rapport entre masse seche et masse fraiche de 1’échantillon
a ensuite été calculé et appliqué a chaque compartiment (Tigegoms, g ; Branchesgoms, g ; et
Tigecepses, g) ainsi qu’a la masse fraiche totale de la cépée afin d’obtenir la biomasse seche de
la cépée (Biomsg, g). Le rendement (en tonnes de matiere seche par hectare et par an, t ha™ an”

" a été calculé pour chaque génotype de la facon suivante :

Rdt (Bioms X Densité de plantation X Taux de survie)
B Nombre d'années de croissance
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ou ‘Bioms’ représente la biomasse séche totale de la cépée, Densité de plantation’ correspond
a 7272 arbres par ha, ‘Taux de survie’ correspond a 0,97 et 0,99 pour ECH et SCV

respectivement et ‘Nombre d’années de croissance’ correspond a deux ans.

2.2.2. Minéralomasse, efficience d’utilisation de 1’azote et taux d’exportation
d’azote

Les échantillons de tige collectés ont été broyés en poudre fine a I’aide d’un broyeur a bille
(SODEMI; CEP Industries department, Cergy-Pontoise, France), puis 2 mg de cette poudre
ont été analysés a 1’aide d’un analyseur élémentaire (NCS2500, EA/NA 1110, CE instrument
Thermo Quest, Italie) pour leur composition en azote et en carbone (respectivement N, et

Ciige)- Les résultats sont exprimés par unité de masse seche (mg g'l).
L’efficience d’utilisation de I’azote (gramme de masse séche par gramme d’azote, g MS g

''N) a été définie selon Vitousek (1982) et Finzi ef al. (2007) comme :

Biomg (g)

NUE =
Teneuren azote (g)

ou ‘Biomg’ correspond a la biomasse seéche totale de la cépée exprimée en grammes (g) et
‘Teneur en azote’ correspond a la quantité d’azote présente dans les tissus ligneux exprimée
en grammes (g). L’efficience d’utilisation de I’azote des arbres a donc été calculée sur la base
de la masse seéche des tiges (bois et écorce) formées pendant la durée de 1’expérience (deux
ans) et de la quantité d’azote totale présente dans les tiges (Marschner, 1995 ; Berthelot ef al.,
2000 ; Tharakan et al., 2005 ; Li et al., 2012).

Le taux d’exportation d’azote de la plantation exprimé en kg d’azote exporté par hectare
et par an (kg N ha' an™) a quant a lui été calculé de la fagon suivante (Ericsson, 1994 ;

Berthelot et al., 2000 ; Adegbidi ef al., 2001 ; Adler et al., 2005) :

(((Ntige X Biomg) X Densite de plantation) X Taux de survie)
Nexport =

Nombre d’'années de croissance

ou ‘Densité de plantation’ correspond a 7272 arbres par ha, ‘Taux de survie’ correspond a
0,97 et 0,99 pour ECH et SCV respectivement et ‘Nombre d’années de croissance’

correspond a deux ans.

54



Tableau 4. Moyenne générale (+ ES), gamme de variation génotypique, niveau de significativité des effets génotype (G), site
(S) et de I’interaction génotype x site (G x S) et importance relative des effets génotype (6%g), site (o), de Dinteraction
génotype X site (6%Gxs) et résiduelle (o7,) dans la variation phénotypique (c%p) calculées pour chaque caracteére a chaque site

(Echigey : ECH ; Saint-Cyr-en-Val : SCV).

ANOVA Composantes de la variance (%)
Caractére Site Moyenne = ES (izrrr;:;foﬁe G S GxS GZG/GZP GZS/ 62p GZGXS/ Gzp 025/ GZP
Productivité
i 1623.6 £107.6 458.4-3953.6 ook
Bioms (g) ECH sk ok 26 539 22,6 20,9
SCv 470.6+19.6 154.5-921.8 oAk
QL 3,44 - 29,65 -
Rdt (tha” an’) ECH 12,17+ 0,81 . L0 642 176 172
SCV 1,69+ 0,07 0,56 -3,31 *
Tigeons (8) ECH 11426375  3840-1989.4 T * 1,5 63,2 38 31,5
SCV  301,4+84 172,0 - 433.,4 ns
Branchesoms (g) ECH 306,0+ 14,0 71,1 -752,3 R ks 35 437 112 416
SCV  92,8+3,6 37,4 -200,1 -
362,5 - 581,5 ok
Ht (cm) ECH 4903+58 . 20 820 26 133
SCV  279,4+6,6 165,2 -371,0 okok
i 78,3 -202,7 Hokok
Circ. (mm) ECH 146,2+3,3 Sk sk 3.6 67.1 6.5 2.8
SCV 82,0+23 44,6 - 126,9 ok k
Minéralomasse
Nige (g g7) ECH 4,7+0,1 3.0-74 HE e wex 218 246 13,3 40,3
SCV  58+0,1 4,0-8,7 *Ek
Ciige (mg g™) ECH 456,0+0,6 446,6 - 464.2 R * 6,3 3,1 7,1 83,5
SCV  454,0+0,5 445,1 - 462,3 ns
Utilisation de l'azote
Nexport (kg N ha'an) ECH 26319 7,9 - 62,6 TR ke wkn 59 415 20,8 31,7
SCV 9,8+0.,5 3,5-233 *Ek
-1 + 137,6 - 368.0 Hkok
NUE (kgMSkg'N) ECH 228,1+74 exx wwn 146 269 25.3 132
SCV  181,8+3,5 118,3 - 259,1 Hokok

Niveaux de significativité : ns, non significatif ; P < 0,05, * ; P < 0,01, **; P <0,001, ***, La signification des

abréviations est présentée dans la partie Matériel et Méthodes.
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2.3. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel R (R Development Core Team,
2010). Les moyennes sont présentées avec leur erreur standard (ES) et tous les tests
statistiques ont été considérés significatifs a P < 0,05. Pour chaque variable, I’ajustement des
données individuelles a une distribution gaussienne a ¢été testé a 1’aide du test de Shapiro-

Wilk.

Une analyse de variance a un facteur (ANOVA 1F) a été réalisée indépendamment pour

chaque site :

Yi=pu+BitGiteg

ou Yj; correspond a la variable testée, u correspond a la moyenne de la variable testée, B;
correspond a I’effet du bloc i (considéré comme fixe), G; correspond a I’effet du génotype j

(considéré comme aléatoire), et €; correspond a la valeur résiduelles du modeéle.

Une analyse de variance a deux facteurs (ANOV A 2F) afin de tester les effets du génotype, du

site et de leur interaction :
Y}k=ﬂ+Gj+Sk+ GjXSk‘l‘Sjk

ou Y’ correspond a la variable testée ajustée aux effets bloc (¥Y’=Y-B;), Si correspond a I’effet
du site (fixe), et G; x Sy correspond a I’interaction entre I’effet du génotype et 1’effet du site
(aléatoire). Afin de quantifier 'importance relative de chaque effet, les composantes de la
variance cszc,, st, 6% Gxs et 6% ont été estimées par la méthode de restriction du maximum de
vraisemblance (Restricted Maximum Likelihood method, REML).

Indépendamment pour chaque site, les relations entre variables ont été analysées par des
régressions linéaires [coefficient de corrélation de Pearson (7,)] sur les moyennes
génotypiques. Les classements génotypiques entre sites ont été analysés par des régressions

linéaires [coefficient de corrélation de Spearman (r;)] sur les moyennes génotypiques.
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Tableau 5. Corrélations de rang de Spearman entre Echigey et Saint-Cyr-en-Val pour chaque caractére étudié (A) et

matrice des corrélations linéaires de Pearson (B) entre caractéres a Echigey (partie supérieure, Italique) et a Saint-Cyr-en-Val

(partie inférieure, gras). Les corrélations de rang de Spearman et de Pearson ont été réalisées avec les moyennes génotypiques

(n = 56). La signification des abréviations est présentée dans la partie Matériel et Méthodes.

A Tige4oms Branchesg,ms Biomg Ht Circ. Niige Cige NUE Nexport
ECHvs. SCV  0,35%* 0,25™ 0,22™ 0,19" 0,26™ 0,42%* 0,16™ 0,43%* 0,42%%*
B Tigegoms Branchesg,ms Biomg Ht Circ. Niige Chige NUE Nexport

Tigeqons 0,69%%* 0, 79%%% 0,49%%* 0,67%%* 0,64%%*

Branchesgoms 0,63 %% 0,82%** 0,64*** 0,73%%*

Biomg 0,57 %% 0,68 0,43%** 0,83%** 0,88%**

Ht 0,56 0,33* 0,59%%%  -(,47%%* 0,40** 0,28*

Cire. 0,63%** 0,54%** 0,81 %** 0,58 0,76%***

Niige -0,54 %% -0,97%%%

Clige -0,49%%*

NUE 0,50%** -0,97%**  (,47%%* -0,34*

Nexport 0,38%* 0,59%%* 0,90%** 0,68%** 0,41%* -0,28* -0,42%**

Niveaux de significativité : ns, non significatif ; P < 0,05, * ; P <0,01, **; P <0,001, ***,
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2. Résultats

Tous les caracteres étudiés étaient différents entre génotypes (G) a I’exception de Cyge 2 SCV
(Tableau 4). Cet effet ¢était dépendant du site (interaction génotype X site (G x S)
significative) pour tous les caractéres étudiés (Tableau 4). Quel que soit le caractére
considéré, la variabilité phénotypique observée était principalement liée a la composante
environnementale (Site) a I’exception de Nijge, Ciige €t NUE (Tableau 4).

Malgré leur significativité pour Tigeqoms (s = 0,35, P < 0,01), NUE (r, = 0,43, P <0,01),
Niige (s = 0,42, P < 0,01) et Nexport (75 = 0,42, P < 0,01), les coefficients de rang de Spearman
¢taient modérés a faibles, indiquant des modifications dans le classement des génotypes entre
sites pour tous les caractéres (Tableau 5A).

Tous les caractéres étudiés étaient différents entre sites (S) (Figure 9, Tableau 4). Les
valeurs les plus €levées de Biomg, Ciige, NUE et Neyport Ont été obtenues a ECH alors que les
valeurs de Ny, étaient plus élevées a SCV (Tableau 4). A ECH comme a SCV, les caractéres
liés a la productivité étaient corrélés positivement entre eux (Tableau 5B). L’efficience
d’utilisation de I’azote (NUE) était corrélée positivement avec Ht (7, = 0,40** a ECH et r, =
0,50*** a SCV) et négativement avec Nig aux deux sites (7, = -0,97*** a ECH et r, = -
0,97*** a SCV). Enfin, Nexpor €tait corrélé a tous les autres caractéres aux deux sites a

I’exception de Nige et Ciige a ECH et de Ht a SCV.

3. Discussion

Le site d’Echigey se distinguait du site de Saint-Cyr-en-Val par des valeurs significativement
plus élevées de biomasse de cépée (respectivement 1623,6 g vs. 470,6 g), de rendement
(respectivement 12,2 t ha” an™ vs. 1,7 t ha” an™), de NUE (respectivement 228,1 kg MS kg™
N vs. 181,8 kg MS kg N) et de taux d’exportation d’azote (respectivement 26,3 kg N ha™ an
" vs. 9,8 kg N ha' an™) et des valeurs moins élevées de teneur en azote de la tige
(respectivement 4,7 mg g vs. 5,8 mg g"). De facon globale, les valeurs de biomasse,
rendement, NUE et Nexport étaient plutot faibles en comparaison de celles rapportées dans la
littérature sur peuplier. En effet, en conditions non limitantes en eau et en nutriments, des
rendements de 14 t ha' an” 4 35 t ha” an” ont été observés pour P. trichocarpa x P.
deltoides (Heilman & Fu-Guang, 1993; Scarascia-Mugnozza et al., 1997; Liberloo et al.,
2006) et P. maximowiczii * P. nigra (Labrecque & Teodorescu, 2005).
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Figure 9. Boites a moustaches de la biomasse séche aérienne (A), la hauteur (B), la circonférence (C), la teneur en
carbone de la tige (Cyy) (D), le taux d’exportation d’azote (Nexpor) (E) €t NUE (F) a Echigey et 4 Saint-Cyr-en-Val. Chaque
boite représente le quartile situé au dessous (Q1) et au dessus (Q3) de la valeur médiane. La ligne horizontale au sein de
chaque boite représente la médiane génotypique. Les barres verticales représentent les valeurs minimales et maximales,

excepté pour les génotypes qui sont a plus de 1,5 fois du haut de I’interquartile (Q3 — Q1).
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Cependant, la majorité des travaux rapporte des rendements variant de 10 t ha™ an™ 4 15 t ha™
an” pour P. trichocarpa (Hofmann-Schielle et al., 1999), P. trichocarpa x P. deltoides
(Berthelot, 2001 ; Laureysens et al., 2004 ; Rae et al., 2004, 2008 ; Vande Walle et al., 2007 ;
Marron et al., 2010) et P. deltoides x P. nigra (Aravanopoulos, 2010 ; Marron ef al., 2010) en
I’absence de fertilisation et d’irrigation. Les valeurs plus ¢élevées de biomasse de cépée,
rendement, et Nexpore Observées a Echigey peuvent étre en partie expliquées par les conditions
environnementales de croissance des arbres. En effet, le site d’Echigey présentait un sol a la
fois plus riche en nutriments et mieux alimenté en eau (Chapitre 2.1). Ainsi, au cours de la
seconde saison de végétation (année des mesures), le site d’Echigey avait recu 382 mm de
précipitations estivales alors que le site de Saint-Cyr-en-Val n’en recevait que 189 mm
(Chapitre 2.1). De la méme maniere, les hauteurs les plus importantes ont été observées a
Echigey. Ce résultat est en accord avec la relation linéaire et positive entre hauteur et
disponibilité en azote du sol observée par Fang et al. (2008). Toutefois, I’effet de la teneur en
azote du sol ne peut pas étre dissocié de celui li¢ au cumul des précipitations estivales dans
cette étude ; I’effet du contexte pédoclimatique global est discuté. Il a par ailleurs été observé
que la température, la texture du sol, I’humidité du sol ou encore la quantité de nutriments
disponibles dans le sol pour les plantes affectaient leur croissance. Ainsi, la productivité était
favorisée sur les sols riches et/ou bien alimentés en eau pour des espéces telles que le peuplier
(Berthelot, 2001 ; Liberloo et al., 2004 ; Zhang et al., 2005 ; Marron ef al., 2007 ; Fang et al.,
2008 ; Monclus et al., 2009 ; Fichot et al., 2010) ou le saule (Martin & Stephens, 2006 ;
Glynn et al., 2007 ; Sevel et al., 2012) (Chapitre 3). Cependant, d’autres auteurs n’ont pas
mis en évidence de différence de productivité en réponse a une fertilisation azotée pour des
peuplier et des saules cultivés en TTCR suggérant que 1’azote n’était pas un nutriment
limitant la croissance des arbres dans les conditions pédoclimatiques de leur étude (Balasus et
al., 2012).

