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Figure 1. Aire de distribution du chéne pédonculé (en bleu).

D'aprés: Ducousso A & Bordacs S. 2004. EUFORGEN. Technical Guidelines for genetic conservation
and use for pedunculate and sessile o@kercus robur andQ. petraea). International Plant Genetic
Resources Institute, Rome, Italy. 6 pages.

http://www.bioversityinternational.org/networks/eufen/Euf _Distribution_Maps.asp




Introduction

Introduction générale

Le chéne pédoncul®(ercusrobur L.) appartient a la famille ddsagaceae C'est une espéce post-
pionniére nomade qui couvre une majeure partie de I'Europe et de I'Asie Mineure (Figure 1). Il
présente une trés large amplitude écologique et se rencontre depuis les sols trés acides jusqu’aux sols
calcaires. Le chéne pédonculguercus robuil.) est, avec le chéne sessile, I'une des espéces de chéne

la plus représentée dans les foréts francaises, pour la partie non méditerranéenne. Il représente 18% du
volume total sur pied (données IFN, 2005-2006).

La diversité génétique de ces deux especes de chéne (sessile et pédonculé) est un sujet de recherche en
cours depuis plusieurs années. Cette diversité génétique est anédybatlisation de marqueurs
moléculaires (ADN nucléaire et chloroplastique), mais aviasi'étude de caractéres phénotypiques
d’intérét tels que la croissance, la qualité du bois... En ce qui concerne les analyses génomiques, deux
types de régions sont étudiées :

- les régions neutres (relativement insensibles a la pression de sélection naturelle). Chez les
chénes, il existe un fort polymorphisme génétique pour ces régions (Kremer & Petit, 1993).

- les régions non neutres ou adaptatives (soumises a la pression de sélection et donc a la
pression évolutive, de méme qu'aux facteurs environnementaux parce-que ces régions
comprennent des génes impliqués dans I'adaptation au milieu).

En ce qui concerne les caractéres phénotypiques (traits foliaires, débourrement...), une forte diversité
a été observée aussi bien en inter-spécifique (Ponton, 2002 ; Faivre, 2004) qu’en intra-spécifique
(Kleinschmit, 1993; Ponton, 2002; Torti, 2005; Brendelal., 2008). L'efficience d'utilisation de

I'eau représente, elle aussi, un caractére phénotypique d'intérét. En effet, ce trait traduit le compromis
gue font les plantes entre gain de carbone et pertes en eau. Au cours d’'une sécheresse, ce compromis
peut évoluer : est-ce que les arbres vont continuer a transpirer pour maintenir leur gain de carbone ou
vont-ils limiter leurs pertes en eau, ce qui peut se traduire par une diminution du gain de carbone ?
Quand il y a stress hydrique, I'efficience d'utilisation de I'eau augmente, comme cela a notamment été
montré chez différentes espéc&ogsypiunhirsutum Yakir et al. (1990) Eucalyptusmicrotheca Li

(2000) ; Encelia farinosg Sandquist & Ehleringer (2003)Populus deltoidesx Populus nigra
Moncluset al. (2006)...) ainsi que chez les chénes sessile et pédonculés (E. Dreyer, communication
personnelle). De ce fait, on s’attendrait donc a ce que des populations acclimatées a des régions séches
aient une efficience d'utilisation de I'eau plus élevée que d'autres populations acclimatées a des
régions plus humides. Mais, ce n’est pas toujours ce qui est observé, comme chez le pin maritime ou le
chataignier pour lesquels les populations issues des régions les plus séches sont aussi celles qui ont la
plus faible efficience d'utilisation de I'eau lorsque les conditions d'irrigation sont non-limitantes
(respectivement, Guelgt al., 1995b; Lauteret al, 1997). Outre ces aspects de compréhension du
fonctionnement écologique des espéces, I'étude de I'efficience d'utilisation de I'eau couplée a I'étude

de la biomasse lors d’'un stress hydrique, permettrait d'identifier des génotypes capables de maintenir
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leur gain de biomasse tout en limitant leurs pertes en eau dans ces conditions. Ces génotypes auraient
ainsi un intérét économique certain. Il s'agit d’'une problématique inhérente aux espéces commerciales
telles que le peuplier (Moncles al,, 2005).

Les chénes pédonculé et sessile sont des espéces sympatriques, qui cependant présentent des exigences
écologiques contrastées. Sur un gradient topographique, le chéne sessile se trouve plutdt au niveau du
plateau (zones plus séches et drainées), alors que le chéne pédonculé se trouve plutét en fond de vallon
(zones plus humides). Parallellement a ces différences d'exigence écologique, des différences
fonctionnelles ont aussi été observées entre ces deux espéces, et notamment en terme d’efficience
d'utilisation de I'eau. Ainsi, plusieurs travaux réalisés au sein de 'UMR EEF — INRA Nancy (Ponton,
2002 ; Faivre, 2004) ont montré que l'efficience d'utilisation de I'eau estui@@k discrimination

isotopique du carbone était plus élevée pour le chéne sessile que pour le chéne pédonculé. De plus des
différences de comportement face a une sécheresse édaphique ont aussi été observées. Pour illustrer ce
propos, suite a des épisodes de sécheresse apparus dans les années 1970-80, il s'est avéré que le chéne
pédonculé était plus sensible que le chéne sessile aux contraintes hydriques sévéres (Becker & Levy,
1983). Le chéne sessile, quant a lui, a été trés peu touché.

L'intensification des rejets de gaz a effet de serre de nature anthropique (dioxyde de carbone,
méthane...) modifie le climat a I'échelle du globe (Kump, 2002). En France, une hausse printaniére et
une baisse estivale des précipitations sont prévues pour les années a venir. La diminution des
précipitations estivales provoquerait un allongement de la période de sécheresse estivale (Lebourgeois
et al, 2001), et le déficit hydrique ainsi généré limiterait alors la fixation de carbone, la croissance et

la production nette primaire chez les plantes (Dawson, 1993). Il parait ainsi pertinent d'étudier le
comportement des especes majeures des foréts francgaises face a un climat de plus en plus modifié.

En conséquence des changements climatiques, plusieurs processus peuvent étre observés, soit des
dépérissements massifs au niveau des régions touchées par une augmentation de la sécheresse, soit une
migration de I'espéce, soit une adaptation locale qui dépend de la diversité génétique de caractéres
adaptatifs pouvant répondre a ces changements environnementaux. Cette diversité génétique
fonctionnelle sera donc décisive pour permettre a I'espéce de survivre dans son nouvel environnement,
ce qui impliquerait donc une capacité d’adaptation importante.

Ces travaux s'inscrivent ainsi dans une optique de compréhension de la variabilité intra-espéce de
l'acquisition du carbone et de la gestion de l'eau chez le chéne pédonculé, dans un contexte
d'adaptation de cette espéce face aux changements climatiques et plus précisément a la contrainte

hydrique.



Encadré 1 : Efficience d'utilisation de I'eau

Efficience d'utilisation de I'eau intrinseque (V).
W; (umol CQ mol* H,0) se détermine & l'aide du rapport entre I'assimilation nette géAC@mol CQ m?s™) et la

conductance stomatique pour la vapeur d'egugl O mi?s*) mesurées de facon instantanée a |'échelle foliaire|

Par analogie a la loi d'Ohm, le flux de €Q7\) de I'atmosphére vers l'intérieur de la feuille est décrit comme le

produit entre la différence de fraction molaire de ,Céntre Il'atmosphere et les espaces intercellulaires

(respectivement, £t G, en pmol C@mol* d'air) et la conductance stomatique pour le @9 mol CO, m?s™) qui
est l'inverse d'une résistance, d'ou A H@;-C). La vapeur d'eau diffusant 1.6 fois plus vite que le,@rs: g =
1.6g.

Ainsi,

W, = Algs = g (C5-Ci)/gs = (C5-Ci)/1.6 = G, (1- Ci/C)/1.6 (Egn 1)

Efficience d'utilisation de I'eau instantanée (W):

Winst (Mmol CQ mol* H,O) représente le rapport entre les flux de, @dtrant dans la feuille et les flux de vapeur

d'eau sortant de la feuille (ou transpiration, notée E en ma@Irdf s*) pendant la photosynthése. La transpiration

est calculée & l'aide du produit entreeg)le gradient de fraction molaire de vapeur d’egurmol HO mol* d'air)
entre la feuille (w, mmol O mol* d'air) et I'atmosphére (wmmol HO mol* d'air) ¢ =w; - w), d'ou : E = ghv.
Wit = AIE =[G (1-G/CJ)J/1.6v (Egn 2)

De la méme facon que WV, est associé a I'échelle foliaire.

Efficience de transpiration (TE):
La détermination de TE se fait sur une période de temps relativement longue (de quelques semaines a plusig
et est associée a I'échelle "plante entiére".

L'efficience de transpiration (notée J)epeut d'abord étre définie comme étant le rapport entre le taux d'accumul

urs 1

ation

de carbone dans la biomasse seche et les pertes en eau cumulées. L'équation 2 peut alors étre étendue de ['€

foliaire a I'échelle plante entiere en ajoutant deux termgsjuibcorrespond a la proportion de carbone perdue lors
la respiration des racines et des tiges le jour, et de I'ensemble de la plante, y compris les feuilleBdla it
50% de la quantité nette de carbone assimilée pendant la phase diurne chez les athyeq)i etorrespond a la
proportion d'eau perdue par la plante du fait de l'ouverture partielle des stomates pendant la nuit, de la tran
cuticulaire et de la transpiration des racines et des tiges.

TEc (mmol C mot* H,0 )= [(1- D) (CCI[1.6 v (1+ )] = [Ca (1- D) (1-G/CR] /[1.6 v (1+ Dy)] (Eqn 3)

de

spira

L'efficience d'utilisation de l'eau peut aussi étre exprimée, non plus par rapport au gain de C, mais par rapport au |

de biomasse séche. Elle sera alors notée TE:
TE (g MS kg‘1 H,0) = TEc [12/(18*mc)] = [Ca (1- Pc) (1-C/Cy)] /[1.6 v (1+ Dy)] [12/(18*mc)] (Egn 4)

Ou le facteur 12/18 représente le rapport entre les masses molaires du C et de la vapeur ¢ekufrattion

massique de C dans la biomasse séche.
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1 Efficience d'utilisation de I'eau, et utilisation des isotopes de carbone

1.1 Efficience d'utilisation de I'eau et échelles d'intégration

L'efficience d'utilisation de I'eau correspond au rapport de la quantité de carbone fixée dans la
biomasse sur la quantité d’eau transpirée par la plante pour une période de temps donnée. Il s'agit ainsi
d'une mesure des performances des plantes en matiére de compromis entre gain de carbone et perte
d'eau. C'est un trait d'intérét utilisé dans divers domaines: agronomie, foresterie ou écologie. En
agronomie, I'amélioration de I'efficience d'utilisation de I'eau des plantes de grande culture est un
moyen d'accroitre leur production pour un apport d'eau défini (Rickals2002). Dans ce secteur,
l'efficience d'utilisation de I'eau peut revétir différents aspects selon qu'elle se rapporte au rendement
ou a l'eau utilisée pour lirrigation. Dans le domaine forestier, I'efficience d'utilisation de I'eau est
souvent utilisée pour établir un lien entre production de bois et gestion de I'eau. Enfin, vis-a-vis des
changements climatiques globaux, ce trait permet de connecter les cycles de carbone et d'eau de la
végétation terrestre et est modulé par I'élévation du niveau dat@Osphérique et par la sécheresse
édaphique (Gueldt al, 1994).