Les valeurs de NUE observées dans cette étude, variant de 118 kg MS kg™ N 4 368 kg MS
kg N, étaient comparables a celles rapportées dans la littérature pour les peupliers (variant de
145 kg MS kg N a 450 kg MS kg™ N ; Heilman & Stettler, 1986 ; Lodhiyal ez al., 1995a ;
Lodhiyal & Lodhiyal, 1997 ; Jug et al., 1999 ; Berthelot ef al., 2000 ; Li et al., 2012) et pour
les saules (204 kg MS kg™ N a 344 kg MS kg™ N) (Adegbidi et al., 2001 ; Tharakan et al.,
2005). Ces valeurs étaient également comparables voir légerement plus élevées que celle

rapportées pour le miscanthus (135 kg MS kg™ N 4 200 kg MS kg™ N ; (Beale & Long, 1997 ;
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Jorgensen, 1997 ; Jorgensen & Schelde, 2001) et plus faibles que celles rapportées pour
I’eucalyptus (155 kg MS kg N a 822 kg MS kg N ; Herbert, 1996 ; Laclau et al., 2000 ;
Safou-Matondo et al., 2005). Les valeurs de NUE étaient plus élevées a Echigey qu’a Saint-
Cyr-en-Val (respectivement 228,1 kg MS kg N vs. 181,8 kg MS kg™ N). Ces résultats ne
sont pas en accord avec le principe fondamental de la théorie de NUE qui est que les plantes
croissant dans un environnement pauvre en azote sont moins productives mais plus efficientes
pour utiliser 1’azote que les plantes se développant dans un milieu riche en azote (Berendse &
Aerts, 1987 ; Adegbidi et al., 2001 ; Gornall & Guy, 2007 ; Adler et al., 2008 ; Weih et al.,
2011). Ainsi, il a été montré qu'une diminution de la disponibilité en azote était souvent
associé¢e a une augmentation de NUE pour de nombreuses especes ligneuses telles que Pinus
resinosa Ait., Acer pensylvanicum L. et Prunus pensylvanica L. (Elliott & White, 1993), y
compris pour le peuplier (Kubiske et al., 1997 ; Rivest et al., 2009). Par ailleurs, il a été
observé que ’efficience d’utilisation de 1’azote augmentait avec 1’age (et donc la longueur des
cycles de rotations) par 1’intermédiaire de 1’augmentation du rapport écorce/bois (Lodhiyal et
al., 1995b). 11 a en effet été rapporté par de nombreux auteurs que 1’écorce est plus riche en
azote que le bois (Hansen & Baker, 1979 ; Cromer & Williams, 1982 ; Ericsson ef al., 1992 ;
Laclau et al., 2000). Les concentrations en azote sont plus €levées dans I’écorce que dans le
bois a cause d’une activité métabolique importante et d’une fonction de stockage dans les
tiges afin de servir de réserve pour permettre la reprise de croissance 1’année suivante. Cela a
¢été observé pour le saule (Sander & Ericsson, 1998) et le peuplier (Heilman & Stettler, 1986).
Ainsi, sachant que les arbres de Saint-Cyr-en-Val étaient plus petits que ceux d’Echigey, leur
proportion d’écorce par rapport a la biomasse totale de la tige devait étre plus importante,
entrainant ainsi des valeurs plus élevées de Nig. et donc de plus faibles valeurs de NUE.
Considérant cela, et sachant que les futurs cycles dureront au moins trois ans, les valeurs de
NUE devraient augmenter par rapport a la premiére rotation en raison de la diminution de la
proportion d’écorce dans la biomasse récoltée (Adegbidi et al., 2001). Cette hypothése est
appuyée par le fait que la gamme de variation de Nig. Observée dans notre étude (4,4 mg g'1 a
Saint-Cyr-en-Val et 4,7 mg g" a Echigey) était comparable a celles rapportées dans la
littérature pour des jeunes plants de peupliers et de saules (Alban, 1985 ; Nilsson & Ericsson,
1986 ; Ericsson et al., 1992 ; Jug et al., 1999), mais supérieure a celle reportée pour des

peupliers plus 4gés (de 54 8 ans : 1,2 mg g’ ; Lodhiyal ef al., 1995b). Cette différence, bien
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que dépendante de la biomasse totale, illustre bien le risque d’appauvrissement des sols en
azote li¢ a I’exportation de bois jeune dans les systémes de culture a trés courte rotation.

La gamme de variation observée pour Nexport (de 7,9 kg N ha' an' 4 64,6 kgNha' an™ a
Echigey et de 3,3 kg N ha' an™ 4 23,5 kg N ha” an™' a Saint-Cyr-en-Val) englobait celles
observées pour des génotypes de P. deltoides (de 7,8 4 12,9 kg N ha™' an”'; Swamy et al.
2006), de P. trichocarpa (de 18 kg N ha™ an™ 4 58,2 kg N ha” an™ ; Heilman & Norby, 1998
: Jug et al., 1999), de P. trichocarpa x P. deltoides (de 2 kg N ha an™ 4 25 kg N ha™ an™ :
Gelhaye et al., 1997 ; Berthelot et al., 2000), de P. maximoviczii X P. nigra (11,2 kg N ha'
an” 4 16,8 kg N ha' an ; Balasus e al., 2012) et de P. nigra x P. trichocarpa (13 kg N ha™!
an’! ; Cote & Camire, 1984). Cependant, les résultats mis en évidence dans notre ¢tude étaient
comparables pour le site d’Echigey mais inférieurs pour le site de Saint-Cyr-en-Val & ceux
rapportés pour le saule cultivé en TTCR (de 18 kg N ha™ an™ 4 86 kg N ha™ an™' ; Heilman &
Norby, 1998 ; Adegbidi et al., 2011), ou encore I’eucalyptus (de 13 kg N ha™ an™ a 30 kg N
ha' an’ ; Merino et al., 2005 ; Safou-Matondo et al., 2005). Ces plus faibles taux
d’exportation d’azote peuvent &tre expliqués d’une part, par la plus petite taille des arbres et
d’autre part, par le fait que dans notre étude, les dispositifs n’étaient pas fertilisés
contrairement a certaines des études citées ci-dessus.

Des interactions significatives entre génotype et environnement ont été¢ mises en évidence
pour tous les caractéres étudiés suggérant que les génotypes ne répondaient pas de la méme
facon a leur environnement de croissance. Cet effet d’interaction peut étre di soit a des
modifications des classements des génotypes entre sites, soit a une différence de gamme de
variation entre génotypes aux deux sites, soit a une combinaison des deux effets. Bien que les
coefficients de Spearman entre sites soient dans certains cas significatifs, les valeurs de
coefficients faibles a modérées montraient que les classements des génotypes étaient peu
conservés pour la plupart des caracteres. Ces résultats suggerent qu’en fonction du site ou la
culture sera installée, il faudra adapter la sélection des génotypes afin d’obtenir une
productivité maximale.

Une corrélation positive, mais modérée, entre la hauteur et NUE aux deux sites a été
observée dans cette étude. Ces résultats suggerent que les génotypes les plus productifs

seraient €galement les plus efficients pour utiliser 1’azote.
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4. Conclusion

Cette étude a permis de mettre en évidence une importante gamme de variation pour tous les
caractéres étudiés aux deux sites. Les génotypes cultivés sur le site d’Echigey montraient des
valeurs de biomasse, rendement, NUE et Neyore plus €levées que ceux cultivés sur le site de
Saint-Cyr-en-Val. Le classement des génotypes était peu conservé entre les deux sites pour la
plupart des caracteres. Les génotypes les plus productifs et les plus efficients pour utiliser
I’azote étaient également ceux responsables des plus fortes exportations d’azote de la
plantation lors des récoltes. En effet, bien que les génotypes les plus productifs aient une NUE
¢levée, leur forte production de biomasse entrainait une exportation d’azote de la plantation
plus importante que les génotypes moins productifs au moment de la récolte. Cette étude
devra étre poursuivie pour des cycles de rotation successifs. En effet, les résultats présentés ici
sont issus de la premicre rotation, qui consiste en une phase d’installation de la culture. De
plus, les arbres n’ayant pas été recépés a la fin de la premicre année de croissance, ils étaient
principalement composés d’une ou deux tiges et le systetme de culture en taillis n’était pas
encore mis en place. Il serait également intéressant d’étudier 1’effet de la densité de plantation
sur NUE pour ces mémes hybrides de peuplier. Cela pourra étre testé soit en réalisant des
carottes de bois dans les troncs des arbres cultivés en TCR, soit en attendant la fin du cycle de
production (huit ans). Ces résultats pourront aussi étre comparés a d’autres hybrides de
peupliers, d’autres especes utilisées dans les plantations a vocation bioénergétique telles que

le saule, le robinier ou I’eucalyptus et sous d’autres contextes pédoclimatiques.
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Résumé de Particle

Les taillis a trés courte rotation (TTCR) de saule a vocation bioénergétique devraient jouer un
role important dans la production de biomasse. Ces plantations sont caractérisées par de fortes
densités de plantation associées a de fréquentes récoltes pouvant entrainer une diminution
rapide des ressources du sol. L’utilisation de génotypes capables de produire une importante
quantité¢ de biomasse en utilisant de moindres quantités d’eau et de nutriments pourrait limiter
I’appauvrissement en eau et azote du sol. Dans ce contexte, les objectifs étaient d’évaluer
parmi six génotypes de saule (i) la variabilité de caractéres liés a la productivité (e.g.
biomasse-bois aérienne, hauteur de la tige), les teneurs en azote de la feuille et de la tige, le
taux d’exportation d’azote de la plantation et ’efficience d’utilisation de I’eau via la
discrimination isotopique vis-a-vis du carbone 13 (A"C), (ii) les relations entre ces caractéres
et (iii) la plasticité de ces caracteres et de leurs relations en réponse a différents contextes
pédoclimatiques. Les six génotypes de saule ont été plantés en TTCR sur trois sites dans le
nord de la France. Ces sites se différenciaient principalement par leurs précipitations et
teneurs en eau du sol. Une variabilité génotypique significative a €té observée pour tous les
caracteres étudiés a I’exception du taux d’exportation d’azote. Les valeurs de chaque caractere
étaient modulées par le contexte pédoclimatique. Le classement des génotypes entre sites pour
les caractéres liés a la productivité et A'°C était également dépendant du site. Quel que soit le
site, A’C était corrélé négativement avec la biomasse-bois aérienne et/ou la hauteur de
I’individu suggérant que les génotypes les plus productifs étaient aussi les plus efficients vis-
a-vis de I’utilisation de I’eau. En conclusion, aucun antagonisme n’a été mis en évidence entre
la production de biomasse et WUE. Les génotypes les plus productifs et efficients vis-a-vis de
I’utilisation de 1’eau étaient ceux responsables des plus forts taux d’exportation d’azote de la

plantation.
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biomeass production purposes. However, the high planting density schemes combined with
the frequent harvests oocurring in such plantetions could repidly deplete soil resources. The
use of genotypes able to produce greater emounts of biomeass by using the least water and
nutrients may help mitigating this risk. This study aimed at assessing emaong six willowr ge-
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height irrespective of the site, meaning that the most productive genotypes were also the
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1. Intreduction

Theincreasing importance of renewable energy in the present
geopalitical and environmental context has aroused renewed
interest in the culivation of plants for bicenergy production
Tree cultivation under short-rotation coppice (SRC) may play
an important role in the near future because of their favorable
environmental footprint as compared to annual crops [1]. In
the temperate zone, four different tree genera are mostly used
inSRC in order to produce biomass: poplars (Fopulus spp. L),
willows (Salix spp. L), eucalyptus (Eucalyptus spp. L'Her.), and
black locust (Robinia spp. L) [2—4]. These trees are used because
of their rapid growth and their pood coppicing ability [1,2].

Willows are currently cultivated in SRC in northern Europe
with high planting densities, from 10,000 to 12,000 trees per
hectare (ha) associated with frequent harvests, every two to
three years, in a production cycle varying between 15 and 20
years [5,6]. Willow SRC can reach high yields, from 4to 26 tons
of dry matter (DM) per ha and per year depending both on
rotation length and pedoclimatic conditions [57,8]. In the
absence of fertilization, the large mumber of trees per ha
associated with frequent exportations of woody material may
alter soil fertility. The identification and deployment of ge-
notypes displaying high productivity per unit water and ni-
trogen, can contribute to limit water consumption and N
exportations.

Whole-plant water-use efficiency (WUE), defined as the
ratio of total biomass produced to water used during the same
period, has been shown to vary greatly among genotypes
[9-11]. Intrinsic water-use effidency (WUE), ratio of leaf net
C0; assimilation to stomatal conductance to water vapor, isa
direct estimator of WUE measured at an instantaneous scale
[12-15]. A time-integrated value of WUE; can be gained over
the leaf-life span through bulk leaf carbon isotope discrimi-
nation (A"C) because of their linear and negative relationship
highlighted in many species including willows [13]. Few
studies have addressed the plasticity of WUE in response to
environmental variations. The range of A”C was found to be
at least 0.2%, among willow genotypes under limiting water
supply, and varying at least by 1.9%, with different levels of
water availabilities [16-19]. To our knowledge, only one recent
study has estimated the plasticity of A™C in response to
varous pedoclimatic contexts using four north American
willow genotypes [20], while this topic has hardly been studied
in European commercialized willow genotypes. The absence
of relationship [18,19], as well as either positive [19] or nega-
tive relationships [18,20] between A'SC and productivity have
been reported.

There is much concern regarding the possibility that high
production of short-rotation crops will impoverish the pool of
soil nutrients, and particularly N, due to high losses of nutrd-
ents incorporated in the shoot biomass, especially in case of
short harvest cycles [21]. It has indeed been observed that
short-rotation intensive cultures of fast growing woody
species have higher rates of N removal by harvest than
medium-rotation and mature forests, The higher bark-wood
ratio of the younger stems in SRC systems (reaching almost
20% in young willow stands [22]) and the higher N concentra-
tion of the bark are important factors contributing to the higher
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M remaovwal [21]. In fertilized herbaceous energy crops such as
miscanthus or switchgrass, N removal by harvest is generally
high, but the comparison with SRCis tricky because fertiliza-
tion of SRC is not a commonly adopted practice, except using
residues [23,24]. In large-scale agricultural systems, maxi-
mizing biomass production and lower nutdent removal are
desirable from both economic and sustainability perspectives.
Where willow biomass crops are used in buffer strips to
manage nutdents from agricultural fields or in systems to
manage wastes like Wosolids, manure or wastewater, clones
with high nutrent removal will be the most effective in man-
aging nutrent loads. Few data have been published on N
removal in willows [25,26).

The present study was done with six European commer-
cialized willow genotypes. The chjectives were: (1) to estimate
the genotypic variability of WUE, via bulk leaf carbon isotope
discrimination, traits related to productivity (eg. bud
phenology, growth duration, tree dimensions, biomass pro-
duction), and M exportation rate, (2) to evaluate the relation-
ships among the three categories of traits, and (3) to evaluate
the plasticity of these traits and of the relationships among
them across three sites in northern France,

2. Materials and methods

2.1, Study sites

The experiments were carried out at three willow SRC plan-
tations located in northemn France at Guémens-Penfao (GF,
Loire-Atlantique), Brinon-sur-Sauldre (Br, Cher) and Echigey
(Ech, Cdte-d'Or) (Table 1). GP and Br are characterized by an
oceanic climate with mild annual temperatures, while Ech is
characterized by a continental climate with frost tempera-
tures in winter and high temperatures in summer. Meteoro-
logical data were obtained from the closest meteoralogical
station at each site (Météo France, Table 1). During the time
course of the experiment, Ech had the highest precipitations
(802 mm), while GF and Br received the lowest amounts
(ca. 6880 mm for the two sites). Mean annual temperature was
comparable between sites (Table 1).

At the three sites, soil moeisture (%) was monitored using
water content reflectometer (model C5616, TOR type, Camp-
bell Scientific, Logan, UT, USA) at 20 cm depth. Data were
callected automatically every 15 min and stored on a logger
(model CR 1000, Campbell Scientific, Logan, UT, USA). Mean
summer soil relative humidity values (May - August) are
presented in Table 1. Onaverage, soil humidity was more than
three times higher in Ech than in GP.

Before planting, 20 spatially distributed soil samples were
collected at each site at 0-20 and 20-40 cm depths (ten
samples per depth), each sample being a composite of 16 sub-
samples. Soil texture (% sand/5% silt/'% clay), composition (i.e.
organic matter (OM, g kg~), carbon content (C, g kg™), and
nitrogen content (N, Ekg'i}, using Dumas method), and pH
were determined in 2010 by the service unit 10 Soil Analysis
Laboratory of Arras (US10, LAS Arras, INRA Lille, France).
Extensive descriptions of the methods used can be found at:
httpoffwwws lilleinra fr/las/methodes_d_analyse/Sols. The
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Table 1 — Description of the three sites,

Site Guémensd-Penfao Brinon-sur-Sauldre Echigey
Geagraphical localization

Latitude 473N 4T TN 47°10°N
Longitude 1°49°W FITE F11E
Altitude (rn as]) 4 140 197
Climate condition

MAT (°Q) 1.1 10.7 106
TAP (rrmn) (7] 683 802
MET (°0) 1.7 170 17.4
TSP fmm) 148 257 382
Sail characteristics

MESRH f5) 1754 03" 277 L 05" 531 4057
% Sand w5+ 21" 852 4177 SEL0.9
% Silt 08+ 11" 954+11" 4254 41
% Clay 19.7 + 08" 42i02* 516 +31°
pH 68 +09° 594101" 7.5+ 08
Organie matter (g kg™ .44 16" 9,94 04" 621 4647
Nitrogen (gkg—) 17 +018 06 + 0.03* 33403
Carbon (g kg™ B E+0g® S7+02* B LITT

asz]: above sea lewel, MAT: mean armual temperatures (2009—2010), TAP: total annual predpitations [2008—2010), MST: mean SUrnmer tem-
peratures (from May to August 2000), TSP: total surnmer precipitations (from May to August 2010, MSSRH: mean summer soil relative hurmidity.
When the site effect was significant, different superseript letters indicate differences among sites using the Scheffe's method for Posthoc

analyses,

GF soil was a loamy type, the Brsoil was a sandy type, and the
Ech soil was a silty—clay type. The soil of Br had the lowest
amount of OM, organic C, total N, and pH, while the soil of Ech
had the highest amount of OM, organic C, total M, and highest
pH; the GP soil showed an intermediate composition (Table 1).
22 Experimental design

The three plantations were established using 25-cm-long
woody-stem willow cuftings in a double row design
[0.75 = 0.75 m spacing within double rows, 2 m between
double rows, 9697 plants ha'i} in April 2009, Mo water or fer-
tilizer supply were added on the experimental plots. Herbicide
was applied on each field trial just after plantation in order to
control weedy vepetation (3.5 L ha~! GARDENET Paysage, Dow
AgroScience SAS, Mougin, France). Mo harvest was realized
after the first growing season (winter 2009—2010). Each stool
was composed of one to three stems.

At each site, six commercialized willow clones from
different genetic backgrounds (Table 2) were planted in five
randomized blocks divided into monoclonal subplots. Each
subplot was composed of five double rows of 12 plants (120

plants, approximately 124 m®). One double row was planted
around the plantations in order to minimize border effects.

23 Measurements

All measurements (except the relationships between gas ex-
change and A™C) were realized during the second growing
season on two randomly selected individuals per subplot
(n = 10), per genotype (n = 60), and per site (n = 180). In-
dividuals were selected apart from the two edge rows on each
subplot side. Phenology and growth monitoring were done at
GPF and Ech only, because these two sites were the most con-
trasted in terms of precipitations and soil water content (Table
1). Measurement periods of the different traits are listed in
Table 3.

23.1. Traits related to productvity

Fhenology was characterized by the dates of bud burst and
bud set at GF and Ech in 2010. From the beginning of March,
the top of the main stem was observed weekly and the bud
burst date (day of the year, DOY) was estimated using a five
level scale [27,28]; the apical bud was considered opened

Table 2 — Characteristics of the six willow clones used in the study.

Parentage Name Breeding Sex Release date Authorities
number
5. viminalis « (5. ednoerini = 5. vininalis) ‘Olof SWoA03ET M 1998 Swaldtf Welbull AE,
5. schwerinil = 5. viminaliz “Tora' SWOIN00T F 96 Swalif, Sweden
(5. edvweninil » 5 viminalis) = 5. viminaliz Tordis' SWOED299 F 2000
(5. edvwenindl » 5 viminalis) = 5. viminaliz “Torhild SWoI0725 F 1997
[(5 viminalis « 5. Schwerinii) = 5. Wminaliz ‘Reaalution’ LAGE14 F A2 European Willow
» (5. viminaliz « 5. schwering)] = 5. viminalis Breeding Partnership™
(5. viminaliz = 5. trigndra) = 5. miyabeana “Terra MWowva' LAD801332 F 005

a Consortium initiated in 1996 and composed by Long Ashton Research Station (LARS), Murray Carter Ltd, and Svaldf Weibull AB.

6
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when the shoot tip was at least 5 mm long. Similarly, from
the end of August, the top of the dominant stem was moni-
tored weekly; the bud set date ([DOY) was considered when
the shoot apex was aborted (stage 90 of the BBCH (Biologishe
Bundesanstalt, Bundessortenamt and CHemical industry)
scale) [27,29). The length of the growing season (GSL, days)
was then calculated as the difference between bud set and
bud burst dates.

In Ech and GF, height (Height, cm) of the dominant stem
was monitored every two weeks to the nearest centimeter
using a graduated height pole. At the three sites, stem height
and circumference (Circ, mm, at 20 cm aboveground, to the
nearest millimeter using a taper) were measured at the end of
the growing season. Leaves on the dominant stemn were also
counted every two weeks from the beginning of April until the
end of Septernber.

All trees were cut back at 5 cm aboveground in January
2011 at the three sites. The fresh weight of the dominant stem
was measured separately from the rest of the stool and 20-cm-
long samples were collected on each tree at 1m aboveground.
All samples were then weighed before and after being oven-
dred at 60 °C during two weeks for the determination of
dry/fresh weight ratios. The calculated ratio was then used to
compute the total shoot dry biomass per tree (TDB, Erag.

232 Wood composition

The collected wood samples were ground to powder and 2 mg
were analyzed for carbon and nitrogen contents (Cwead and
MNgooa respectively) udng an elemental analyzer (MCS2500,
EA/NA 1110, CE instrument Thermo Quest, Ttaly); results were
expressed on a dry weight basis (mg gy~ "). The N exportation
rate (MWogan, kg M ha~! year—) was then calculated as:

(Meen = TDE]
» (number of stools perhectare) /number of growth years

where Ny, is the wood aboveground N content (g kg, ™)
and TDE the total shoot dry hiomass (kgna). The number of
stools per ha was equal to 9697 and the duration of growth
was two years,

233, Lenf traits

At the end of July 2010, the first fully illuminated mature leaf
with maximal leaf area from the top of the dominant stermn was
collected on each selected plant (2 plants per subplot). Individ-
ual maximal leaf area (LA, cm?) was determined ugnga leaf
areameter (Li-Cor, LI-3000A type, Lincoln, NE, USA). The leaves
were then oven-dred at 60 °C for at least 48 h, weighted, and
specific leaf area (SLA, em?® g, ") was calculated as individual

Table 3 — Units, abbreviations, and measurement periods of the traits estimated at the three sites.
Traits (unit) Abbreviations Measurement periods
f:u:l'lig!y Guémens-Penfao Brinon-sur-Saul dre
Phenalogy
Bud burst (DOY) - March—Aprl 2010 -
Bud set (DOY) - August—Septernber 2010 -
Growing season length (days) GSL March—Septamber 2010 -
Growth
Stem height fom) Height March to September 2010 September 2000
Stem dreurnference () Cire September 210
Number of leaves - April to September A0 -
Total shoot dry biomass (g TDE Jarmary A1
Wood
Nitrogen content (Mg g, ") N Jaruary 2011
Carbon content (mg gy ™) o — Jarmary A1
N exportation rate I Jarmary A1
(kg M ha—* year™)
Leaf
Individual maxirmal leaf Léfasns July 2010
area (om”)
Specific leaf area fem® g, ~") SLA July 2010
Nitrogen content (Mg g™ Migas July 2010
Carbon content (mg g, ™) [ July 2010
Carbon isotope ATC July 2010
Secyimingtion (%)
Leaf gas exchange
Met OO, assimilation mte A September A1 - -
(umol COx ™ 577
Stomatal conductance to water g September 2011 - -
vapor (rrnal HyO m—? a—7)
Intrinsic water-use efficiency WILIE; September 2011 - -
(mmmal €O, mel ™ Hy0)
Carbon isotope discrimination ) ATC September 2011 - -

Maote: DOV, day of year.
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leaf area divided by individual dry mass. Foliar carbon and ni-
trogen contents (Ciar and Nieer, mg g, ™) and carbon isotopic
compasition (8*°C, %) were assessed from 1 mgofhomogeneous
leaf dry powder using an elemental analyzer (NCS2500, EA/NA
1110, CE instrument Thermo Quest, Italy) coupled with an
isotope ratio mass spectrometer (Delta 5, Finnigan MAT, Bre-
men, Germany). Carbon isotopic composition was calculated
relative to the Vienna Pee Dee Belemnite standard as:

1{"3': = {{an.n.ph = Rmmdn-d]."lﬂumd-md] = 10001

where Roanpo and Raandarg are the Broy*Co, ratios of the
sample and the standard, respectively [12]. Carbon isotope
discrimination (A30) between source air and bulk leaf arganic
material was calculated according to Farquhar and Richards
[1984) [30], as:

A7C = (Bar — dyame) (1 + (Bptne1000) ) (%)

where 4., is the isotopic composition of the air (assumed to
equal —B8%) and dpum is the isotopic composition of leaf
organic matter.