L'efficience d'utilisation de lI'eau peut étre étudiée a I'échelle de I'écosystéme (c'est alors le gain de
carbone de I'écosystéme sur I'évapotranspiration;dtaal, 2002) ou a I'échelle de la plante. Dans ce
dernier cas, plusieurs définitions coexistent, permettant d'accéder a différentes échelles spatiales et
temporelles (encadré 1). En se plagant tout d'abord a I'échelle foliaire, on peut définir une efficience
d'utilisation de l'eau "photosynthétique" qui se décline en deux expressions. Ces deux types
d'efficience d'utilisation de l'eau dites intrinséque et instantanée (respectivemest, W)
comprennent toutes deux une composante biologique se définissant comme le rapport entre
I'assimilation nette de G{A) et la conductance stomatique pour la vapeur d'epuida différence

de W, Wi, dépend aussi d'une composante environnementdtiifférence de fraction molaire de
vapeur d'eau entre la feuille et 'atmosphére). Dans ce travail, seule l'efficience d'utilisation de l'eau
intrinséque (W= Algs, exprimée en pmol COmol* H,0) a été analysée. En effet, seules les
différences génétiques entre individus nous intéressaient. De ce fait, la grande majorité des traits
analysés dans ce manuscrit ne sont dépendants que de la physiologie de la plante.

L'efficience de transpiration (TE) est définie comme étant une mesure intégrée dans le temps de
l'efficience d'utilisation de l'eau a I'échelle de la plante entiére. La détermination de TE se fait
généralement sur plusieurs semaines, voire plusieurs mois, et est basée sur des mesures gravimétriques

d'accumulation de biomasse séche (MS) et de pertes en eau cumulées sur toute la période



Encadré 2 : Discrimination isotopique du carbone

Il existe deux isotopes stables pour le carbdf@:et **C, dont les abondances naturelles relatives
different de sorte que le rappdfC/°C est de l'ordre de 1.1 %. La composition isotopiqué’@n
(8"°C, %o) d'un échantillon compare le rappbi€/“C de I'échantillon (Ry) & celui d'un standard
international (Rg qui, dans ce cas, est la Pee Dee Belemnite.

3"°Céch (%0) = 1000 (Ron— Rd)/Resta

Pour obtenir la discrimination isotopique entre le,G@mosphérique et un échantillon végétal, la
composition isotopique efiC de la matiére végétale est alors comparée a la composition isotopiqu
de la source de GQc'est-a-dire la composition isotopique du,@@nosphériquedC.; ~ -8 %o).

Dscn (%0) = 1000 §*Ci— 8°Ceer)/ (1000 + &Cyep)

&"Cecn étant trés petit devant 1000, I'équation précédente peut étre simplifiée :

Décn(%o) = 8 Cair — 8 Cecn

19%
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d'expérimentation. Ainsi, TE s'exprime en g M5H0. Toutefois, par définition, l'efficience de
transpiration devrait correspondre a l'accumulation de carbone dans la biomasse séche rapportée aux
pertes en eau cumulées et s'exprimer en mmoloC H,O pour étre totalement en accord avec
I'équation 1 de l'encadré 1. Outre la nécessité des pesées, la détermination de cette efficience
d'utilisation de I'eau exige de connaitre la fraction massique de carbone présente dans la matiere
organique, ceci étant effectué a l'aide d'un analyseur élémentaire (CezhataR007a). Dans cette

étude, TE a été calculée en fonction du gain de biomasse séche.

L'estimation de TE est laborieuse et se fait le plus fréiquemment sur des plants en pots. A notre
connaissance, seule I'étude de Olbetlal. (1993) a porté sur des arbres matures, et I'estimation de

TE nécessitait alors des mesures de flux de séve ainsi que I'évaluation du gain de volume de tige,
puisque le gain de biomasse total (racines comprises) n'est pas aisé a déternditaart Méaucoup

plus simple a estimer que TE, ce trait pourrait étre utilisé pour en déduire TE du fait de la relation
théorique entre ces deux termes (équation 4 de l'encadré 1). Cette relation (entréd/\y et TE) a

d'ailleurs pu étre expérimentalement observée, chez les arbres, sous conditions environnementales
variables, telles que l'apport en eau (Osorio & Pereira, 1994; Matzaér 2001) ou la fertilisation

azotée (Ripullonet al, 2004). Peu d'études ont établi des corrélations entre ces deux traits en intra-
spécifique et en conditions non-limitantes, excepté Li (2000) pour des populations d'eucalyptus.
Comme le montre I'équation 4 de I'encadré 1, TE n'est dépendante qu'en partie Ddaeuinés
parameétres, tels que la proportion de carbone fixée pendant la photosynthése et perdue par la
respiration des racines et tiges le jour et des racines, tiges et feuilles laghuét (@ proportion d'eau

perdue par la plante hors processus photosynthétidyggpeuvent aussi intervenir pour expliquer les
variations de TE indépendamment des variations deDW&utre part, se pose le probleme du temps
d'intégration, puisque Weprésente une efficience d'utilisation de I'eau instantanée, alors que TE est
intégrée sur une période de temps donnée. Tous ces éléments peuvent expliquer que certains travaux
ne mettent pas en évidence de corrélation entret WE (e.g., en conditions non-limitantes: Roupsard

et al, 1998 pour des provenances d'acacia; @&ul, 1996 pour des croisements d'épinette blanche).

La relation entre TE et Wdoit donc étre vérifiée, puisque l'extrapolation de I'échelle foliaire

instantanée a I'échelle plante entiére et intégrée dans le temps n'est pas toujours réalisable.

Ces deux traits, TE et Wreprésentent donc deux extrémes d'efficience d'utilisation de I'eau.
L'utilisation des isotopes de carbone permet de s'affranchir du caractére instantgret destimer

des efficiences d'utilisation de I'eau intégrées a plus ou moins long terme.



Encadré 3 : Relations entre discrimination isotopique du carbone et efficience d'utilisation d
l'eau (W; et TE)

Farquharet al. (1982) ont établi un modéle permettant de relier la discrimination isotopique

rapport GC, (respectivement, les fractions molaires de,@dtre les espaces intercellulaires

I'atmosphére, en umol G@nol™* d'air) chez les plantes en:C

Decn=a+[(b-a) G/Cq-d (Ean 5)

a: la discrimination contre [8CO, durant la diffusion a travers les stomates (a=4.4%o):;

b: la discrimination contre 16°CO, par les premiéres enzymes de carboxylation, Ribulosg

bisphosphate Carboxylase Oxygenase (Rubisco) et Phospho Enol Pyruvate Carboxylase (R

e

et le

et

15
EPc). Le

facteur b dépend des proportions relatives de carboxylation effectuées par la Rubisco et par la PEPc et

varie entre 27 et 30%o.

d: ce terme regroupe tous les processus de fractionnement causés par la photorespiration, la fespiration

et la diffusion du C@des espaces intercellulaires aux sites de carboxylation (Faefahad 989).

Les équations 1 (Encadré 1) et 5 (cet encadré) partagent le méme fa@gureQui permet, en le

combinant, d'obtenir une relation entre &t/ :

Bscn=b-d-[(b-a)1.6WC] (Ean 6)

En combinant les équations 4 (Encadré 1) et 6 (cet encadré), cela permet d'obtenir une rela
TE et Len:

D= b-d—[(b-a) (18*m: /12) (1.6v (1+ Py)/C, (1- Pc)) TE] (Eagn 7)

lion entre
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1.2 Discrimination isotopique diiC

Lors de la fixation de COdans la biomasse, les plantes discriminent contre l'isotope 13 du carbone.
Chez les plantes ensCcette discrimination(°C, encadré 2) est en partie causée par les premiéres
réactions de carboxylation (principalement par la ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase (Rubisco)) et
par la diffusion du C@de l'atmosphére vers les espaces intercellulaires. Toutefois d'autres processus
de fractionnements interviennent: dissolution et diffusion du, @ans la phase liquide,
photorespiration et respiration de jour (Farquéial., 1988; Farquhaet al., 1989). L'effet de ces
fractionnements sur la valeur de*C est faible, mais significatif (Brugnoli & Farquhar, 2000;
Ghashghaieet al., 2003). Farquhaet al. (1982) ont établi un modéle corrélant positivement la
discrimination du*®C du CQ entrant dans la feuille et le rapport@; (respectivement, les fractions
molaires de C@®dans les espaces intercellulaires et dans I'atmosphére) (équation 5 de l'encadré 3).
A™C peut permetre d'avoir une estimation déCC non pas instantanée (comme avec les mesures
d'échanges gazeux), mais intégrée dans le temps et pondérée par la quantité de carbone assimilée par
unité de temps. (L, reflete limportance relative de A et deqyi sont reliés respectivement a la
demande et a la disponibilité de £Qe rapport représente un point de consigne (ou "setpoint") pour
I'intégration et la coordination des échanges gazeux (Ehleringer & Cerling, 1995). La discrimination
isotopique ert®C du matériel végétal est une mesure rétrospective et intégrée de ce point de consigne
et peut étre utilisée soit comme indicateur des processus physiologiques et des conditions
environnementales prévalant lors de I'assimilation dg E®@leringer, 1993), soit comme outil de
comparaison de l'efficience d'utilisation de l'eau des plantes sous conditions environnementales

similaires.