In order to validate the functional relationship between
4**C and leaf intrinsic water-use efficiency, leaf gas exchange
measurements were carred out in September 172, 2011 at
Echigey (first year of growth of the second rotation, ie. 1 year-
old sbern on 3 year-old root system). Met CO2 assimilation rate
(A, pmol COz m™ 5'1} and stomatal conductance to water
vapor ( g, mmol Ho0 m~? 5~%) were measured using an LI-6400
portable gas exchange systemm (Li-Cor Biosclences Inc,
Lincoln, NE, USA) on a cloudless day between 11.00 am and
0300 pm local ime. Mean of three repeated measurements
per plant was done over three blocks of the plantation (one
mean per tree, per genotype, and per block, n = 3) on the first
fully illuminated and expanded mature leaf from the top of
the main stem. Measurements were completed with the LED
light source set at 1300 pmol photons m~" 57", Leaf tempera-
ture, VPD and CO, concentration inside the chamber matched
ambient conditions. Measurements were logged after leaf
equilibration inside the chambers. Intrinsic water-use effi-
dency (WUE;, mmal CO2 ma™" Hz0) was then calculated as
the ratio between A and g,. The leaves used for the WUE;
measurements were then dried and ground to powder for
estimation of nitrogen and carbon contents, and AC.

24,  Statistical analyses
Results were analyzed with the R software [31]. Data were
found to meet the assumptions of homosced asticity and the
normality distribution of residuals. Statistical tests were
considered significant at P < 0.05. Means are expressed with
their standard error.

Data were analyzed by a teo-way ANOVA using the
following model:

var = Site + Geno + (Geno x Site) + 2

where ‘var’ refers to all tested variables, ‘Site' refers to the site
effect considered as fixed, ‘Gene’ refers to the genotype effect
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Fig. 1 - Relationship between bulk leaf carbon isotope
discrimination (4**C) and intrinsic water-use efficiency
(WTUE;) (&), stomatal conductance to water vapor (B), and
net CO, assimilation rate () at Echigey. Each dot
represents genetic means (+5E) (n = 3 individuals per
genotype). Levels of significance: *F < 0.05 and *F < 0.01.
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considered as random, ‘Geno = Site’ refers to the penotype by
site interaction and ‘¢' refers to the residual value of the
model.

When a significant ‘Geno = Site' interaction effect was
highlighted, a one-way ANOVA was run to account indepen-
dently for the ‘Site’ and ‘Geno' effects. In order to classify sta-
tistical differences among sites, Posthoc tests were realized
according to the Scheffe's method. For the monitoring of

growth and phenoclogy, comparisons in ime were done using
the General Linear Model (GLM) proced ure for repeated mea-
surements (Split Flot in Times). Differences among sites in
genotype ranking were analyzed by calculating rank correla-
tion coefficients (Spearman's rank coefficient, rJ) from geno-
typic means.

Foreach site, relationships among variables were computed
by linear correlations (Pearson correlation coefficlents, rp). For

Table 4 -~ General means (+5E) (n = 10 individuals per genotype), genotypic range of variation, and lewvel of significance of
-Sauldre, and Ech:

Site » Genotype interaction (S x G), Site (S) and Genotype(G) effects (GP: Guémené-Penfao, Br: Brinon-sur
Echigey) for phenology, plant growth, wood, and leaf traits.

Site Mean + 5E Genotypic Two-way ANOVA
Tange
S= G 5 G
Fhenalogy traits
Bud burst (DOY) P 668 4 06 630-714 = . =
Br = =
Ech 691 4 148 600792
Bud set (DO7Y) P MEE +11° 302612 s = =
Br = =
Ech %332 +15° 25682708
GSL (days) P B8 +12* Wi7—18.3 s = =
Br = =
Ech 41 4185 185 8—208.2
Flant grewth traits
TOB (frad) P 770 + 113" 7471865 = = =
Br %05 L 727 766465
Ech 633 L 73T 2010067
Helght (o) P M35 L 69 0173071 s = =
Br w32 4 109" 85 63818
Ech 4108 + 135 66,6498
Cire (mrmn) P S48 417% 502609 s = 2
Br SEE 418 514648
Ech 755 +27% 64.0—-79.8
Whaod traite
N (08 B~ P 437 +01* 26-49 = = =
Br 511 02% 44-63
Ech 45 L 01" 3950
Coreead (M08 Brai ™) P 644 4 04° 451.7—466.7 = = =
Br £83 L 08" 4551—460.3
Ech 124117 46254772
Mo cr 2.8 4 026" 1.31-451 = = na
(kg ha—? year—7 Br 6.93 + 054" 3.93-1090
Ech 14,18 4+ 136° 7.10-19.09
Leaf traite
Liaras formd) P 126 4 06 90172 = = =
Br 244 + 16° 17.4-356
Ech 243 +13° 168293
SLA (o g, e 870 + 18 B0E—9R0 = = =
Br 897 +20P £1.5-100.1
Ech 790 + 200 66.1—87.3
Wis (0 Far™Y) P 16.7 + 0.4~ 146185 - — —
Br 713 +L07" 19.7-25.1
Ech 210 + 08° 179-2632
Coeat (PO Eray™Y) cr 669 + 11" 154720 na = =
Br &03+17° 4593488 4
Ech #85 +27% HED—468.6
ATC ) GP .94 4+ 014 1862083 s - =
Br 0.1 4013 19,26 20,83
Ech 0.45 4019 19, 1-7133

Levels of significance: *F < 0005, *F < 0,01, and **F < 0,001, and ns for non-significant. See the Materiale snd methods section for trait abbre-
viations, When the site effect was significant, different supemoript letters indicate differences among sites using the Scheffe's method for
Post'hoc analyses.
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the three sites together, relationships among variables were
illustrated by a principal component analysis (PCA) using
penotypic means. The variables were standardized and
orthogonal factors (Le. F1 and F2 axis) were suc cessivel y built as
linear combinations of these variables to maximize the frac-
tion of variability explained by these factors. Variables were
first represented on the plane defined by the two main factors
of the PCA; their coordinates were their inear correlation co-
efficients (ry) with these factors. The PCA was built with 4¥C,
TDE, Height, Circ, Nyar, Claat, LA MNwood 800 Cugoq a8
variables

3. Results

3.1  Gasexchanges and rdationships with 4'3C

A negative and linear relationship was highlighted between
A3C and WUE (r, = —0.95, P < 0.05) [Fig. 1A). A™C was

positively correlated with g, (r, = 099, F < 0.01) and A
(rp = 098, F < 005) (Fig. 1B and ), while WUE was only
negatively correlated with g, (r, = —0.96, P < 0.05).
3.2, Genotypic variability and site effect
Ml studied traits were significantly different among genotypes
(G) except Mapor (Table 4). This effect was dependent on the
site (significant genotype by site interaction (G = §)) for all
traits except for Height, Gre, Cpyy and AYC. Uking a one-way
ANOVA, Numod @0d Naxpore in GP and Br only were signifi-
cantly different among penotypes (data not shown). As shown
by the significance of the Spearman rank coeffidents between
GP and Ech, the genotypic ranking was stable for Height
fre = 0.83, P < 0.05), Myuy (1 = 0.89, P < 0.05), and LAy,
(r:=0.94, F = 0.01). Between Br and Ech, the genotypic ranking
was conserved for Cieer only (r: = 0.9¢, F< 0.01).

All traits were significantly different between sites
(F = 005). The lowest values of TDB, Height, Grc, N, ;
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Fig. 2 ~ Box plots for total shoot dry biomass (TDB, gp.) (A) dominant stem height (cm) (B), bulk leaf carbon isotope
discrimination (AC, %) (C), individual maximum leaf area (LA, ., cm?) (D), leaf nitrogen content My, Mg gry) (), and
wood nitrogen content (Ny.ges ME Enu) (F) recorded in 10 individuals per genotype at Guémené-Penfao (GP), Brinon-sur-
Sauldre (Br), and Echigey (Ech). Each box represents the quartile below (Q1) and above (Q3) the median value. Square in the
box represents the mean of all individuals. Vertical bars represent minimum and maximum values except for individuals
that are away 15 times from the top of the interquartile (Q3-Q1) range.
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Lifggny, Bud burst, Bud set, and A'3C were chserved in GF, while
the highest values were obeerved in Ech for most of the traits
(Table 4 and Fig. 7). Bud burst started two days earlier in GP
than in Ech (day 67 vs. day 69, P < 0.05), and Bud set occurred
14 dayz earlierin GP than in Ech (day 249 vs. 263, P < 0.001). As
a result, the 2010 growing season length was significantly
longer in Ech as compared to GP (194 days vs. 182 days,
respectively, P < 0.001) (Fig 3). The dynamic of leaf increment
as well as stem height increase showed a dmilar trend at the
beginning of the growing season at GF and Ech (Fig. 3). From
early summer, stem height and leaf mumber became higher at
Ech than in GP.

3.3, Relationships among traits

In Br and in Ech, the three most productive genotypes ('Olof,
‘Terra_Mova', and ‘Resolution’) were also the three most effi-
cient for water use irrespective of the site (Fig. 4). These three
genotypes were also those that exported the highest amount
of N from the plantations (data not shown).

The main plane of the PCA, established with the genotypic
means of the three sites together, (F1 x FZ) (Fig. 5A4) explained
61.3% of the genotypic variation, with 41.1% for Flalone, while
the F2 axis did not differentiate significantly the genotypes
(data not shown). TDB was correlated with M (fp = 0.52,
P < 0.05), Cyoua [rp = 0.57, P < 0.05), and LAy {r, = 0.69,
P < 0.001); and My, was correlated with LAy, (rp = 0.63,
P < 0.01). When genotypes were projected in the F1 « F2 plane,
they were clearly grouped per site (Fig. 5B).

In complement to the PCA established for the three sites
together, Pearson's correlations per site are presented in Table
5. In GP, AYC was negatively correlated with stem height
{rp=—0.87, P < 0.05) and the date of bud set r, =—0.91,F < 0.05).
Cwaod Was negatively correlated with SLA (r, = —030, F < 0.05)
and the date of bud set was positively correlated with the
growing season length (r, = 085 P < 0.05). In Br, A'5C was
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Fig. 3 — Time course of stem height (squares) and leaf
increment (circles) during the vegetation season of year
2010 in Guémené-Penfao (closed symbols) and in Echigey
(opened symbols). The growing season length is
represented as a black bar at Guémené-Penfac and as a
gray bar at Echigey. Each dot represents genotypic means
(58 (n = 6 genotypes).
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Fig. 4 — Relationships between bulk leaf carbon isotope
discrimination (A'3C, %, ) and total shoot dry biomass (TDB,
Eou) 8t Guémené-Penfao (squares), Brinon-sur-Sauldre
(circles) and Echigey (triangles). Each dot represents
genotypic means (=SE) (n = 10 individusls per genotype).
Pearson's correlations are presented in the Result section.
Genotypes abbreviations: Of ('0lof’), R (‘Resolution’), TH
(‘Terra_Mowa'}, T (‘Tora'), Ts (‘Tordis"), and Td ("Torhild).

negatively correlated with TDE (r,=-093, P < 0.01) (Fig 4}, Grc
(~093, P = 001}, and Height (—0.95, P < 0.05), In Ech, AC was
negatively correlated with TDB (rp =—0.94, P = 0.01) (Fig. 4)and
Migar [rp= —DBE, F < 0.05). Moy was positively correlated with
the growing season length (r, = 0.95, P < 001). Cygeq Was
positively correlated with SLA (rp = 0.81, P < 0.05), L
rp=085, P < 0.01), and Nogy (0.90, P < 0.05).

4, Discussion

4.1 Genotypic variation in biomass production, water-
use efficiency and nitrogen removal

A significant genotypic varation was demonstrated for traits
related to biomass production, WUE, and leaf and wood traits.
Similar levels of varnability have already been reported for
willow clones [7,17<19]. However, the values of biomass pro-
duction observed in the present study [ranging between
0.7 tons ha~?! year! for clne 'Tora' in Guémené-Penfao and
106 tons ha=! year—? for clone ‘Resolution’ in Echigey) were
lower compared to previously reported values ranging be-
tween 14 and 22 tors ha~! year—! [5,25,32]. This difference is
probably due to the fact that mineral fertilizers (M, P, K) were
not used on our experimental plantations in order to be under
similar conditions at the three sites. At higher latitudes than
naorthern France, where the growing season i shorter, tem-
peratures lower, and organic matter mineralization slower
(e.g. in Sweden where willow SRC are well established),
fertilization and imigation are common practices [9], but it is
not the case in central Europe. However, the addition of
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Fig. 5 — The distribution of the variables (A) and the projection of the six willow genotypes at Guémené-Penfao (squares),
Brinon-sur-Sauldre [circdles), and Echigey ftriangles) (B) are shown in the main factoral plane F1 x F2 of the principal
component analysis (PCA)L The numbers in %) next to each panel represent the variation explained by the respective
prindpal components. See the Material and methods section for traits abbreviations. Genotypes abbreviations are as in

Fig. 4.

fertilizer and water in Guémené-Penfao would make sense
with regards to the very low yield achieved at this site
Moreover, the first years of an SRC system are often less
productive than the next ones [33,34]. It has indeed been
shown that 1- and Z-year cycles are too short to reach
maximum yield in Swedish willow production systems [35].
With or without fertilization and irrgation, yield has been
shown to be more than four times higher after 3 years as
compared to a two-year cycle [26].