Compte tenu des relations endy€C et G/C, (équation 5 de I'encadré 3) et entreaG/C, (équation

1 de I'encadré 1), pour les plantes gnl&discrimination du carbone 13 est négativement liég\aaw

le rapport @C,(équation 6 de I'encadré 3; Farquhar & Richards, 1984). La relation théorique négative
entre W (ou W) et A™C a été validée expérimentalement chez les arbres, en intra-spécifique, par
plusieurs études (Zhargg al., 1994; Lauteriet al., 1997; Roupsarét al., 1998; Cregget al., 2000;
Grossnickleet al., 2005). Chez le chéne pédonculé, Pongoral. (2002) ont mis en évidence une
relation négative entre VEtA™C, sous différents traitements lumineux. Toutefois, quelques études ne
parviennent pas a obtenir cette relation, comme par exemple en conditions non-limitantes en eau chez
des populations d’épinette blanche (Sral, 1996) ou des clones de peuplier (Mona@tisl, 2006)

ou pour différents traitements hydriques et concentrations gratt@sphérique chez le chéne sessile
(Piconet al, 1996a). L'absence de relation entreef\\*C est souvent due a des décalages d'échelle

temporelle entre les mesures instantanées d'échanges gazeux (fortement soumises aux conditions



Conditions

N . 13, 13, AfA

Espéce Comparaison de culture Gamme 8°C/A°C TE W, A gs Référence

Larix occidentalis 5 familles plant. nat. 2.4 (Ft) 27 34 Zhang et al., 1994
Picea glauca 10 croisements plant. irr. 0.9 (Ft) 10 6 Sun etal., 1996

Picea glauca x Picea ] . . .

engelmanii 4 clones (intra-famille) plant. irr. 0.7 (Ft) 10 10 16 Grossnickle & Fan, 1998
Picea mariana 4 familles de plein-freres plant. nat. 0.7-1 (Ft) Eg;agan & Johnsen,
Picea mariana 21-27 familles (di-allele) plant. nat. 3.6-4.3 (Ft) Johnsen et al., 1999
Picea sitchensis x (Picea . .

glauca x Picea engelmanii) 7 populations plant. irr. 10 13 Fanetal., 1997

Picea sitchensis x (Picea . .

glauca x Picea engelmanii) 8 populations plant. irr. 1.2 (Ft) 10 8 14 Fanetal, 1999

Picea sitchensis x Picea .y e phyt. irr. 2.4 (pl) 2 2 siimetal, 2001
glauca

Pinus elliottii x P. caribaea )

var. hondurensis 8 hybrides plant. nat. 1.1 (Ft) Xu et al., 2000

Pinus elliottii var. elliotti x

Pinus caribea var. 122 hybrides plant. irr. 0.8 (Ft) Prasolova et al., 2003
hondurensis

Pinus halepensis 6 provenances s irr. 9 Tognetti et al., 1997
Pinus pinaster 3 provenances s irr. 1.3 (Ft) 11 Guehl et al., 1995a
Pinus pinaster 186-564 génotypes (intra/inter famille) plant. nat. 3.2-3.6 (Bc) Brendel et al., 2002
Pinus ponderosa 26 populations plant. irr. 1.9 (Ft) 9 Zhang & Marshall, 1995
Pinus ponderosa 4 provenances plant. nat. 0.4-1.4(Ft) 5 5 Cregg et al., 2000
Pinus sylvestris 7 provenances plant. nat. 1.5 (Ft) Palmroth et al., 1999
Pinus taeda 2 provenances (2 familles/provenance) plant. nat. 0.5-0.7 (Ft) 8-13 Yang et al., 2002
Pseudotsuga menziesii 25 populations plant. irr. 2.7 (Ft) 17 15 21 Zhangetal., 1993
Pseudotsuga menziesii 25 populations plant. irr. 1.7 (Ft) 12 15 Zhang & Marshall, 1995
Thuja plicata 6 populations plant. nat. 1 (Ft) 6 5 11 Grossnickle et al., 2005
Tsuga mertensiana 12 provenances s 6 5 9 ?gggwmz & El-Kassaby,
Alnus sinuata 26 populations plant. irr. 10 Benowicz et al., 2000
Azadirachta indica 10 provenances s irr. 17 21 ngg u & Tigersted,
Betula papyrifera 18 populations plant. irr. Benowicz et al., 2000
Betula papyrifera 4 populations s irr. 20 Wang etal., 1998a
Castanea sativa 6 provenances plant. irr. 0.8-1.6 (Ft) 13 15 Lauterietal., 1997
Castanea sativa population phyt. irr. 1.6 (Ft) Lauteri et al., 2004
Castanea sativa 152-155 génotypes (intra-famille) plant. nat. 5.5-6.6 (Ft) Casasoli et al., 2004
Eucalyptus globulus 3 clones s irr. 0.7 (Ft) 4 9 15 Osorio & Pereira, 1994
Eucalyptus microtheca 5 populations s irr. 0.5 (Ft) 16 22 Li, 2000

Eucalyptus microtheca 3 populations s irr. 0.3 (Ft) Li & Wang, 2003
Fagus sylvatica 11 provenances s irr. 1.1-4.4 (Ft, Fmos, Fa) 31 Peuke et al., 2006
Faidherbia albida 7 provenances s irr. 1.1 (plt) 12 23 24 33 Roupsard et al., 1998
Populus deltoides 4 provenances plant. irr. 3-10 3-8 Rowland, 2001
Populus deltoides x . .

Populus nigra 29 génotypes plant. irr. 2.8 (Ft) Monclus et al., 2005
Populus deltoides x . .

Populus nigra 29 génotypes plant. irr. 2.7 (Ft) 25 32 17 Monclus et al., 2006
Quercus douglasii 2 populations s irr. 4.9 (Ft) Matzner et al., 2001
Quercus robur 183 génotypes (intra-famille) s irr. 4.9-5.4 (Ft, Bc) 25 26 30 Torti, 2005

Quercus robur 114-207 génotypes (intra-famille) plant. nat. 3-3.7 (Ft) 15 24 22 Brendel etal., 2008

Tableau 1: Quelques données de variabilité intraspécifique de composition isotopique ou
discrimination isotopique du carbon&3C/AC), de I'efficience de transpiration (TE), ainsi que des
traits foliaires: assimilation nette de €(@\), conductance stomatique pour la vapeur d'eguefg
efficience d'utilisation de I'eau intrinséque ;@A/gs). Pour les données dé°C/A™C, la gamme de
valeurs (valeur maximale — minimale) a été reportée pour différents compartiments et métabolites:
plt=plant; Ft=matiére organique foliaire totale; Fmos=matiere organique foliaire soluble; Fa=amidon
foliaire; Bc= cellulose du bois. Pour les traits foliaires et TE, des coefficients de variation (écart-
type*100/moyenne) ont été calculés. Les conditions de culture ont aussi été notées: plant.=plantation;
phyt.=phytotron; s=serre. Lorsque, pour une étude, plusieurs conditions de croissance étaient
proposeées, seules les valeurs obtenues pour les conditions les moins contraignantes ont été retenues.
Pour certaines études, les conditions d'alimentation en eau étaient non-limitantes (irr.=irrigation), alors
que pour d'autres, la croissance des plants était soumise aux conditions naturelles (nat.).
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environnementales ambiantes) a partir desquellgseV calculée, en'™C qui représente une
intégration dans le temps dg @ondérée par I'assimilation.

Le modeéle liant I'efficience d'utilisation de I'eau, définie a I'échelle instantanée et folidis peut

étre extrapolé a I'échelle plante entiére et intégrée sur une période de temps plus longue. En effet, en
combinant les équations 4 et 6 (encadrés 1 et 3), on obtient ainsi une relation théorique entre la
discrimination et I'efficience de transpiration (équation 7 de I'encadré 3). La discrimination isotopique

du carbone peut ainsi étre utilisée comme estimateur dmal¢ aussi de TE. Cette relation a été
validée par quelques études sur des arbres. La variabilité des deux parametres, responsable de la
relation détectée, est la plupart du temps générée par des conditions environnementales variées: apport
en eau (Osorio & Pereira, 1994; Picetral.,1996b; Suret al, 1996) ou nutrition azotée (Guettlal.,

1995a; Ripulloneet al., 2004). En conditions non-limitantes peu d'études ont rapporté une telle
relation en se basant sur la variabilité génétique, excepté les travaux de Li (2000) pour des populations
d'’Eucalyptusmicrothecaou de Roupsareét al. (1998) pour des provenances d'acacia. De la méme
facon que pour la relation entre TE et, Wautres facteurs (demande évaporativg, ®y) peuvent

intervenir expliquant parfois 'absence de corrélation entre TE*@t(Guehlet al.,1995a; Matzneet

al., 2001; Ripulloneet al.,2004).

L'efficience d'utilisation de I'eau définie a long terme (efficience de transpiration, TE) ou a court terme
(efficience d'utilisation de I'eau intrinseque,;)Wrésente une variabilité intra-spécifigue dont
I'amplitude dépend de l'espéce étudiée (Tableau 1). Les coefficients de variation obtenus a partir des
données de la littérature pour, & TE varient respectivement entre 5 et 25% et 4 et 16% (Tableau 1).

La discrimination isotopique entre le ¢@mosphérique et la matiére organign&c) est un outil
permettant d'analyser plus facilement des différences d'efficience d'utilisation de I'eau entre génotypes.
Concernant ce dernier point, de nombreuses études, dont quelques-unes sont référencées dans le
tableau 1 ont mis en évidence une forte variabilité intra-spécifique de la discrimination isotopique du
carbone, allant de 0.3 a plus de 6%. chez les arbres, représentant une variatioded® §/90%

environ. Toutefois, les relations entre, WE etA™C sont tributaires de plusieurs facteurs et biais
inhérents aux techniques de détermination. Il est donc important de vérifier que la variaiti@ de

au sein d'une espéce refléte la variabilité d'efficience d'utilisation de I'eau a court et a long termes et de

déterminer la précision que I'on peut espérer de I'estimation/@iE YarA™C.

Différents composés ou organes peuvent étre utilisés pour l'analyse de leur composition isotopique en
3¢ (3*%C). La discrimination isotopiqueAt®C) est alors définie comme étant la discriminatiortiau

entre le CQ@de l'air atmosphérique et le métabolite ou I'organe étudié (cf Encadré 2). Selon la fraction
organique A™*C est alors corrélée a une intégration depdérée par l'assimilation nette de,G0r

une période de temps variable. Aux deux extrémités de cette échelle, il y a, tout d'abord, la

discrimination isotopique déterminée pour le ;G€laché par la feuille qui permet d'accéder & une
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estimation instantanée de, (Evanset al, 1986). L'analyse de la composition isotopique de la matiére
organique totale pour la plante entiére représente l'autre extrémité de cette échelle. La discrimination
associée représente ainsi une intégration a long terme dune série complexe de processus
physiologiques et biochimigues. Chacun de ces processus est susceptible d'ajouter des fractionnements
isotopiques supplémentaires et est donc a I'origine de variations de la signature isotopique en carbone.
Les organes sont constitués par des mélanges complexes de molécules dont les signatures isotopiques
sont variables. Les feuilles et les tiges sont composées majoritairement de cellulose, d'hémicellulose,
et de lignine. Ces molécules forment un pool de carbone présent dans les structures cellulaires mises
en place au moment de la croissance de la feuille. Le deuxiéme réservoir de carbone correspond aux
molécules a renouvellement rapide, telles que les sucres ou I'amidon. Une feuille de lumiére peut
contenir jusqu'a 20-25% de sucre et d'amidon et jusqu'a 10% pour les tigesefHa¢cl2003). La
composition isotopique de la matiére organique totale est donc fonction de linfluence relative de
chacun de ces deux pools (Breneteal, 2002).

De plus, la composition isotopique de la matiére organique dépend aussi de la discrimination
intervenant au cours des processus respiratoires et photorespiratoires (pour revue, Glasiighaie
2003). Or, 80% (environ) du GQ@elaché par la respiration ou la photorespiration est refixé (Leteto

al., 1999). Ceci a donc une influence non négligeable sur la signature finale. Lors de la
photorespiration, le COIlibéré est appauvri eRC (discrimination positive), ceci modifie donc la
discrimination observée lors des mesures d'‘échanges gazeux. L'impact de la photorespiration sur la
composition isotopique de la plante est considéré comme faible, mais cette estimation dépend
notamment des conditions de croissance (letesd., 1996).

Une quelconque discrimination ainsi que l'utilisation privilégiée de certains substrats enrichis ou
appauvris en carbone 13 durant ce processus de respiration mitochondriale peuvent avoir pour effet de
modifier la signature isotopique de la matiére foliaire. En effet, la moitié du carbone fixée pendant une
journée peut étre respirée. La quantification d'un fractionnement lors de la respiration mitochondriale
est donc critique pour linterprétation physiologiquedfiCyo. Les mesures d&3C du CQ respiré

(3"Cr) donnent des résultats parfois contradictoires. Lin & Ehleringer (1997) ne trouvent pas de
discrimination isotopique du carbone 13 lors de la respiration mitochondriale de protoplastes de
cellules du mésophylle de haricBth@seolus vulgari. var San Juan Select) et de maisa mayd..

var Incredible Hybrid) mis en culture dans un milieu contenant des sucres de composition isotopique
différente. Ces auteurs en concluent que la respiration mitochondriale n'a pas une influence
significative sur la composition isotopique foliaire. Ceci confirme les assertions de Faetjdlar

(1982, 1989), Farquhar & Richards (1984) et Farquhar & Lloyd (1993) selon lesquelles la
discrimination pendant la respiration mitochondriale est négligeable. Cependant, d'autres études
effectuées suPhaseolus vulgarid.. (Duranceauet al, 2001), Nicotiana sylvestriset Helianthus

annuus (Ghashghaieet al., 2001) infirment les résultats précédents : le, @lhché lors de la

respiration mitochondriale peut étre enrichi par rapport a la matiére organique de 6%.. De méme, Xu
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Figure 2: Graphique issu de la revue de Bowlai@l. (2008; Figure 2) représentant une comparaison

des compositions isotopiques de différents composés foliaires, exprimées par rapport a la composition
isotopigue de la matiere organique totale foliaire de plantes de type<boites a moustaches sont
constituées de plusieurs éléments: les extrémités des boites représentent les premiers et troisiémes
quartiles, la ligne représente la médiane, les ronds noirs correspondent a la moyenne, et les barres
d'erreur montrent les centiles 10 et 90% de la distribution. La ligne verticale en pointillés correspond a
la moyenne observée pour les sucres foliaires.
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al. (2004) montrent sur cing espécddusa paradisiacal, Coffea arabi¢cd&pipremumn pinnatum,

Clitoria racemosaet Populus deltoidesjue le 5 °Cg est supérieur a&®*Cyo. Cet enrichissement du

CO, respiré modifie la signature du matériel végétal foliaire (Ghashghaike, 2003) qui est donc
appauvri en carbone 13. Ghashghaieal (2003) suggérent que le fractionnement isotopique
(conduisant & un enrichissement ou a un appauvrissement en carbone 13resp@®par rapport &

la composition isotopique des carbohydrates) pendant la respiration mitochondriale dépend de
l'importance relative des voies métaboliques. Ce fractionnement est variable selon les espétes (Xu
al., 2004) et change avec le stade de développement des végétaux, avec les conditions
environnementales et notamment la sécheresse (Ghasbphhje2001).

Des variations de la signature €& de la matiére organique sont ainsi observables entre organes
(Brugnoli & Farquhar, 2000; MacFarlaeéal.,2004; Peuket al.,2006; Cernusakt al.,2007a), au

cours du développement de la feuille (Holtum & Winter, 2005), tout au long de la saison de végétation
(Jaggiet al.,2002; Keitelet al.,2003)... Entre ces deux extrémes ¢@€laché et matiere organique
totale), différentes fractions carbonées peuvent étre analysées. L'étude de la signature isotopique en
%C de ces molécules permet d'accéder a différents temps d'intégration. de \discrimination
isotopique entre le COatmosphérique et les sucres solubles foliaires (glucose, fructose et surtout
saccharose), premiers produits de la photosynthése, refletent une intégration des échanges gazeux de
un a quelques jours (Brugnadit al., 1988; Brugnoli & Farquhar, 2000). La signature '&@ de

'amidon est un intégrateur a moyen terme (environ une semaine; Jaggi2&0a). L'analyse de
constituants a plus longue durée de vie, tels que la cellulose, des feuilles ou des cernes, permet
d'intégrer les échanges gazeux durant une période beaucoup plus importante (période de formation de
la feuille, ou des différents types de bois). Toutefois, tous ces composés (sucre, cellulose...) présentent
des signaux isotopiques variés dus a des processus de fractionnements post-photosynthétiques (pour
revues, Brugnoli & Farquhar, 2000; Badeztkal., 2005; Bowlinget al.,2008). En effet, la signature

des molécules peut étre modifiée suite a un fractionnement pendant le transport ou a leur utilisation
dans une voie métabolique... La cellulose, les sucres solubles et I'amidon sont toujours erfi€his en

par rapport a la matiére organique totale (Figure 2). Selon la fraction métabolique utilisée, l'estimation
de l'efficience d'utilisation de I'eau sera donc intégrée sur une période de temps variable. Sous
I'nypothése que Wet TE sont liées, est-ce que I'utilisation de la cellulose du bois pourrait permettre
une estimation plus fine de TE?contrariq l'estimation de \\est-elle meilleure avec l'analyse de la

signature isotopique de fractions métaboliques a renouvellement rapide?

Malgré les processus conduisant a une modification du signal entre molécules ou organes, les
différences entre individus sont conservées d'une fraction métabolique a l'autre @taalte@004;

Harlow et al.,2006) ou d'un organe a l'autre (Guehlal, 1998). D'autre part, les différences entre
individus d'une méme espéce ou entre espéeces sont conservées dans le temps, comme l'ont montré

Pontonet al. (2001) entre chéne sessile et chéne pédonculé, ainsi que Danaki(l998) entre



Avantages

Inconvénients

Efficience d'utilisation de I'eau

W, : intrinséque/instantanée en conditions
standardisées (lumiére saturante,
température et humidité relative optimales)

W, : intrinséque/instantanée — cinétiques
journaliére (photopériode naturelle)

TE

représente une W, "optimale"

relativement rapide (40 mn environ par feuille)

conditions similaires, quels que soient le plant et I'neure de la journée
représente |'évolution de W, au cours de la journée

rapide (30 s par feuille)

représente une WUE plante entiere

intégré dans le temps

non intégré dans le temps
mesures d'échanges gazeux effectuées sur quelques feuilles de lumiére >

WUE représentative de I'ensemble du houppier?

conditions environnementales (lumiere) varient trés rapidement au cours de la
journée > la variabilité entre individus peut étre provoquée par une variabilité
environnementale si les séries de mesure sont trop longues

non intégré dans le temps

mesures d'échanges gazeux effectuées sur quelques feuilles de lumiére >
WUE représentative de I'ensemble du houppier?

expérimentation lourde effectuée sur plusieurs semaines a plusieurs mois avec
pesées de pots et arrosage manuel journaliers

destructif a moins d'utiliser des relations allométriques pour estimer le gain de
biomasse

"facile" a mettre en ceuvre pour des plants en pots, mais trés peu usité en plein
champ

Estimation de W j (n

&"C sucres solubles/amidon

&"*C matiére organique foliaire

estime une Wi, intégrée sur quelques jours - comparables avec W, calculée a partir des

mesures d'échanges gazeux

molécules purifiées (dans le cadre de comparaison intra-spécifique, la variabilité observée

ne peut pas étre attribuée a une variabilité de la composition des échantillons en
molécules autres — lignine,...-)

estime une Wi intégrée sur une période de temps plus longue que 5°C sucres
solubles/amidon

préparation rapide des échantillons

extractions effectuées sur quelques feuilles de lumiére par plant > estimation
de W représentative de la plante entiere?

extraction longue (2 semaines pour une 50*™ d'échantillons)

composition isotopique en **C analysée sur quelques feuilles de lumiére >
estimation de Wi s représentative de la plante entiére?

hétérogénéité de la composition biochimique des échantillons: la variabilité
observée entre échantillons peut aussi étre causée par une variabilité de
composition biochimique (présence en quantité variable d'autres molécules
présentant une signature variable , e.g. lignine, ...)




&C cellulose du bois estime une Wi ) intégrée sur une période plus longue/ Wi @ intégrée pour le houppier destructrif
molécules purifiées (dans le cadre de comparaison intra-spécifique, la variabilité observée extraction longue (1 semaine)
ne peut pas étre attribuée a une variabilité de la composition des échantillons en
molécules autres — lignine,...-)

peut étre comparée a TE

5"*C matiére organique totale du bois estime une Wi ) intégrée sur une période plus longue/ Wi @ intégrée pour le houppier destructrif
peut étre comparée a TE hétérogénéité de la composition biochimique des échantillons: la variabilité
observée entre échantillons peut aussi étre causée par une variabilité de
préparation rapide des échantillons composition biochimique (présence en quantité variable d'autres molécules

présentant une signature variable , e.g. lignine,...)

Tableau 2 : Avantages et inconvénients des différentes techniques permettant d’estimer I'efficience d'utilisation de I'eau.
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Figure 3: Relations théoriques entre l'efficience d’utilisation de I'eau calculée a I'aide de mesures
directes (Wet W calculées a partir de mesures d’échanges gazeux, TE calculée a partir du gain de
biomasse et des pertes en eau cumulées sur la période dexpérimentation) ou \@atiteée
discrimination isotopique dtfC CO, de différentes fractions métaboliques. Pour les abréviations, cf
Encadrés 1, 2 et 3.
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chénes vert et pubescent ou encore Johaseat. (1999) dans une famille deicea mariana De

méme, le rang des génotypes est conservé pour des environnements contrastés (Ehleringer, 1993;
Lauteri et al., 1997; Guehlet al., 2004). Ainsi, dans la mesure &FC et W ou TE sont corrélées,

cette stabilité génotypique de la signature isotopiqué®@rest donc censée refléter une stabilité

génotypique de I'efficience d'utilisation de I'eau.