The values of A¥C were of the same order of magnitude as
the ones already reported for riverside willow trees
(19.1-21.1%, [16]), for north American clones selected for
biomass production (18.6—-206%, [20]) as well as for Swedish
clones (20.1-22.1%, [17,19]). However, the range of varation
for AY3C (18.7-21.3% ) was wider in our study than the ones of
the aforementioned studies. Even if the three most water-use
efficient clones remained the same irmespective of the sites,
the ranking of genotypes in terms of AC was not significantly
conserved across sites highlighting the limited potential of the
tested plant material for the selection of water-use effident
clones.

Willow is known to be rather demanding with regard to N
as compared with other fast-growing species such as poplar,
and often need fertilization in order to attain maximum
growth [36]. Alarge range of vardation among clones has been
highlighted for the N exportation rate. However, the values
(ranging between 1.3 and 19 kg ha™* year™") were much lower
than the ones reported in the literature, ranging between 18
and 86 kg ha—?! year—! for willow [25,26] and between 19 and
105 kg ha™ year™ for poplar [36-38). This difference is likely
to be due to the fact that the N exportation rate was closely
related to biomass production [37,39,40]. According to Ercs-
sonetal. [40], 3—4kg N ton—! of harvested stem dry matter has
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to be replaced in short rotation forest plantations in order to
maintain site productivity. The genotypic ranges of varation
ohserved in our study show that there is the potential to select
willow clones in Europe enabling red uced nitrogen removal by
harvest.

4.2, Plasticity of biomass production, water-use
efficiency, nitrogen remouval, and their relationships

Climate condiions and sail texture and quality differed be-
tween the three sites. Echigey was the wettest site while
CGuémené-Penfao was the drdest. Soil of Echigey was the
richest in nitrogen while the soil of Brinon-sur-Sauldre was
the poorest. The highest biomass production was observedin
Echigey and the lowest was observed in Guémené-Penfao,
Mumerous authors have studied the effects of low levels of
water and nitrogen availabilities on dry mass accumulation in
willows [17,18,41,47) . In agreement with other studies, willows
growing under high N supply have the highest biomass pro-
duction, the largest total leaf area, the highest Ny and the
longest growing season [43,44]. The AC increase from Gué-
mené-Penfao to Echipey can be attributed to regional climatic
changes, and more particularly, to higher cumulated rainfall
in Echigey. Indeed, increase in WUE; or decrease in AY¥C is
known to be common responses to low water availability [45].

The timing of the critical stages for growth initiation in
spring (e.g. bud burst), and growth termination in autumn
(e.g. height growth cessation and bud set) are lmown to be
highly influenced by the environment [27,46]. Genotypic dif-
ferences in phenology were rather small in this study, and
phendogy was assessed only in two out of the three dtes. No
relationship was detected between biomass production and
bud phenclogy, except in Guémené-Penfao where biomass
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Table 5

. Pearson's correlations among traits at the three sites (GP: Guémené-Penfao, Br: Brinon-sur

-Sauldre, and Ech:

f:d:.igey} calculated from genotypic means.
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Levels of significance: *P < 005, *P < 0.01, and **F < 0.001. See the Materials and methods section for trait abbreviations.

production was positively correlated with the date of bud set.
Frevious studies have already shown correlation between
biomass production and bud phenology, but relationships
were chserved mainly with the date of bud burst [27,47 48].

A negative and linear relati onship between traits related to
biomass production and A'°C was highlighted for the three
sites; Le. the most productive genotypes seemed to be simul-
taneously the most efficient for water use, as recently
observed by Schifman et al. for other Salic species [20]. Similar
results have already been shown in other tree species such
as Castanea sativa Mill., Pinus pinaster Aiton, Larix oocidentalis
Mutt or Populus nigra and hybrids [49-54]. Furthermore, leaf
nitrogen content was positively correlated with A*C in Echi-
gey. These relationships confirm that there is a potential
for improving WUE in willow without reducing owverall
productivity.

On a physiological basis, A and g, were positively corme-
lated as already observed in willows [5556], illustrating the
stomatal limitation of assimilation in our experiment. A*C
was also podtively correlated toboth A and g, and negatively
to the ratio between A and g, (WUE). This apparent
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contradiction, as an increase in A shouldimply an increase in
WUE, is probably due to the fact that the genotypic variation
for g, was much larger than the genotypic vardation for A. An
increase in A was counterbalanced by a much larger increase
in gs in parallel, and so, WUE; decreased. Varations in WUE;
can be attributed to genotypic varation of g, as reported in
previous studies [18,19).

The positive correlation between biomass production and
WUE is generally explained by a control of both traits by
carbon assimilation. In our study, WUE seems however to be
under the control of the stomatal conductance. It is possible
that the bigger trees, with larger leaf area [26], were more
subjected o periodical droughts during the whole growing
season, which caused stomata to close periodically to keep
the water balance of the trees and caused mare C to be
fixed (decrease in ;1134:'}. In this case, leaf area (in other words,
the combination SLA = Leaf Mass Ratio) rather than A would
be the major determinant of biomass production. Moreover,
it has also to be kept in mind that biomass production and
ABC are measured at two different time scales: biomass
production integrates two complete growing seasons while
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A'YC integrates leaf life span at the time it i collected and
depends on the period in which the leaf is formed and is
functional.

5. Conclusion

Ahigh penotypic varability was observed for most of the traits
irrespective of the site and no antagonism was detected be-
tween biomass producton and WUE. However, the most
productive and most water-use efficient genotypes are also
the ones responsible for the highest nitrogen removal from
the plantation during harvest. The strength of the positive
relationship between WUE and productivity was dependent
on envi tal conditions; more favorable were the pedo-
climatic conditions, stronger was the correlations. In the
driest site (GF), the correlation was significant between A¥C
and stermn height, but not with biomass. This is probably due to
the fact that the correlation can be observed only when the
conditions are favorable enough to allow the expression of the
growth potential of the trees. From a breeding point of view,
three possibilities can cocur concerning the relationship be-
teeen WUE and yield, the three cases have been observed in
poplar and willow depending on species or hybrid formula: (1)
no relationship, meaning a possible selection of genotypes for
the two traits independently, (Z) a positive correlation,
meaning that the clones selected for high yield will also be
water efficient (or imversely), and (3) a negative correlation, an
antagonism between WUE and biomass prod uction, meaning
that productive clones will be inefficient to use water. Only the
third case is problematic as it is not possible to select pro-
ductive and water-use efficient clones at the same time.
Fortunately, the two traits are rarely negatively correlated for
poplar [57,58] as well as for willow [19]. Noteworthy, the ge-
notypes ‘Olof’, ‘Terra Mova', and ‘Resclution’ display both
high productivity and high WUE. The use of six genotypes only
could be a limit even if the range of variation observed for
most of the traits was wide. Moreover, present results need to
be checked across successive rotations.
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Conclusions, limites et perspectives

Les objectifs spécifiques de cette thése visaient a (i) caractériser I’impact de la densité de
plantation et des conditions pédoclimatiques sur la physiologie des peupliers et des saules
dédiés a la production de biomasse, (ii) évaluer la variabilité génotypique de caractéres liés a
la productivité, I’efficience d’utilisation de 1’eau (WUE) et ’efficience d’utilisation de 1’azote
(NUE) dans une perspective appliquée de sélection variétale, et (iii) juger des relations entre
ces caracteres. Les expériences réalisées sur peuplier ont été conduites sur 56 génotypes
hybrides de P. deltoides x P. nigra installés en TCR et TTCR sur deux sites se distinguant
essentiellement par la disponibilité¢ en eau et le niveau de fertilit¢ du sol (Chapitre 2) ; les
expériences réalisées sur saule ont été menées sur six génotypes hybrides issus du croisement
de plusieurs especes de saules cultivés en TTCR a trois sites se distinguant également par leur
disponibilité en eau et leur niveau de fertilit¢ du sol (Chapitre 3). Dans cette partie, les
principales conclusions et la contribution des travaux de thése a 1’avancée des connaissances
sont restituées au regard des objectifs initiaux. Certaines limites directement liées au travail de
thése sont également évoquées ainsi que les perspectives qui permettraient d’y remédier.

D’autres perspectives de travail, plus fondamentales, sont enfin proposées.

La densité de plantation affecte la production de biomasse et WUE de facon site-
dépendante chez le peuplier.

L’effet de la densité de plantation sur la croissance des arbres est assez bien documenté, y
compris chez le peuplier (DeBell et al., 1996 ; Benomar et al., 2012). Une augmentation de la
densité de plantation favorise le plus souvent la croissance primaire des arbres au détriment
de la croissance secondaire. En revanche, 1’effet de la densité de plantation sur WUE n’avait a
notre connaissance encore jamais été étudié¢ directement chez les espéces pouvant étre dédiées
a la production de biomasse comme le peuplier ; le peu de résultats présents dans la littérature
sur ce point pour d’autres espeéces est par ailleurs contradictoire (Walcroft et al., 1996 ;
Warren et al., 2001 ; Woodruff et al., 2002 ; McDowell et al., 2003 ; Querejeta et al., 2008 ;
Martin-Benito et al., 2010). Or, comprendre comment la densité de plantation affecte a la fois
des caracteres comme la production de biomasse et WUE chez les especes pouvant étre
cultivées a différentes densités (TCR vs. TTCR par exemple) pourrait fournir des informations
utiles a la gestion des plantations bioénergétiques. Le dispositif expérimental utilisé dans le

cadre de ma these (2 densités x 2 sites) a non seulement permis de caractériser I’impact de la
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densité sur la physiologie de 1’arbre, mais également d’évaluer dans quelle mesure cet effet
pouvait étre modulé par les conditions pédoclimatiques.

Lorsque les conditions environnementales sont favorables a la croissance (disponibilité en
eau non limitante, fertilit¢é importante), une augmentation de la densité de plantation semble
accentuer principalement la compétition entre arbres pour la lumiére, entrainant une
augmentation de la hauteur des arbres, une diminution de la circonférence et une diminution
de WUE. Bien que n’ayant pas ¢té directement validé dans le cadre de la these, 1’effet sur
WUE s’explique probablement par un ombrage plus important a forte densité, une
assimilation nette de CO; plus faible (McDowell et al., 2003) et donc un rapport A/gs plus
faible. En revanche, lorsque les conditions environnementales sont moins favorables a la
croissance (et notamment lorsque la disponibilité en eau du sol devient limitante), une
augmentation de la densité¢ de plantation semble accentuer davantage la compétition entre
arbres pour I’acquisition de la ressource en eau, conduisant a un effet limité sur la hauteur des
arbres mais surtout a une augmentation de WUE. En fait, la disponibilité en eau étant déja
limitante a faible densité, une augmentation de la densité d’arbres accentue encore plus le
probléme ; la croissance est alors moins importante, les stomates probablement moins ouverts
afin de limiter les pertes en eau a I’échelle de la feuille d’ou une plus forte WUE.

Dans le cadre du dispositif expérimental utilis¢, les effets liés a la fertilité et a la
disponibilité en eau du sol étaient confondus. Afin de découpler de fagon plus claire les effets
liés a chaque facteur, il faudrait travailler sur des sites se distinguant pour un seul des facteurs
a la fois. Il aurait €été envisageable d’irriguer les plantations afin que les arbres soient cultivés
en conditions hydriques optimales et que la fertilité soit le seul facteur permettant de

différencier les sites entre eux.

Relations production de biomasse — WUE et applications potentielles.

Une relation linéaire et négative entre production de biomasse et AC (i.e. positive entre
production de biomasse et WUE) a été observée, dans le cas du saule, sur les sites d’Echigey
et de Brinon-sur-Sauldre ; aucune relation significative n’a pu étre mise en évidence au site de
Guémené-Penfao. Chez le peuplier, une relation linéaire et négative a également été observée
entre la circonférence (un indicateur de la production de biomasse) et A">C pour les génotypes
cultivés en TCR au site d’Echigey uniquement ; aucune relation n’a pu étre mise en évidence
dans les trois autres conditions (i.e. TTCR d’Echigey et TCR — TTCR de Saint-Cyr-en-Val).

La relation positive entre production de biomasse et WUE est souvent interprétée dans la
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littérature comme le résultat d’un controle des variations de WUE par des variations de
capacités photosynthétiques (Farquhar et al., 1989 ; Monclus et al., 2009), alors que 1’absence
de relation significative entre les deux caractéres est couramment interprétée comme le
résultat d’un contréle plus important des variations de WUE par des variations de
conductance stomatique a la vapeur d’eau (Farquhar et al., 1989). Cependant, les résultats
obtenus a la fois sur saule et peuplier dans le cadre de ma thése montrent que ces
interprétations ne sont pas toujours applicables. Sur saule par exemple, bien que 1’on ait
observé une relation positive entre production de biomasse et WUE, les mesures d’échanges
de gaz ont clairement montré que c¢’était davantage les variations de conductance stomatique
qui expliquaient les variations de WUE,. Par ailleurs, sur peuplier, la relation négative
observée dans tous les cas entre AC et les teneurs surfaciques en azote suggére que les
variations de capacités photosynthétiques contribuent aux variations de WUE;, alors
qu’aucune relation entre production de biomasse et A>C n’a pu étre observée dans trois cas
sur quatre.