L'efficience d'utilisation de I'eau peut donc étre soit calculée a partir de mesures directes (échanges
gazeux, accumulation de biomasse/pertes en eau) ou étre astineseanalyses isotopiques €6 de

différentes fractions organiques. Cependant, chacune de ces techniques présente ses avantages et ses
inconvénients (récapitulés dans le tableau 2). Généralement, les analyses isotopifQesads la

matiére organique sont privilégiées dans le cadre de I'étude de la variabilité intraspécifique d’'une
espéce (Tableau 1). Mais, extrapoler les conclusions obtenues a partir de ces analyses a des
conclusions sur la variabilité de I'efficience d'utilisation de I'eau peut étre délicate, puisque, comme le
résume la figure 3, d’autres facteurs peuvent varier entre individus. La variabilité intra-spécifique en
A™C observée alors, ne correspondrait pas & une variabilité intra-spécifique d’efficience d'utilisation

de l'eau.

2 Décomposition de l'efficience d'utilisation de l'eau a I'échelle plante entiére et foliaire, et
apport des isotopes de I'oxygéne comme estimateur de la conductance stomatique

2.1 A I'échelle "plante entiére"

A I'échelle "plante entiére" et de fagon intégrée dans le temps, I'efficience d'utilisation de I'eau dépend
du gain de biomasse et du cumul d'eau transpirée. Une forte efficience de transpiration est donc
dépendante soit d'une forte accumulation de biomasse, soit de faibles pertes en eau, soit des deux.
L'accumulation de biomasse est un trait capital, associé, depuis trés longtemps, a des programmes de
sélection d'arbres forestiers. Aux vues des changements climatiques, la sélection se fait non seulement
au niveau de la biomasse, mais aussi au niveau de la capacité de ces arbres a augmenter leur biomasse
en consommant un minimum d’eau (on parle alors d’'arbres plus efficients pour la transpiration, TE).
La mise en évidence d'un lien génétique potentiel existant entre efficience d'utilisation de l'eau et
productivité devient donc une question cruciale. En effet, si la sélection des arbres pour une forte
productivité se traduit par une sélection en faveur d'une faible efficience d'utilisation de l'eau (i.e., si
I'efficience d'utilisation de I'eau est principalement influencée par les pertes en eau), alors ce schéma
(association forte productivité/faible efficience d'utilisation de I'eau) pourrait étre préjudiciable en cas

de sécheresse. D'autre part, l'allocation du carbone dans la plante est un élément important a prendre
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en compte. En effet, si la sélection pour une forte croissance de la partie aérienne se fait au détriment
de la partie racinaire, alors ce schéma d'allocation peut étre un facteur limitant au développement des

plantes sous certaines contraintes environnementales (sécheresse).

Selon les espéces et les études, les variabilités intra-spécifigues de la croissance (biomasse,
accroissement en hauteur, diamétre ou surface foliaire) et de I'efficience d'utilisation de I'eau sont
corrélées. Certains travaux, en conditions naturelles (plantation) ou contrélées et non-limitantes,
mettent en évidence des corrélations positives entre ces deux traits (ou négatives lorsque la
discrimination isotopique du carbone est utilisée comme estimateur de l'efficience d'utilisation de
I'eau) (Johnseet al., 1999; Cregget al.,2000; Xuet al.,2000; Matzneret al.,2001; Silimet al.,

2001; Prasolovat al., 2003; Casasolet al., 2004). Des corrélations négatives entre croissance et
efficience d'utilisation de I'eau ont aussi été observées, par exemple, chez trois popul&umside
davidiana (Zhanget al, 2004) ou pour plusieurs populationgutalyptus microthecdLi, 2000).

D'autres études, enfin, ne constatent pas de corrélation (Betnale|2002; Moncluset al., 2005).
Contrairement aux traits liés a la croissance, peu d'études sur des espéeces ligneuses ont analysé l'effet
de la transpiration totale sur l'efficience de transpiration, excepté quelques travaux dont ceux de
Olbrich et al.(1993) et de Cernusait al.(2007b).

Les corrélations entre efficience d'utilisation de l'eau et productivité sont aussi tributaires des
conditions de I'étude (Flanagan & Johnsen, 1995; Zkamad), 1996; Brendekt al.,2002): I'absence

ou la présence de corrélations en conditions non-limitantes n'étant pas forcément le reflet de ce qui se
passe en conditions limitantes. Enfin, ces corrélations découlent des relations entre gain de carbone et
pertes en eau qui se passent plus en amont au niveau foliaire, et dépendent donc en partie de
l'influence de chacune des composantes (assimilation nette (€ conductance stomatique pour

la vapeur d'eau,sgsur W (Farquhaet al, 1989). Cependant, le lien entre assimilation nette dee€O
productivité n'est pas si évident, puisque A découle d’'une mesure instantanée, alors que la productivité
est une mesure intégrée. De plus, A ne se mesure que sur quelques feuilles (qui ne sont pas toujours
représentatives de l'arbre entier), et tout le carbone assimilé n'est pas uniquement alloué a la
production de biomasse: il peut étre exporté, mis en réserve ou métabolisé. De la méme fagon, la
conductance stomatique ne conditionne que partiellement la transpiration totale (surface foliaire et

déficit de pression de vapeur d'eau entre la feuille et 'atmosphére; Cezhakak007b).
Pour les arbres forestiers, la relation génétique entre productivité et efficience d'utilisation de I'eau est

donc importante a analyser, de méme que les changements d'échelle: I'observation a I'échelle foliaire

refléte-t-elle un comportement plus global, a I'échelle plante entiére et intégré dans le temps?

10



cas CVA CV g, W, vs A W, vs g,
[ N N
i - -
i 2 2
5 CVA 7 i CV g, N i
IN
"_g
N ii i
o)
@)
[
S
=
=3 . .
CVANX d CcvV Je 2 |

A (umol CO, m?2 s?t)

g, (mol H,0 m2 s1)

Figure 4: Relations théoriques entre I'assimilation nette de @Q la conductance stomatique pour
la vapeur d'eau {get l'efficience d'utilisation de I'eau (#WA/gs) selon 3 cas définis dans le tableau
accompagnant cette figure, ou CV correspond au coefficient de variation déterminé pour A (CV A) et

gs(CV g).
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2.2 A l'échelle foliaire

L'efficience d'utilisation de I'eau intrinseque;J\& dissocie en deux composantes: I'assimilation nette

de CQ (A) et la conductance stomatique pour la vapeur d'equl{g ce fait, a I'échelle foliaire, la
variabilité entre génotypes de; peut étre liée soit a I'assimilation, soit a la conductance stomatique,
soit aux deux. Pour déterminer lequel de ces deux traits a la plus grande influence sur la variabilité de
W, des corrélations sont utilisées entre (@ la discrimination isotopique du carbone) et ces deux
traits. Plusieurs cas peuvent alors étre envisagés:

0] une relation négative entre;Wt ses deux composantess i, Figure 4) est observée
lorsque la variabilité des@st supérieure a celle de A, i.e., le coefficient de variation de g
est supérieur a celui de A (e.g., études de Roupetaatl (1998) pour des provenances
d'acacia en conditions non-limitantes et de Grossnickle & Fan (1998) pour des hybrides
d'épicéa; cf Tableau 1). Plus la variabilité entre individus de A sera faible devant celle de

Os, plus la pente de la relation entre A etténdra versoco.

(ii) une absence de relation entredl/ses deux composan(eas ii, Figure 4) signifie que les
variations de A et de;ge compensent, i.e., les individus ont unid@ntique (e.g., étude

de Rowland (2001) pour des provenances de peuplier; cf Tableau 1).

(iin) une relation positive entre Wt ses deux composantess iii, Figure 4) est attendue
lorsque la variabilité de A est supérieure a cellesdeeg, le coefficient de variation de A
est supérieur a celui de ¢.g., étude de Monclust al. (2006) pour des clones de
peuplier). Plus la variabilité entre individus desgra faible devant celle de A, plus la

pente de la relation entrg & W tendra vers eo.

Cependant, il est souvent difficile de dissocier les effets de I'une ou l'autre de ses composantes sur W
En effet, une forte corrélation positive est généralement observée entre, A atitgriet al., 1997;
Roupsarcet al., 1998; Moncluset al.,2006). Cependant, la variabilité intra-spécifique de A etsde g
différant selon les espéces d'arbres étudiées (Tableau 1) est, elle-méme, contrdlée par des facteurs
physiologiques et structuraux dont la variabilité intra-spécifique a aussi été démontrée @talteri

1997; Kundu & Tigerstedt, 1999; Cregg al.,2000; Moncluset al., 2006). L'analyse de ces traits

permet donc d'appuyer I'hypothése du contréle dgaM'une ou l'autre de ces deux fonctions.

L'assimilation nette de G&e décompose en quatre processus: I'absorption de la lumiére, la diffusion
de CQ vers les cellules assimilatrices, le flux délectrons, et les réactions biochimiques dans les

11
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cellules du mésophylle. Différents traits peuvent étre assignés a chacun d'entre eux. L'absorption de la
lumieére, au niveau des antennes collectrices situées sur la membrane des thylacoides, est un
phénomeéne complexe qui est affecté par la quantité de pigments, mais aussi par la structure des
feuilles (Niinemets & Tenhunen, 1997; Evans, 1999). Par exemple, Latt&li(1997) ont montré

des variations intra-spécifiques ch@astaneasativadu contenu en chlorophylle foliaire qui étaient
positivement corrélées aux variations d'assimilation de C@paisseur des feuilles est, quant a elle,
souvent associée a une photosynthése plus importante, comme c'est le cas entre feuilles de lumiére et
feuilles d'ombre (Terashimat al, 2001). D'autres traits, tels que la densité foliaire ou la masse
surfacique (LMA, ou Leaf Mass-to-Area Ratio) sont fréquemment utilisés et présentent une variabilité
intra-spécifique importante, notamment chez le chéne sessile (Betsahi 2003a, 2003b). Des

profils de corrélations consensuels en inter-spécifique ont pu étre établis entre ces différents traits et
l'assimilation nette de GReichet al.,1998; Niinemets, 1999; Reidht al.,1999). La diffusion du

CGO, de l'atmosphére au site actif de la Rubisco suit une voie complexe. Cette voie est généralement
simplifiée pour ne comporter que trois composantes principales, chacune affectée d'une conductance
pour le CQ: couche limite, stomate (développé dans le paragraphe suivant) et mésophylle (Farquhar
& Sharkey, 1982). La conductance de la couche limite dépend de différents facteurs: la taille de la
feuille, la structure des surfaces foliaires, I'emplacement des stomates et le mouvement d'air autour de
la feuille. Les conductances mésophylliennes (ou conductance interne,ag)G®nditionnent le

gradient de C@des cavités sous stomatiques aux espaces intercellulaires et a travers le plasmalemme
et les membranes chloroplastiques. Les conductances mésophylliennes ont d'abord été considérées
comme négligeables (Farquhar, 1980). Cependant, des recherches plus récentes suggeestt que g
suffisamment faible pour diminuer de facon significative la concentration graC@iveau des sites

de carboxylation (¢ relativement a la concentration en £dans les cavités sous-stomatiques. (C

Les conductances internes sont du méme ordre de grandeur(yaatgriet al, 1997), la différence

Ci-C. est donc similaire a la différence-C; conditionnée pargavec G la concentration en GO
atmosphérique). Les conductances internes a la diffusion duir@i@nt donc la photosynthése (von
Caemmerer, 2000; Warren & Adams, 2006). Il est généralement admis que de fortes capacités
photosynthétiques sont accompagnées par de fortes conductances internes comme l'ont observé
Lauteri et al. (1997) et DelLuciaet al. (2003), en intra- et en inter-spécifique. Toutefois, Warren &
Adams (2006) ont démontré que cette assertion était incorrecte: les capacités photosynthétiques ne
sont pas parfaitement corrélées ja lgg comparaison des performances photosynthétiques entre
individus s'appuie sur l'utilisation du modeéle biochimique de la photosynthése défini a I'échelle foliaire
et développé par Farquhetral. (1980). En effet, outre les limitations stomatiques de la photosynthése,

il existe des limitations biochimiques imposées par deux processus majeurs: (i) l'activité de la Ribulose
1,5 bisphosphate Carboxylase Oxygenase (Rubisco), (ii) la régénération du Ribulose 1,5 bisphosphate
dépendante du transport d'électrons. A partir de ces deux limitations, deux parameétres clefs sont

respectivement définis: la vitesse maximale de carboxylation de la Rubigg® QUi dépend en

12



Figure 5: Facteurs impliqués dans la régulation de la turgescence des cellules de garde, d’aprés
Kearns & Assmann (1993).
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partie de la quantité de Rubisco active, et le flux maximal d'électrons a lumiére satuggntgi(@st

lié a I'absorption de lumiére. La variabilité intra-spécifique de ces paramétres a été démontrée pour
plusieurs espéces ligneuses (Laugétral., 1997; Moncluset al., 2006) et des corrélations positives

entre les variabilités intra-spécifiqgues de ces traits et de I'assimilation nette, der@@ouramment
observées (Moncluet al, 2006). Les capacités photosynthétiques des feuilles sont fortement
influencées par la quantité d'azote. En effet, 75% de l'azote organique foliaire est investi dans la
machinerie photosynthétique (chlorophylle, protéines des thylacoides et cofacteurs associés, enzymes
cycle de Calvin (surtout la Rubisco qui représente a elle seule entre 20 et 40% de I'azote organique))
(Evans, 1989; Loomis, 1997). De ce fait, les capacités photosynthétiques sont souvent estimées par le
contenu en azote foliaire, une quantité d'azote plus importante étant liée a des capacités

photosynthétiques plus fortes (Field & Mooney, 1986).

Le rble des stomates est d'optimiser les échanges gazeux (assimilation det@@spiration) sous

des conditions environnementales changeantes (Cowan, 1977). Pour ce faire, les stomates s’ouvrent ou
se ferment en réponse a des stimuli environnementaux variés : les lumiéres bleue et rouge (Sharkey &
Raschke, 1981), l'ultra-violet (Eisinget al, 2000), le déficit de saturation de I'air en vapeur d’eau
(Grieuet al, 1988), la température, le rayonnement. lls répondent aussi a la concentration interne de
CO, (Mott, 1988) ou encore aux phytohormones et notamment l'acide abscissique (ABA)
(Rajasakeran & Blake, 1999). D'aprés k&t al (1997), les stomates pourraient aussi répondre a
l'accumulation de saccharose au niveau de la paroi des cellules de garde. Cette accumulation serait
fonction du taux de transpiration et permettrait la fermeture stomatique.

La régulation de la turgescence des cellules de garde est I'élément principal de I'ouverture ou de la
fermeture stomatique. Les cellules épidermiques adjacentes interviennent aussi en exercant une
pression mécanique sur les cellules de garde. Les influx et efflux de potassium, chlore et malate a
travers la membrane plasmique et le tonoplaste modifient la turgescence, mais pas exclusivement
(Figure 5). D’autres événements sont aussi impliqués dans la régulation de I'ouverture stomatique :

- I'évolution de l'organisation du cytosquelette et plus précisément une dépolymérisation des
filaments d'actine. Ce phénoméne a été observé par application d’ABA (qui provogue une
fermeture stomatique) cheZommelina communig. (Eun & Lee, 1997) etArabidopsis
thaliana L. Heynh. (Eunet al., 2001). La désorganisation du réseau d'actine apparait suite a
l'inactivation d’'une Rho GTP-ase (At Racl) essentiellement retrouvée dans les cellules de
garde che?. thaliana(Lemichezet al., 2001).

- des modifications de I'expression de certains génes (Hetherington, 2001)

- ou encore des modifications du trafic membranaire (Hetherington, 2001; Blatt, 2000; Homann
& Thiel, 1999). En effet, les changements de volume lors de I'ouverture ou de fermeture des
stomates sont assez conséquents, puisque le volume des cellules de garde peut varier d’'un

facteur 2 voire plusirf Blatt, 2000). Ces variations de volume se font par ajout ou suppression
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d'une partie de matiere membranaire. Ce processus nécessite une régulation du trafic

vésiculaire vers et a partir du plasmalemme et du tonoplaste (Blatt, 2000).
Les voies de signalisation de I'ouverture stomatique sont multiples et impliquent entre autfés le Ca
intracellulaire (pour revue, Blatt, 2000). L’existence de voies multiples permet de protéger les
fonctions vitales que sont I'assimilation de carbone et la régulation des pertes en eau contre les effets
déléteres de certaines mutations de génes impliqués dans la synthése ou l'impact des intermédiaires
des voies de signalisation.
La morphologie des stomates est un élément qui influence les mécanismes d’ouverture/fermeture des
stomates, et donc la conductance stomatique (Franks & Farquhar, 2007). Aasamné2001) ont
ainsi mis en évidence, chez des arbres décidus de forét tempérée, une relation positive entre la
longueur des stomates et la conductance stomatique.
Outre la forme des stomates, la densité stomatique influence la conductance stomatique maximale
selon le modéle de Nobel (1999). La relation positive décrite par ce modéle a été obsevée pour
plusieurs espéces de peuplier (Peateal, 2006) ainsi que pour des provenancésatlirachta
indica (Kundu & Tigerstedt, 1999).
Quoi qu’il en soit, contrairement a A, peu de traits foliaires sont liés a la conductance stomatique, en
dehors de quelques traits relatifs a I'anatomie des stomates. De méme, peu d'études relatent la
variabilité génétique de réponse des stomates aux fluctuations environnementales. Toutefois, quelques
études ont montré I'existence d'une variabilité intra-spécifique de réponse des stomates au déficit de
saturation de I'air en vapeur d’eau (Grossnickle & Fan, 1998; Grosseicklg 2005), a la lumiére
(Grossnickle & Fan, 1998), a la sécheresse édaphique{Edn1997)...
Il est important de noter que lors de la mesure de la conductance stomatique, la conductance
cuticulaire est, elle aussi, prise en compte. En effet, I'eau passe directement a travers cette barriére
lipophylique, et une faible proportion transite par des pores (Riederer & Schreiber, 2001). Ainsi, les
propriétés de la cuticule affectent les échanges gazeux foliaires, mais il semblerait qu'elles ne soient
pas corrélées a I'épaisseur de la couche de cire ou a la composition chimique de ces cires (Riederer &
Schreiber, 2001). La conductance cuticulaire pour la vapeur d'eau peut atteindre jusqu’a 30 % de la
conductance totale d'une feuille pour la vapeur d'eau (Beyeal, 1997) et peut présenter des

variations interspécifiques (Riederer & Schreiber, 2001).

L'efficience d'utilisation de l'eau intrinséque est donc un caractére complexe dont la variabilité entre
individus est la conséquence de la variabilité d'un ou plusieurs traits liés soit a I'assimilation nette de
CO,, soit a la conductance stomatique, soit aux deux. La décomposition de I'efficience d'utilisation de
I'eau requiert donc de travailler sur un grand nombre de traits. Cependant, peu de traits sont liés a la
conductance stomatique et permettent d'avoir des valeurs intégrées de ce trait fortement dépendant des

variations environnementales. La signature isotopiqu¥@rde la matiére organique foliaire ou de
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Encadré 4 : Théorie de I'enrichissement effO de I'eau et de la matiére organique foliaires

Il existe trois isotopes stables pour I'oxygent®; 'O et®0. L'isotope'®O est le plus abondant (99.76%), suivi d

l'isotope*®O représentant 0.20%. La composition isotopique™®en (5, %) d'un échantillon compare le rappof

0/**0 de I'échantillon (Ry) & celui du standard internationakgRVSMOW (Vienna Standard Mean Ocean Water).

O¢ch (%0) = 1000 (Reh— Retd)/Rsta

Le symbole3 représente la composition isotopique™®D, alors que le symbols®0 représente I'enrichissement de

['échantillon par rapport a la source d'eaj Qinsi :
Alsoéch = &~ &

1. Enrichissement en'®0 de I'eau foliaire au niveau des sites d'évaporation

—

L'enrichissement de I'eau au niveau des sites d'évaporatfan)(par rapport a I'eau source est décrit par le modgle

suivant (Craig & Gordon, 1965; Dongmann et,d974):

A®O.= g +&* + (A0, — &) Wa/W, (Eqn 8)

ou: A0, = 50, — &5, avecd™®O, la composition isotopique €f0 de I'eau au niveau des sites d'évaporation (%o
& la composition isotopique €fO de la source d’eau prélevée par les racines (%o)

A0, = 8, — s enrichissement de la vapeur d'eau atmosphérique par rapport a la source d'€qla @eeeposition
isotopique ef®O de la vapeur d’eau dans I'air (%o)

& : fractionnement pour la diffusion de la vapeur d’eau a travers les stomates et la couche limite (%o);

&= (32¢+21g,M/(gs "+, ") (Farquhart al., 1989) avec get g les conductances (en moy®m?s?) a la diffusion
de la vapeur d'eau au niveau, respectivement, des stomates et de la couche limite. 32 et 21 sont les fa
fractionnement associés (Cambal., 2003)

e* : fractionnement & I'équilibre causé par le changement de phase de I'eau liquide a I'eau vapeur (%o);
£*=[2.644 — 3.206 (18T) + 1,534 (1& T2)] 10°00 T est la température (°K) (Bottinga & Craig, 1969)

w;: fraction molaire de vapeur deau dans les espaces intercellulaires (mp®l rhbl*  dair);
W=10%(6.1078*exp"25°49237-20)y 1y o[ Best la température en °C et p, la pression atmosphérique (mbar)

W, : fraction molaire de vapeur d’eau dans I'atmosphére (mng(DIrHor1 d'air); w=w;*100/HR, avec HR, I'humidité

relative (%)

Etant donné que représente la différence entreet w, le rapport ww; de I'équation 8 peut étre remplacé par (
v/iw;), ainsi:

A0, = g + £ + (™0, — &) (1- viw)

= A®0.=e* + A0, - (A™0, —&)*Viw; (Eqn 9)

Comme le termeX'®0, — &) est négatif, alors A0, sera d'autant plus élevé quest grand.

et

Cteur

=
1
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l'eau foliaire peut toutefois étre utilisée comme un estimateur de la conductance stomatique et

permettre des comparaisons entre génotypes.