Ces résultats soulignent le fait que 1’analyse des relations croissance — WUE est plus
complexe. Plusieurs facteurs peuvent notamment expliquer pourquoi aucune relation entre les

deux caractéres n’est observée dans certains cas.

1. Tout d’abord, les variations observées pour les caracteéres considérés peuvent s’avérer
plus ou moins importantes en fonction des conditions environnementales. Pour les
saules cultivés a Guémené-Penfao par exemple, c¢’est-a-dire au site ou aucune relation
n’a pu étre mise en évidence, la variabilité observée pour la production de biomasse
était tres faible en comparaison de celle observée aux deux autres sites en raison de la
plus faible disponibilité en eau (inférieure a 20% sur la saison de croissance). De la
méme maniere, ’expression de la variabilit¢é pour la circonférence des peupliers
cultivés en TTCR a Saint-Cyr-en-Val était également réduite en comparaison de celle
observée dans les autres conditions de culture. Ainsi, une amplitude de variation plus

restreinte limite la possibilité de mettre en évidence une relation.
2. Ensuite, les différences de pas de temps d’intégration entre les deux caracteres tels

qu’ils ont ét¢ mesurés dans le cadre de cette thése peuvent également contribuer a

flouter la relation. La production de biomasse intégre deux années de croissance alors
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que la signature en "°C de la feuille refléte majoritairement la durée de développement

de la feuille, soit quelques semaines.

3. Enfin, la production de biomasse et A"*C sont des caractéres complexes qui dépendent
fondamentalement d’autres caractéres morphologiques et physiologiques, plus ou
moins indépendants les uns des autres en fonction des conditions environnementales
(Figure 10). Ce schéma complexe illustre pourquoi les deux caractéres peuvent donc
étre en partie sinon totalement découplés d’un point de vue fonctionnel. La production
de biomasse refléte finalement I’intégral du taux de croissance (RGR) sur les deux
années. Le RGR est lui-méme contr6lé par plusieurs caractéres, dont 1I’importance
relative varie avec le temps (Shipley et al. 2000) et les especes (Lamers et al., 2006) :
le rapport entre la biomasse foliaire et la biomasse totale de 1’arbre (Leaf Mass Ratio,
LMR) qui représente ’allocation en carbone au compartiment foliaire, la surface
massique foliaire (Specific Leaf Area, SLA) qui représente la surface assimilatrice
pour un investissement en carbone donné, et enfin le taux d’assimilation net de CO,
(Net Assimilation Rate, NAR) qui représente le fonctionnement photosynthétique de
la feuille (Figure 10). Les valeurs de A"’C reflétent quant a elles I’intégral de WUE;
(c’est-a-dire le rapport entre 1’assimilation nette de CO; et la conductance stomatique

a la vapeur d’eau) sur le pas de temps de développement de la feuille.

Lorsque la relation entre production de biomasse (ou ses déterminants) et WUE a été détectée,
elle était toujours positive. Une des explications possibles pourrait étre que les variations
génotypiques pour les capacités photosynthétiques sont a 1’origine a la fois de la variabilité
observée pour la production de biomasse et WUE (Figure 10) ; cependant, il ne nous est pas
possible de vérifier cette explication a 1’aide de nos résultats puisque nous n’avons pas réalisé
de mesures d’échange de gaz sur les peupliers. Une autre explication peut étre également
proposée. De facon intéressante, la relation a systématiquement été observée sur les sites ou
les conditions environnementales étaient les plus favorables a la croissance, qu’il s’agisse du
peuplier ou du saule. Or, lorsque la croissance est importante, les arbres présentent une
surface foliaire totale généralement plus importante (Barigah et al., 1994). Une canopée plus
développée est inévitablement associée a des pertes en eau par transpiration potentiellement

plus importantes. Ces pertes en eau plus importantes a 1’échelle de 1’arbre pourraient alors étre
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compensées a I’échelle de la feuille par une meilleure régulation stomatique, augmentant dans
le méme temps I’efficience d’utilisation de 1’eau.

Bien que la relation entre croissance et WUE soit variable, aucun antagonisme n’a pu étre
observé entre les deux caracteres. De plus, I’essentiel du matériel végétal utilisé dans le cadre
de ces travaux de thése (48 sur 56 génotypes de peuplier) est actuellement en cours de test
par le Groupement d’Intérét Scientifique - Peuplier frangais (GIS-Peuplier) et la société
italienne Alasia Franco Vivai. Nos travaux ont notamment montré une gamme de variations
importante pour les caracteres d’intérét. D’un point de vue appliqué, cela laisse donc 1’espoir
de pouvoir sélectionner a termes chez les hybrides P. deltoides % P. nigra des génotypes
efficients pour I'utilisation de 1’eau sans pour autant contre-sélectionner sur le niveau de
productivité ; ce résultat confirme les résultats déja obtenus sur d’autres génotypes P.
deltoides x P. nigra (Monclus et al., 2006, 2009 ; Bonhomme et al., 2008 ; Dillen et al.,
2011b). Il semble également possible pour les saules de sélectionner des génotypes efficients
pour I’utilisation de I’eau sans contre-sélectionner sur le potentiel de production. Toutefois,
seuls six génotypes déja commercialisés ont été évalués dans ces travaux de thése ; un plus
grand nombre de génotypes permettrait de confirmer ces résultats. Parmi les six génotypes de
saule utilisés, il semble toutefois préférable de planter les génotypes issus de I’European
Willow Breeding Partnership (EWBP) qui présentaient dans les trois sites utilisés dans cette

¢tude les productions de biomasse et les efficiences d’utilisation de 1’eau les plus élevées.

Interactions Génotype x Environnement et sélection variétale.
L’évaluation des interactions Génotype x Environnement (G x E) revét une importance
particuliere pour la sélection d’especes plantées telles que le peuplier et le saule. De profonds
changements entre environnements de croissance dans le classement des génotypes pour leurs
performances physiologiques peuvent en effet réduire la pertinence du déploiement de
génotypes a grande échelle. Dans la suite de ce chapitre, les environnements de croissance
correspondent au site (S) et a la densité de plantation (D). On parlera donc successivement
d’interaction Génotype x Site (G x S) et d’interaction Génotype x Densité de plantation (G x
D).

Nos travaux réalisés sur peuplier ont permis de mettre en évidence d’importantes
interactions G x S pour tous les caracteres étudiés pour le peuplier associées a des

modifications de classements trés importantes entre sites (Chapitres 2.1 et 2.2). Il est donc
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difficile d’envisager I’identification de quelques génotypes performants sur une large gamme
de conditions pédoclimatiques. La sélection devrait étre réalisée de fagon site-dépendante. En
revanche, les interactions G x D étaient moins importantes que les interactions G x S et
¢taient associées a de moindres modifications de classements des génotypes entre densités de
plantation (Chapitre 2.1). Ainsi, pour un contexte pédoclimatique donné, il semble possible
d’identifier des génotypes qui soient a la fois performants en TCR et en TTCR.

Dans le cas du saule (Chapitre 3), les interactions G x S étaient dépendantes des
caracteres considérés. Ainsi, des interactions G x S significatives étaient observées pour la
production de biomasse et le taux d’exportation d’azote alors qu’aucune interaction n’était
observée pour A"C. Toutefois, cette étude ne comparait que six génotypes et nécessite d’étre
confirmée sur un plus grand nombre de génotypes afin de conclure sur cet aspect. Les
interactions G x D n’ont pas été étudiées pour les saules puisqu’ils sont cultivés uniquement
en TTCR.

Comme observé dans la littérature, les plus fortes productions de biomasse sont observées
dans les conditions de croissanceles plus favorables, c'est-a-dire lorsque la disponibilité en
eau et la fertilité du sol sont les plus ¢levées (Marron et al., 2006, 2010 ; Dillen ef al., 2011b ;
Weih, 2001 ; Weih et al., 2006). De fagon générale et quelle que soit I’espece considérée, les
plus faibles valeurs de A”C (i.e. les plus fortes efficiences d’utilisation de I’eau) étaient
observées aux sites présentant les plus faibles disponibilités en eau du sol. Ces faibles valeurs
de A"C en réponse a une diminution de la disponibilité en eau du sol sont classiquement
observée chez le peuplier (Zhang et al., 2004 ; Monclus et al., 2009, 2009 ; Fichot et al.,
2010) et le saule (Weih et al., 2006). Lorsque les arbres sont cultivés sur des sites ou la
disponibilité en eau du sol est faible, ces derniers limitent leurs pertes en eau en réduisant leur
conductance stomatique a la vapeur d’eau, conduisant a de plus fortes valeurs d’efficience
d’utilisation de 1’eau (A4/gy).

Les conditions de croissance au site d’Echigey permettaient une meilleure expression de la
variabilité génotypique pour les caracteres liés a la production de biomasse et NUE pour les
peupliers et les saules. En revanche, les conditions croissances plus contraignantes observées
a Saint-Cyr-en-Val pour les peupliers et a Guémené-Penfao pour les saules permettaient une
meilleure expression de la variabilité génotypique pour AC. Afin de maximiser la gamme de
variabilité pour les différents caracteres étudiés dans ces travaux de these, il semble qu’il
faille cultiver les peupliers et les saules sur des sites se contrastant pour leurs disponibilités en

eau du sol. Les larges gammes de variabilité observées pour la production de biomasse, NUE
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et WUE suggérent que le potentiel existe au sein du set de génotypes de peupliers et de saules
utilisé dans le cadre de ces travaux de thése pour sélectionner des génotypes productifs et

efficients pour utiliser 1’eau et 1’azote.

Production de biomasse, efficience d’utilisation de I’azote et taux d’exportation de
I’azote.
I1 a été rapporté dans la littérature que les arbres poussant dans des conditions contraignantes
en termes de fertilité¢ présentent généralement des efficiences d’utilisation de I’azote (NUE)
¢levées (Berendse & Aerts, 1987 ; Elliott & White, 1993 ; Kubiske ef al., 1997 ; Adegbidi et
al., 2001 ; Gornall & Guy, 2007 ; Adler et al., 2008 ; Rivest et al., 2009 ; Weih et al., 2011a).
Or, nous avons pu observer que les peupliers cultivés a Saint-Cyr-en-val présentaient des
valeurs de NUE plus faibles que ceux cultivés & Echigey. Ces plus faibles valeurs de NUE
observées a Saint-Cyr-en-Val peuvent étre en partie expliquées par la définition de NUE
utilisée dans cette thése. Les arbres produisant de faibles quantités de biomasse ont
généralement un rapport écorce : bois élevé. Sachant qu'une grande partie de I’azote contenu
dans les parties ligneuses se situe dans 1’écorce (Sander & Ericsson, 1998 ; Rytter, 2002 ;
Adler et al., 2005), et que les arbres cultivés a Saint-Cyr-en-Val présentaient une faible
production de biomasse avec une forte proportion d’écorce, cela explique les faibles valeurs
d’efficiences d’utilisation de I’azote observées pour les arbres cultivés a Saint-Cyr-en-Val.
Des relations opposées entre production biomasse et NUE ont été rapportées dans la
littérature ; positive entre hauteur et NUE pour le saule (Tharakan et al., 2005) et négative
entre hauteur en NUE pour le peuplier (Gornall & Guy, 2007). Dans le cadre de ces travaux
de thése, nous avons mis en évidence une relation linéaire et positive entre hauteur et
efficience d’utilisation de I’azote pour les peupliers cultivés en TTCR a Echigey et a Saint-
Cyr-en-Val (Chapitre 2.2). Ces résultats s’opposent a ceux observés par Gornall & Guy
(2007) et peuvent s’expliquer par (i) une différence en termes de fond génétique du matériel
végétal (P. trichocarpa vs. P.deltoides x P. nigra) et (ii) une méthode de calcul de NUE
différente ; Gornall & Guy (2007) ayant utilisé I’efficience photosynthétique d’utilisation de
I’azote.
Lorsque I’on raisonne en termes d’exportation en azote de la plantation (Nexport), les génotypes
de peuplier et de saule les plus productifs sont également ceux qui exportent le plus d’azote de
la plantation lors des coupes (Chapitres 2.2 et 3). Ces génotypes conduisent donc

inévitablement a un appauvrissement du sol en termes de fertilité. La production de biomasse,
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I’efficience d’utilisation de I’azote et le taux d’exportation d’azote de la plantation n’ont été
évalués que pour les génotypes cultivés en TTCR. En effet, si I’on raisonne sur une durée de
rotation du TCR de six ans, ces données ne seront disponibles qu’a partir de I’hiver 2016-
2017 sur le site d’Echigey et I’hiver 2017-2018 sur le site de Saint-Cyr-en-Val. Au moment
de la récolte, les parties aériennes des arbres sont plus agées dans le TCR que dans le TTCR
(respectivement six ans vs. trois ans). Sachant que les arbres agés présentent une proportion
d’écorce plus faible et que les récoltes sont réalisées de fagon beaucoup moins fréquente que
dans le TTCR, la culture des arbres en TCR devraient conduire a une plus faible exportation
d’azote de la plantation.

D’un point de vue appliqué et sachant que la majorité¢ des génotypes de peuplier utilisés
dans cette étude sont en cours de test, la relation positive entre hauteur et NUE observée aux
deux sites laisse la possibilité de sélectionner des génotypes productifs et efficients pour
utiliser I’azote. Toutefois, les relations positives entre NUE et Nexport €t entre production de
biomasse et Negport Observées pour les saules et les peupliers semblent indiquer que lorsque
I’on sélectionne sur la production de biomasse ou NUE, on contre-sélectionne sur le taux
d’exportation d’azote de la plantation.

De fagon intéressante, nos travaux n’ont pas permis de mettre en évidence de lien entre
WUE, estimée via A"°C, et NUE suggérant qu’il n’y a pas d’antagonisme entre WUE et NUE
(Figure 11). La mesure de ’efficience photosynthétique d’utilisation de 1’azote (PNUE),
c’est-a-dire le rapport entre 1’assimilation nette de CO; (4, umol CO, m?s7) et le contenu en
azote foliaire exprimé par unité de surface (N,, gy m™) pourrait fournir le pendant des
mesures de A’C et WUE; réalisées a I’échelle de la feuille. Compte tenu de la lourdeur
associée a la mesure des échanges de gaz, ces mesures pourraient étre réalisées sur un nombre

plus restreint de génotypes.

Conduire I’étude sur une révolution entiére de 20 ans est indispensable.

Les plantations bioénergétiques conduites en TCR et TTCR sont vouées a rester en place une
vingtaine d’années et a étre récoltées de facon plus ou moins fréquente. Il est donc nécessaire
d’évaluer comment les performances des génotypes évolueront au cours du temps et ce type
de données est encore extrémement rare dans la littérature. A notre connaissance, les seules
expériences réalisées sur la totalité d’une révolution ont été obtenues sur la plantation TTCR
de Boom en Belgique sur laquelle différents fonds génétiques (un génotype de P. nigra, trois

génotypes de P. trichocarpa, trois génotypes P. deltoides x P. nigra, trois génotypes de P.
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deltoides x P. trichocarpa, six génotypes de P. trichocarpa x P. deltoides, et un génotype de
P. trichocarpa x P. balsamifera) avaient été plantés en mélange (Ceulemans & Deraedt,
1999 ; Laureysens et al., 2003, 2005a,b ; Al afas et al., 2008 ; Dillen et al., 2013). Sur cette
plantation, quatre rotations ont été réalisées sur une période de 16 années. Les principaux
résultats ont montré que le pourcentage de mortalité¢ augmentait avec les récoltes successives
mais pas forcément de la méme fagon pour tous les fonds génétiques (Al afas et al., 2008 ;
Dillen et al., 2013). Cette étude a également montré que, sur le long terme, les espéces pures
(P. nigra et P. trichocarpa) pourraient avoir de meilleures performances physiologiques que
des peupliers hybrides (P. deltoides x P. nigra, P. deltoides x P. trichocarpa, P. trichocarpa
x P. deltoides, et P. trichocarpa x P. balsamifera) quand elles sont cultivées dans des
contions sub-optimales (absence d’irrigation, de fertilisation, de traitements fongicides et
insecticides). Des changements de classement génotypiques pour la production de biomasse
s’opéraient entre la deuxiéme et la quatrieme rotation. Cependant, I’analyse des coefficients
de rang de Spearman montre une grande stabilité des classements entre les deux dernicres
rotations (Dillen et al., 2013). Le suivi des plantations de Saint-Cyr-en-Val et d’Echigey sur
une révolution compleéte de TCR et de TTCR permettrait de compléter significativement la

littérature sur les aspects de gestion a long terme de ce type de plantations.

Quelle espéce utiliser en TTCR sous un climat continental ?

Une récente méta-analyse compare différentes espeéces cultivées en TTCR pour leurs
potentiels de productivité et leurs efficiences d’utilisation de 1’eau (King et al., 2013). Dans
cette étude, les peupliers, qu’il s’agisse d’espece pures ou d’hybrides ne se distinguent des
saules (espéces pures ou hybrides) ni par leurs potentiels de productivité (~ 8 Tys ha™ an™
pour les deux genres), ni par leurs efficiences d’utilisation de 1’eau estimée via 5°C (~ -28 %o
pour les deux genres). Dans les conditions de croissance les plus favorables (Echigey), les
peupliers présentaient en moyenne une production de biomasse supérieure aux saules (1623,6
g vs. 653,3 g, respectivement). Les travaux réalisés dans cette thése ne nous permettent pas
non plus de répondre a cette question quand on considere le déséquilibre entre genres en
termes de nombre de génotypes (56 génotypes pour le peuplier vs. 6 génotypes pour le saule).
Sur le site le plus favorable a la croissance, les peupliers causaient une plus forte exportation
d’azote de la plantation que les saules (de 7,9 4 64,6 kg N ha™ an™ pour le peuplier et de 1,3 a

19 kg N ha™' an™ pour le saule). Toutefois, les peupliers et les saules présentaient en moyenne
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les mémes valeurs de A"C (respectivement 20,20 et 20,45%o). Bien que la production de
biomasse fiit supérieure pour les peupliers, les saules présentaient généralement un
comportement différent aprés recépage via une augmentation du nombre de tiges par souche
entrainant par conséquent une hausse de productivité. Apres recépage, des saules agés de deux
ans produisent entre 15 et 20 tiges par souche alors que les peupliers produisent moins de 10
tiges par souche (Ceulemans et al., 1996 ; Bergvist & Ledin, 1998). Compte-tenu des résultats
disponibles dans cette étude et la littérature, il ne nous est actuellement pas possible d’aider au

choix raisonné de I’espece a planter en TTCR dans nos régions tempérées.

A quelle densité de plantation faut-il planter le peuplier, TCR ou TTCR ?

Les données acquises dans le cadre de cette thése concernent les premicres années de vie des
plantations. Les résultats présentés sur les arbres cultivés en TTCR ne concernent que la
premicre rotation d’installation (deux ans, systéme mono-tige). De la méme maniére, les
résultats présentés pour le TCR ne correspondent qu’aux deux premicres années de la
premicére rotation ; le cycle du TCR allant de six a huit ans, il n’était pas possible d’acquérir
les données de biomasse et d’efficience d’utilisation de 1’azote au cours de ces travaux de
these pour les arbres cultivés en TCR. Nous ne sommes donc pas encore en mesure de
répondre a cette question. Néanmoins, il semble que lorsque les sites présentent des
conditions de croissance peu favorables notamment en termes de disponibilité en eau, le fait
de planter un TTCR pourrait exacerber les phénomenes de compétition entre arbres pour
I’acquisition de la ressource en eau et limiter la productivité. Le choix de la densité¢ de
plantation est également trés important en fonction du type de valorisation de la biomasse
souhaité. Si le souhait est de produire de petits arbres destinés a ’industrie papetiere, il faudra
favoriser la culture de type TCR. Cependant, les bénéfices liés a I’exploitation de la plantation
seront assez espacés dans le temps (tous les 8 a 10 ans) mais restent toutefois beaucoup plus
fréquents que pour la foresterie traditionnelle (coupes franches a 20, 40 ou 80 ans). En
revanche, si le souhait de 1’exploitant est de produire des plaquettes forestieres et des copeaux
pour I’alimentation de chaufferies a bois par exemple, il faudra favoriser la culture en TTCR.
De plus, ce type de culture en TTCR permet des bénéfices beaucoup plus rapprochés dans le

temps (tous les 2 a 4 ans) mais probablement moins importants que la culture en TCR.
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L’utilisation d’espéces fixatrices d’azote comme le robinier pour la production de
biomasse : une alternative a la fertilisation azotée

Les cultures ligneuses a vocation bioénergétique (TCR et TTCR) reposent sur 1’utilisation
d’especes capables de produire un maximum de biomasse en un minimum de temps,
préférentiellement sur des terres peu propices a 1’agriculture a vocation alimentaire. Ces
surfaces agricoles sont généralement difficilement fertilisables et/ou irrigables, entrainant des
colts de production élevés. La sélection et ['utilisation de matériel végétal utilisant
efficacement les ressources (eau et nutriments) constituent un premier moyen d’optimiser le
fonctionnement des plantations, et c’est sur ce point que la thése était centrée. Une alternative
complémentaire serait d’utiliser des especes fixatrices d’azote atmosphérique (N,), telles que
le robinier, sur des terres peu fertiles afin d’enrichir le sol en azote grace a la minéralisation
de la matiére organique produite par le robinier. Tout comme le peuplier et le saule, le
robinier est une espéce pionniére, a croissance rapide, apte au rejet de souche et adaptée a une
large gamme de conditions édaphiques (Keresztesi, 1988 ; Hanover, 1990), d’ou le regain
d’intérét actuel pour cette espece pour la production de biomasse ligneuse a moindre cofit.

A titre exploratoire, des travaux sur I’utilisation du robinier en plantation bioénergétique
ont ¢t¢ initiés dans le cadre de cette thése. Notre objectif principal était de comparer deux
provenances de Robinia pseudoacacia L. cultivées en TCR et en TTCR pour leur
productivité, WUE via la discrimination isotopique vis-a-vis du BC (A”CQ) et le taux
d’exportation d’azote de la plantation. A cet objectif principal s’ajoutait un objectif
complémentaire, qui €tait de comparer les résultats observés pour ces deux provenances avec
ceux observés pour les génotypes de saules présentés dans le chapitre 3. Afin d’apporter des
¢léments de réponse a ces objectifs, deux provenances de robiniers, ‘Nyirseg’ et
‘Nagybudmerii’, issues de vergers a graines hongrois ont été installées a Guémené-Penfao
(Loire-Atlantique, France) en TCR et TTCR au printemps 2009. Les expérimentations ont été
menées en parallele de celles décrites au méme site pour le saule dans le chapitre 3. La
croissance, la production de biomasse, la phénologie, les caractéres foliaires et la
minéralomasse de 10 individus par provenance et par systeme de culture ont été estimés selon
les protocoles présentés dans le chapitre 3.

D’importantes variations intra-provenance ont ét¢ observées pour la plupart des caracteres
et ont pu masquer les différences entre provenances et entre systémes de culture. A titre

d’exemple, la gamme de variation pour A’C en TCR était au minimum de 3%o pour les deux
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Tableau 5. Moyenne + erreur standard (ES) des deux provenances de robinier cultivées en TCR (1428 plant / ha) et en
TTCR (7272 plants / ha) des caracteres liés a la productivité, a la phénologie, au feuillage et & la minéralomasse. Ht = hauteur
de tige, Circ = circonférence de tige, dHt/dt = vitesse de croissance en hauteur, dnf/dt = vitesse d’apparition des feuilles,
Biom = biomasse de cépée, Déb. = date de débourrement, Dor. = date d’entrée en dormance, LSV = longueur de la saison de
végétation, Surf. = surface foliaire individuelle, SLA = specific leaf area, N = teneur en azote foliaire, Cyyyye = teneur en
carbone foliaire, A'*C = discrimination isotopique vis-a-vis du carbone 13, Ny;, = teneur en azote du bois, Cy,;s = teneur en

carbone du bois, Neypor = taux d’exportation d’azote.

TCR TTCR
Caractéres Nagybudmerii Nyirseg Nagybudmerii Nyirseg
Productivité / croissance
Ht (cm) 2447 £15,7 264,7+17,9 2364134 234,1+15,7
Circ (mm) 1146+7,5 113,1+11,6 92,6+7,8 97,0 £8,2
dHt/dt (cm jour™) 0,70+0,10 0,76 £ 0,14 0,65+0,11 0,57 +0,11
dnfldt (feuilles jour™) 0,16+0,02  0,15+0,02 0,13 +£0,01 0,14 +£0,02
Biomg (g) 5352 +1358 628,7+114,2
Rendement (t ha™ an™) 1,83+0,46  2,15+0,39
Phénologie
Déb. (jour de I’année) 95,1+2,9 934+1,9 922+2.1 973+2,6
Dor. (jour de I’année) 2689 +44 262,4+5.7 268,2+3,5 258,4+39
LSV (jours) 176,1+73  168,4+73 175,744 162,043
Caracteres foliaires
Surf. (sz) 107,3 £8,2 137,9 £12,2 122,0+£15,9 133,4+12,0
SLA (cm? g™) 1496 +54  1449+6,7 1435+4,6  130,7+ 14,8
Niwitie (Mg g7 39.7+£25 40,1425 415419  410+14
Creuitie (mg g7 4770+4,6  4759+44 480,854  4855+3,7
ABC (%) 17,7+0,5 16,7 +0,3 16,4 + 0,4 16,9 +0,5
Minéralomasse
Nige (mg g7) 9,6 +0,6 9,740,
Cige (Mg g7 460413 4602+ 14

Nexport (kg N ha-] an-l) 155+32 20,6 £3,8
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provenances (Tableau 5). Les valeurs moyennes de rendement observées en TTCR étaient de
1,83 + 0,46 t MS ha! an pour ‘Nagybudmerii’ et de 2,15 £ 0,39 t MS ha'! an’! pour
‘Nyirseg’. Ces résultats sont du méme ordre de grandeur que ceux observés sur quatre
cultivars de robinier agés de 3 ans (‘Ulloi’, 3,0 tonnes ha! an™ ; “Jaszkiséri’ et ‘Nyirsegi’, 2,4
t ha' an’; “‘Kiscsalai’, 4,2 t ha! an'l) (Rédei et al., 2010). Cependant, des rendements
atteignant plus de 9,5 t MS ha™' an ont été mesurés dans une plantation de robiniers 4gés de
14 ans (Griinewald ef al., 2009). Les faibles rendements de notre étude pourraient Etre
expliqués par la faible disponibilité en eau du sol observée a Guémené-Penfao au cours de la
seconde saison de croissance. L.’age des arbres (deux ans) et le systéme mono-tige non recépé
pourraient également étre des éléments pouvant expliquer les faibles rendements observés
dans notre cas. Enfin, les valeurs de Neypor; Observées en TTCR (15,5 + 3,2 kg N ha' an™ pour
‘Nagybudmerii’ et 20,6 + 3,8 kg N ha” an™ pour ‘Nyirseg’) étaient inférieures aux valeurs
observées dans 1’étude de Quinkenstein et al., (2012) sur des individus agés de 2 ans
également cultivés en TTCR (31,8 kg N ha™ an™).