2.3 Utilisation des isotopes de I'oxygene comme estimateur de la conductance stomatique

Compte tenu de l'interaction forte existant entre Aqell @st difficile de dissocier les effets de ces
deux fonctions sur I'efficience d'utilisation de I'eau intrinseque. De méme, la discrimination isotopique
du ™*C est une estimation de;\8ondérée par I'assimilation nette de Cldnitant ainsi son utilisation

pour des études dont l'objectif est d'analyser séparément A é&tagalyse de la composition
isotopique ert?0 (3*°0) de I'eau foliaire et de la matiére organique foliaire est un outil permettant de
contourner cette limitation. En effet, sous certaines conditions, elle permet d’esfireerceci,
indépendamment de A, différenciant ainsi les variation&'d dues a A ou a,gPour 'ensemble de

ce chapitre, I'enrichissement &0 (A'®0) est défini comme la différence entre la composition

isotopique de I'échantillod?0) et la composition isotopique de la source d'&gu (

2.3.1 Théorie de I'enrichissement de I'eau foliaire

L'enrichissement de l'eau foliaire totala'®,) dépend de différents facteurs. Tout d'abord, la
composition isotopique efO de I'eau du sol (ou source) refléte une moyenne pondé&&ddes
précipitations et de I'évaporation & la surface du sol. L'eau du sol a une composition isotof5igue en
comprise entre -10 et 2%o (Schmielt al, 2001). Il n'existe pas, théoriquement, de fractionnement
isotopique pendant le prélevement et le transfert d'eau dans la plante. De ce fait, la composition
isotopique de I'eau xylémique est supposée étre la méme que celle de I'eau dans le sol @talnberg
2003), de méme que la composition isotopique de I'eau circulant dans le pétiott &582002).

L'eau foliaire s'enrichit par rapport a I'eau xylémique. Cet enrichissement se produit au niveau des sites
d'évaporation ot H°O s'évapore plus vite, puisque'¥ présente une diffusion plus lente et une
pression de vapeur plus faible que™. Cette eau enrichie est ensuite susceptible de refluer vers
I'intérieur de la feuille. Ce reflux s’oppose au flux d’eau transpirée non enrichie: plus la transpiration
est importante, plus le reflux d'eau est limité. Ce phénomeéne, ou "effet Péclef (ne@ation 10 de
I'encadré 4; Farquhar & Lloyd, 1993) est a l'origine d'un gradient isotopique continu dans la feuille,
avec un enrichissement maximal au niveau des sites d'évaporation puis une diminution exponentielle
jusqu'a atteindre la signature isotopique de la sodig)ea( proximité des veines. Puisque de l'eau
enrichie se mélange en proportion variable avec de l'eau appauvrie, l'enrichissement de I'eau du
mésophylle (ou eau foliaire totala'®0,) est donc plus faible que I'enrichissement observé au niveau

des sites d'évaporation’fO,) (Farquhar & Lloyd, 1993). Le factel est dépendant de la distance
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2. Enrichissement ert®0 de I'eau du mésophylle foliaire

L'enrichissement efO de I'eau du mésophyllé\t®0,) est reliée a\'°0, (Farquhar & Lloyd, 1993) par I'équation

suivante définie a I'équilibre isotopique:

A0, = A0 (1-e")/0 (Egn 10)
ou A0, =5, -8, 0ud, est la composition isotopique de I'eau du mésophylle (%d) kt nombre de Péclet, défini
comme le rapport EL/CD avec E, la transpiration (mgD ii’s™; E=gi*v, avec vla différence de fraction molaire de
vapeur d'eau entre les espaces intercellulaires et 'atmosph&re/(=sm mmol HO mol* d'air)); L, la distance
effective entre les sites d'évaporation et les veines (L est compris entféet 166 1G m, d'aprés Wangt al.
(1998b)); C, la concentration molaire de I'eau (=55.5 mid);nD, la diffusivité de HO' dans I'eau (hs™; D = 119
10° 373N T est la température en °K (Custal., 2007)).

Selon que les variations de E sont causées par des variationsi de\g la relation entrd'®0_ et E sera positive ou

négative, respectivement:

Os 7 =
\Y = 7 ) , .
Tableau 3: Relations théoriques entre la
E:g Vv 2 2 conductance stomatique pour la vapeur deay
S (9y), la difference de fraction molaire de vapeur
A180 N . d'eau entre les espaces intercellulaires et
e l'atmosphére ), la transpiration (E) et
_ I'enrichissement ent80 de l'eau foliaire par
0 =EL/CD 4 4 rapport a la source\{80, ).
A0, N 2
" Figure 6: Relations entre l'enrichissement de
35 +—sPe I'eau foliaire par rapport a la sourd&'§0, , %),
’g 30 . 3 d L) la conductance stomatique pour la vapeur d'egu
g\/ : 'ﬁ ‘¢ o ¢ (95, mol H,0 nt? s) et la différence de fraction
o 25 Pl dd e molaire de vapeur d'eau entre les espaces
o & T 4 . . , N
@) 20 i ;é i e 97 intercellulaires et I'atmospheres,(mmol H,0
] 4% % ie mol! d'air) pour des gammes de valeurs deeg
< 15 | gé"" 104 0 a 1 mol s, et dev de 0 a 32 mmol mdl
10T H ! § g‘ { H g . (calculée pour une température de feuille de
R 4 s 1! 25°C et une variation d’humidité relative de 0 §
5 ; ’5 % %. 3 } 1 | T o 100%). Les résistances a la diffusion de I3
‘jo:?- $F IR vapeur d’eau au niveau des stomated)(gt de
i 'qg $:i bt la couche limite (g1) ont été considérées
L “ ¢ T il et proportionnelles (g5*g,).
4 ie ' Pour une conductance stomatique donnée,

A\ relation entreA'80, et v est positive (fléeche
rouge). Pouw fixé, la relation entréd'®0, et g
est négative (fleche verte).
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effective entre les sites d'évaporation et les veines (L). La distance réelle entre les veines et les
stomates est d'environ 100pm pour la plupart des feuilles. Or il faut une distance effective bien
supérieure (de I'ordre du mm, voire du cm, due a la tortuosité du chemin a parcourir) pour pouvoir
observer des gradients significatifs d'enrichissemerif@nL dépend de la voie par laquelle I'eau
transite (symplasmique a travers les plasmodesmes, transcellulaire a travers les aquaporines ou
apoplasmique), mais aussi du site ou l'eau est évaporée (espaces intercellulaires, cavités sous-
stomatiques ou cellules avoisinant les cavités sous-stomatiques et les stomates) (Barbour & Farquhar,
2003). Le facteurl est aussi déterminé par la transpiration (E) (encadré 4). Or, E est définie comme
le produit de la conductance stomatique pour la vapeur d'gaet (g déficit de fraction molaire de

vapeur d'eau entre les espaces intercellulaires et l'atmosphet®rague les variations de E sont
provoquées par des modificationsudalors que gest constante, la relation entx¥O_ et E (et donc

v) est positive (cf encadré 4: Tableau 3 & Figure 6). Par contre, lovs@se constante et que les
variations de gsont a l'origine des variations de E, alors la relation éxif@ et E (et donc g est

négative (cf encadré 4: Tableau 3 & Figure 6). Cette relation négative est causée par différents
processus. Une augmentation da gour effet de diminuer le fractionnement cinétique au cours de la
diffusion de la vapeur d’eau a travers les stomates et la couche lighjteg qui conduit a une
diminution deA™0, (équation 8 de I'encadré 4). De plus, lorsque les stomates se ferment et que la
transpiration diminue, la température foliaire et don@wgmentent, ce qui se traduit aussi par une
diminution deA™0, (équation 8 de I'encadré 4). Le changement de température peut aussi influencer
le facteur de fractionnement a I'équilibre lié aux changements de phase de I'eau liquide a I'eau vapeur
(€', encadré 4), mais lincidence SO, est faible. Enfin, plus.gest élevée, plus le reflux d'eau
enrichie a partir des sites d'évaporation est limité par le flux transpirdibiest( élevé). Le mélange

d'eaux enrichie et non enrichie est ainsi limité ce qui a pour effet de creuser |'écaft'%htret

A0,

Le modele d'enrichissement de I'eau foliaire faisant intervenir I'effet Péclet ne tient compte que d'un
enrichissement au niveau du trajet radial de I'eau (en-dehors des veines). Il existe d'autres modéles
décrivant I'enrichissement isotopique de I'eau foliaire. Ces modeéles prennent en considération d'autres
gradients d'enrichissement (pour revue: &gal.,2002; Ogéeet al.,2007), comme par exemple de la

base de la feuille vers l'apex (Farquhar & Gan, 2003).

Outre cette hétérogénéité spatiale, des cycles diurnes d'enrichissement isotopitiieden'eau
foliaire (A'®0,) ont été mis en évidence chez le lupi®Q, variant de 0 & 25%0; Cernusak al,
2002), l'eucalyptusA*®0, compris entre 6 et 20%o; Cernusekal, 2005) ou le pin sylvestré\{®O,
variant de 4 a 25%.; Barnaret al, 2007). Il existe un modele d'enrichissement de l'eau foliaire
développé par Cernusadt al. (2002) et Farquhar & Cernusak (2005) prenant en compte cette
hétérogénéité temporelle.
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Figure 7: Composition isotopique €0 (5*°0) de molécules organiques, de I'eau, dy &Qle I'Q,
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Les études qui comparent les valeurs A0, observées et les valeurs théoriques trouvent
généralement une bonne correspondance entre les deux (Cerhakak002; Cernusakt al.,2005;
Barnardet al.,2007; Gessleet al.,2007). Donc, malgré ces variations a la fois temporelle et spatiale,

la signature isotopique €O de I'eau foliaire peut étre utilisée comme un outil d’estimation de la
conductance stomatique si les autres parametres de I'équation sont connus (déficit de fraction molaire
de vapeur d'eau entre la feuille et l'atmosphére, longueur du trajet des sites d'évaporation aux
veines...). Ce modeéle permet donc d'accéder a une mesure instantanéd 'déligation de la
signature isotopique €O de la matiére organique permet, quant a elle, d'accéder a des valeurs plus
intégrées degBarbour, 2007).