Quel que soit le caractére étudié, aucun effet densité de plantation, aucun effet
provenance, et aucun effet d’interaction entre provenance et densité de plantation n’ont pu
étre mis en évidence. Bien que le robinier puisse €tre cultivé a la fois en TCR et en TTCR,
I’effet de la densité de plantation sur A"’C reste a notre connaissance non documenté chez le
robinier et nécessiterait d’étre étudié. Malgré 1’absence de différences significatives entre
systemes de culture, il est intéressant de remarquer que les valeurs moyennes des caractéres
de croissance et de productivité étaient plus élevées dans le TCR que dans le TTCR. Cette
différence peut sans doute étre attribuée a la compétition entre arbres pour 1’acquisition des
ressources plus importante a forte densité de plantation. Ces résultats sont comparables a ceux
observés pour les peupliers cultivés a Saint-Cyr-en-val, suggérant que 1’augmentation de la
densit¢ de plantation accentue la compétition pour 1’acquisition des ressources en eau,
principalement lorsque cette ressource est limitante.

En TTCR, tout comme pour les Salicacées, la hauteur et la circonférence des tiges étaient
corrélées positivement au rendement (7, = 0,76*** et r, = 0,94*** respectivement). Aucun
lien entre AC et Ngyine n’a pu étre mis en évidence chez le robinier, suggérant que les
principales sources de variations de WUE; sont principalement issues de variation de la
conductance stomatique a la vapeur d’eau (Farquhar et al., 1989). De plus, aucun lien
significatif entre A"C et le rendement n’a été observé, venant conforter cette hypothése. En

accord avec d’autres travaux réalisé€s sur d’autres especes ligneuses telles que le peuplier et le
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Tableau 6. Moyenne * erreur standard des caracteres liés a la productivité, a la phénologie, au feuillage et a la

composition minérale du bois pour le robinier (n = 20) et le saule (n = 60) cultivés en TTCR uniquement. Voir la légende du

tableau 5 pour les abréviations.

Biomg(g)

Nexport (kg N ha!an™)

800

700

600

500

400 A

300 1

200

100 7

Caractéres Saule Robinier
Productivité / croissance
Ht (cm) 242,54+ 6.9 235,34 10,2
Circ (mm) 548+1,2 94,8 £ 5,6
dHt/dt (cm jour™) 0,68 + 0,03 0,61 + 0,08
dnf/dt (feuilles jour™) 0,36 £ 0,01 0,13 +£0,01
Biomg (g) 137,0+£11,3  582,0+87,0
Rendement (t ha™ an™) 0,7+0,1 2,1+0,3
Phénologie
Déb. (jour de I’année) 66,9 £0,7 94,8 £1,8
Dor. (jour de I’année) 250,3+22 263,3+2.8
LSV (jours) 183,4+2,1 168,8 £3,4
Caracteres foliaires
Surf. (cm?) 12,6 0,6 128,0£9,7
SLA (em® g™ 87,0+ 1,8 136,7 = 8,0
Niwitie (mg g™) 16,8 + 0,4 412+ 1,1
Creuitie (mg g7 466,9 + 1,1 4833+32
ABC (%) 19,9 +0,1 16,7 +0,3
Minéralomasse
Nige (mg g7) 42+0,1 9,6 +0,4
Ciige (mg g7) 4644 + 0,4 460,3 +0,9
Nexpor: (kg N ha™ an™) 2,7+0,2 192+2,6
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saule, ces résultats suggerent qu’il serait possible de sélectionner des individus a la fois
productifs et efficients pour 1'utilisation de I’eau (Rae et al., 2004 ; Monclus et al., 2006 ;
Weih et al., 2006, Fichot et al., 2010 ; Chamaillard et al., 2011).

De fagon générale, le robinier se différenciait du saule pour tous les caracteres étudiés
(Tableau 6). Le robinier présentait des valeurs de biomasse séche plus de trois fois supérieures
a celles du saule (Figure 12A). Le taux d’exportation d’azote de la plantation (Nexport) €tait
plus de sept fois plus élevé pour les robiniers que pour les saules (Tableau 6, Figure 12C).
Cependant, il ne nous est pas possible de séparer la proportion d’azote issue du sol de celle
issue de la fixation symbiotique. Il a été montré que 1’utilisation d’espéce fixatrice de N;
permettait d’augmenter la quantité d’azote présente dans les tissus de plantes non fixatrices de
N, utilisées a des fins de production de biomasse (Coté & Camire, 1984). Ainsi, lorsque les
peupliers étaient cultivés seuls, 13 kg N ha™' étaient présents dans les tissus alors que 48 kg N
ha™' étaient présents dans les tissus des peupliers cultivés en mélange avec de ’aulne. De plus,
cela permettait également de produire de la biomasse ligneuse tout en restaurant des sols et
terme de qualité nutritive (Zeleznik & Skousen, 1996 ; Griinewald ef al., 2009).

Le robinier présentait des valeurs de Ngyie plus de deux fois supérieures a celles
observées chez le saule (Tableau 6, Figure 12D), tout comme cela a ét¢ observé sur des
especes tropicales fixatrices et non fixatrices de N, (Cernusak et al., 2011b). De plus, il a été
observé a I’échelle foliaire que 1’azote présent dans les feuilles d’une espece fixatrice de N»
dérivait de la fixation symbiotique de N, (Pons et al., 2007). Chez les especes non fixatrices
de N, les teneurs en azote foliaire sont directement liées a la disponibilité de 1’azote dans le
sol. Sachant que plus de 70 % de l’azote foliaire est impliqué dans la machinerie
photosynthétique, le robinier est plus adapté que le saule a pousser dans des endroits
présentant peu d’éléments nutritifs disponibles pour la croissance des arbres.

Les valeurs de A'>C observées pour le robinier étaient inférieures de 3 %o a celles
observées chez le saule (Tableau 6, Figure 12B). Ces résultats sont en accord avec d’autres
¢tudes réalisées sur un plus large éventail d’especes ligneuses montrant que les especes
fixatrices d’azote sont généralement plus efficientes vis-a-vis de 'utilisation de 1’eau que les
especes non fixatrices d’azote (Schulze ef al., 1998 ; Zheng & Shangguan, 2007a,b ; King et
al., 2013). Ces résultats suggerent qu’en plus d’étre plus productifs que les saules, les
robiniers utilisent plus efficacement 1’eau. Il faut néanmoins garder en mémoire que le site de
Guémené-Penfao a subi une sécheresse estivale sévere en 2010 (cf. chapitre 3) et que le

robinier a sans doute mieux supporté que le saule ces conditions particulicres.
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Les travaux réalisés sur robinier dans le cadre de cette thése restent exploratoires et
nécessitent d’étre confirmés sur des rotations successives. A notre connaissance, la relation
entre AC et WUE; n’a pas été validée pour le robinier et nécessiterait d’étre étudiée afin de
confirmer que AC est bien un estimateur de WUE; chez le robinier. L’utilisation de
plantations mixtes peuplier — robinier pourrait également étre une alternative a la fertilisation
minérale des plantations bioénergétiques. Les peupliers bénéficieraient pour leur croissance
des exsudats racinaires des robiniers et du retour d’une partie de 1’azote atmosphérique via la
minéralisation de la litiere comme cela a déja été observé dans la littérature (Coté & Camire,
1984 ; Cernusak et al., 2011b). L’UMR EEF est impliquée dans le projet INTENS&FIX,
financé par le programme Systerra de I’Agence Nationale de la Recherche frangaise sur la
période 2011-2014, qui traite de D'intensification écologique des plantations foresticres a
travers 1’association d’espéces fixatrices d’azote en mélange avec des especes non fixatrices
d’azote. Un dispositif expérimental de peuplier — robinier cultivé en TCR a d’ailleurs été
installé sur le site de Saint-Cyr-en-val. Quatre théses sont actuellement en cours sur le projet

INTENS&FIX au sein de ’'UMR EEF.
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Julien TOILLON

Variabilité génétique et plasticité de I’efficience d’utilisation
des ressources (eau et azote) chez les Salicacées cultivées
en taillis a courte et trés courte rotations

Cette theése visait a (i) caractériser I’impact de la densité de plantation et des conditions pédoclimatiques sur la
physiologie des peupliers et des saules dédiés a la production de biomasse, (ii) évaluer la variabilité génétique de
caractéres liés a la productivité, 1’efficience d’utilisation de I’eau (WUE) et I’efficience d’utilisation de I’azote
(NUE) dans une perspective appliquée de sélection variétale, et (7ii) a juger des relations entre ces caracteres.
Quatre dispositifs expérimentaux ont ét¢ installés dans le nord de la France. WUE a été estimée indirectement a
1’échelle foliaire via la discrimination isotopique vis-a-vis du carbone 13 (A"*C) et NUE a été estimée a 1’échelle
de la plante entiére via le rapport entre la biomasse aérienne et la quantité d’azote présente dans les tiges. Nos
résultats montrent clairement que 1’effet d’une augmentation de la densité de plantation affecte la production de
biomasse et WUE de fagon site-dépendante. Lorsque les conditions environnementales étaient favorables a la
croissance, une augmentation de la densité de plantation impliquait une augmentation de la hauteur des arbres et
une diminution de leur circonférence et de leur WUE, ce qui reflétait une compétition accentuée pour la lumiére.
En revanche, lorsque les conditions environnementales étaient moins favorables a la croissance en termes de
disponibilité en eau et de fertilité du sol, une augmentation de la densité de plantation se traduisait notablement
par une augmentation de WUE et par une diminution de la circonférence des arbres, ce qui reflétait une
compétition accentuée pour ’acquisition de la ressource hydrique. Une relation positive entre production de
biomasse et WUE a ¢été détectée pour les saules et les peupliers uniquement dans les conditions
environnementales ot toute source de compétition était réduite. Une canopée plus développée est inévitablement
associée a des pertes en eau par transpiration potentiellement plus importantes. Ces pertes en eau plus
importantes a 1’échelle de I’arbre pourraient alors étre compensées a 1’échelle de la feuille par une meilleure
régulation stomatique. Les interactions Génotype x Site indiquent qu’il est difficile d’envisager I’identification
de génotypes performants sur une large gamme de conditions pédoclimatiques. La sélection des génotypes
devrait donc étre réalisée de fagon site-dépendante. Enfin, 1’absence d’antagonisme entre WUE, NUE et la
production de biomasse suggére la possibilité de sélectionner des génotypes sur les trois caractéres
indépendamment.

Mots clés : biomasse, discrimination isotopique vis-a-vis du carbone 13, efficience d’utilisation de 1’azote,
efficience d’utilisation de 1’eau, peuplier, plantation bioénergétique, plasticité phénotypique, productivité, saule

Genetic variability and plasticity of resource-use efficiency
(water and nitrogen) in Salicaceae grown
under short-rotation forestry and short-rotation coppice

This work aimed (i) at characterizing the impact of planting density and pedoclimatic conditions on the
physiology of poplar and willow dedicated to biomass production, (ii) at evaluating the genetic variability of
productivity-related traits, water-use efficiency (WUE) and nitrogen-use efficiency (NUE) in a perspective of
plant breeding, and (iii) at assessing the relationships among these traits. Four experimental plantations were
established in northern France. Water-use efficiency was indirectly estimated at leaf level through bulk leaf
carbon isotope discrimination (A"°C) and NUE was calculated at plant level as the ratio between the aerial
biomass and the stem nitrogen content. Our results clearly show that increasing planting density affects biomass
production and WUE depending on site characteristics. At the most favorable site for growth, trees grown at
higher density displayed taller stems, lower stem circumference, and higher A"’C, than trees grown at lower
density indicating that increased tree density mainly accentuated competition for light. Under less favorable
conditions in terms of water availability and fertility, an increase of planting density involved higher WUE and
lower stem circumference, likely because of an increased competition for water. Positive relationships between
biomass production and WUE were detected for poplar and willow only under environmental conditions where
competition for any resources was reduced. A large canopy is inevitably associated to potentially more important
transpiration water losses. These higher water losses at plant level could be compensated at leaf level through a
better stomatal regulation. The Genotype x Site interactions indicated that it is difficult to identify good
genotypes for a large set of pedoclimatic conditions. The selection of genotypes has to be realized depending on
the site conditions. Finally, the absence of antagonism between biomass production, WUE, and NUE suggests
the possibility to select genotypes for these three traits independently.

Key-words: biomass, bioenergy plantations, bulk leaf carbon isotope discrimination, nitrogen-use efficiency,
phenotypic plasticity, poplar, productivity, water-use efficiency, willow.
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