2.3.2 Théorie de I'enrichissement de la matiére organique foliaire

La signature isotopique €f0 peut étre analysée sur des molécules & renouvellement rapide (telles
gue les sucres solubles), des molécules a renouvellement plus lent (comme la cellulose du bois), de la
matiére organique soluble ou de la matiére organique totale, issues de différents compartiments: feuille

ou tige. Dans cette synthése, seule la matiére organique du compartiment foliaire a été abordée.

Les oxygénes présents dans la matiére organique foliaire sont issus de trois sourcesi'éauCO

foliaire et I'Q (Schmidt et al. 2001). Toutefois, I'eau foliaire est la source la plus importante
d'oxygeéne: lorsque la matiére organique est au contact de I'eau, les oxygénes 18 se concentrent dans la
matiére organique. Il existe aussi un fractionnement au cours des différentes réactions de biosynthése
des molécules organiques. En effet, les enzymes peuvent modifier la composition isotofiguaeen

ces molécules organiques: soit en catalysant des réactions #e€G ou O, soit en favorisant
I'équilibre entre les molécules et I'eau du milieu. Enfin, I'eau foliaire peut aussi étre une source
indirectevia des échanges d'atomes d'oxygéne avec lg @®encorevia 'O, produit lors de la

photolyse de I'eau (@ui peut alors étre utilisé lors de réactions catalysées par des oxygénases).

La composition isotopique €O des composés organiques est variable (Figure 7, d'aprés Schmidt et
al., 2001) puisque, lors de leur biosynthése, les atomes d'oxygeéne sont introduits par différents
mécanismes qui ont des effets isotopiques différents. Une fois ces composés synthétisés, certaines de
leurs fonctions chimiques sont susceptibles d'échanger des oxygenes avec I'eau dans laquelle ils sont
transportés ou stockés et pour laquelle, comme nous l'avons vu précédemment, la signature isotopique
en’®0 peut varier dans l'espace et le temps. La matiére organique foliaire a donc une sigri@ure en

qui refléte a la fois celle de la sourdg),(et celle de I'eau foliaire dont I'enrichissement varie avec la

transpiration, et donc dans certains cas, avec la conductance stomatique. Les échanges d'oxygéenes
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entre |'eau et les molécules organiques n'ont lieu qu'au niveau des fonctions carbonyles (-CO-) de ces
moléculesvia la formation d'intermédiaire gem-diol (Samuel & Silver, 1965; Fargethalr, 1998):

RIN_ R1 - OH RIS
H,O* + C—0 «——»

c <«—> C— O* +H,0
R2 - N R~

Aux température et pH caractéristiques des plantes, les oxygénes des autres fonctions ne sont pas
échangeables (Sternbeeg al, 1986). A I'équilibre, il existe ainsi un enrichissement'¥h des
molécules organiques portant des fonctions carbonyles par rapport a I'eau dans laquelle ces molécules
ont été synthétisées. D'aprés Sternberg & DeNiro (1983), le fractionnement isotopique aggocié (¢

est compris entre 25 et 30%.. Ce fractionnement est censé étre identique pour tous les oxygenes des
fonctions carbonyles de toutes les molécules (Fargahal, 1998), méme s'il peut y avoir des
différences dues a la proximité d'autres atomes (groupements R1 et R2 qui influencent la force de
liaison C=0) (Schmidet al, 2001). Par contre, la vitesse des échanges d'oxygéne entre les molécules

et I'eau varie en fonction du type de molécules. Par exemple, les trioses-phosphate (glycéraldéhyde 3
phosphate, produits par le cycle de Calvin) échangent trés rapidement leurs oxygenes (Eaatjuhar

1998).

Les trioses-phosphate formés aprés fixation dy @mettent, lorsqu'ils sont exportés du stroma
chloroplastique vers le cytosol, la synthése de saccharose. Cette synthése fait intervenir des hexoses
(glucose et fructose), intermédiaires entre les trioses-phosphate et le produit final. Les trioses-
phosphate ainsi que les hexoses portent des groupements carbonyles, ces molécules sont donc
susceptibles d'échanger les oxygenes de ces fonctions avec I'eau chloroplastique ou cytolsolique. Le
saccharose ne contient pas de fonctions carbonyles et ne présente donc pas d'oxygéne potentiellement
échangeable avec l'eau. Ainsi, @ moins qu'il ne soit scindé en hexoses, le saccharose reflete la
composition isotopique elfO de ses précurseurs et intermédiaires, et, de ce fait, la composition
isotopique des eaux chloroplastique et cytosolique (Fargethat, 1998). Comme les échanges
d'oxygéne entre les trioses-phosphate et I'eau sont trés rapides, et que les trioses-phosphate sont
exportés dans le cytosol avant d'entrer dans la voie de biosynthése du saccharose, le saccharose est
considéré comme étant en équilibre isotopique avec l'eau cytosolique (Batbalur2000a) dont
I'enrichissement ert?0 est censé étre identique &°0, (Barbour & Farquhar, 2000). Ainsi,
l'enrichissement du saccharose par rapport a la souft8Osf.) est, théoriquement,
A"¥0s,.=A®0, +&,c. Cette relation a été vérifiée par plusieurs travaux sur différentes espéces:
Eucalyptus globulus (Cernusaket al, 2005), Pinus sylvestris (Barnard et al, 2007), Ricinus
communigBarbouret al.,2000a; Cernusatt al.,2003a; Gesslest al.,2007). Toutefois, ces relations

ont été établies non pas pour du saccharose foliaire purifié, mais pour de la matiére organique soluble
extraite a partir des feuilles ou du phloéme. Cette technique est couramment employée pour accéder a

la composition isotopique du saccharose. En effet, la matiére organique soluble est constituée en
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grande partie de sucres solubles ainsi que d'acides organiques et d'acides aminés dBendes

2006). Puisque le saccharose représente la plus grande partie des sucres non structuraux (80% des
sucres solubles foliaires chez le chéne pédonculé; Bicaln 1997), I'analyse de la matiére organique
soluble est un moyen plus aisé d'estimer la signature isotopid® en saccharose. D'autre part, si

aucun fractionnement n'intervient pendant le chargement des molécules dans le phloéme et que le
saccharose n'est pas dégradé, alors, analyser la signature isotopique la matiére organique soluble du
phloéme revient a analyser la signature isotopique de la matiére organique soluble foliaire. Ainsi,

A™Opos= A0, + £, 0UA™Oy0s représente I'enrichissement de la matiére organique soluble.

Lorsque l'analyse de la composition isotopique™®n se porte sur d'autres fractions métaboliques,

telles que la cellulose ou la matiére organique foliaires, d'autres facteurs sont a prendre en compte.
Ainsi, l'enrichissement de la celluloseAOc) est défini selon I'équation suivante:
A®O=A"0, (1-peddy)+ewe, OU Ry €St la proportion d'oxygéne échangeable dans la cellulgsestp

compris entre 0.3 et 0.5; Barbour, 2007),e¢$t la proportion d'eau non enrichie (eau source) dans la
cellule qui se développe. La cellulose est synthétisée a partir de saccharose exporté des feuilles
autotrophes vers les organes non photosynthétiques (feuilles en croissance, tiges, racines) et 40%
(=pey), €nviron, des oxygénes sont échangés avec l'eau pendant la synthése de cellulose dans ces
organes. La signature isotopique de la cellulose est donc un mélange de signaux isotopiques provenant
a la fois des feuilles matures et des organes non photosynthétiques (Stetrddei2003). Compte

tenu du fait que la cellulose ne présente pas d'oxygéne échangeable et qu'elle est mise en place trés tot
dans le développement de la feuille, la cellulose foliaire refléte les conditions environnementales dans
lesquelles les feuilles se sont formées. La matiére organique foliaire totale étant moins entf€hie en

que la cellulose, un facteur empirique,) est ajouté a l'‘équation précédente, de sorte que
I'enrichissement de la matiére organique total8Qp) est décrit parA'®0p= A™0L (1-Pesp)+Ewctecp

ce qui a été vérifié expérimentalement (Barbour & Farquhar, 2000). La signature isotopique de la
matiere organique foliaire totale intégre les signaux de molécules provenant de voies de biosynthése
variées et présentant une large gamme de renouvellement, de plusieurs mois a quelques heures.
L'enrichissement eO de la matiére organique foliaire totale est donc intéressante pour intégrer g

sur une période de temps beaucoup plus importantA'§Dgos.

Compte tenu de I'hétérogénéité spatiale et temporelle de la compositith da I'eau foliaire, la
signature er’O de la matiére organique foliaire (soluble ou totale) est censée refléter ces variations.
En effet, plusieurs études montrent des cycles diurnes d'enrichissement de la matiére organique soluble
foliaire (ou prélevée dans le phloéme), et totale (Cerneisak,2002; Gessleet al.,2007). Toutefois,

ces variations diurnes sont atténuées (différence de 4%. entre les valeur maximales et minimales) par

rapport aux variations diurnes de l'enrichissement de l'eau foliaire (de I'ordre de 10-20%.). Pour
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Relation 1 Relation 2 Relation 3

A Ve = 2
Os = 7 W
Wi = A/gs } \i =
AlSO - N N
L 4 L 4 L 4
Q
S|
AlSC A13C AlSC

Tableau 4: Relations possibles entre I'assimilation nette de @@ la conductance stomatique pour

la vapeur d'eau {g l'efficience d'utilisation de I'eau intrinséque;Wa discrimination isotopique du
carbone A™C) et I'enrichissement de I'eau ou de la matiére organique foliaires par rapport a l'eau
source AlBO) lorsquele déficit de fraction molaire de vapeur d'eau entre les espaces intercellulaires et
I'atmosphére est constaReprésentations schématiques de ces trois relations.
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certains travaux, aucune variation n'est d‘ailleurs notée au cours de la journA¥@gsy (Barnard

et al, 2007) oulA™®O; (Gessleet al, 2007).

Les variations deprovoquées par des facteurs édaphiques (stress hydrique; Cexhakak003b),

par ajout d’hormones (acide abscissique; Barbour & Farquhar, 2000) ou dues a des effets génétiques
(Barbouret al, 2000b) affectent la signature isotopique & de la matiére organique (Farqulear

al., 1998). Etant donné les variations delans le temps, l'utilisation de la signaturé®nest un outil

qui amene un bénéfice considérable, puisqu'il peut permettre d'estimer une conductance stomatique
intégrée dans le temps, mais aussi parce-qu'il facilite I'expérimentation (plusieurs plants peuvent étre

récoltés dans un laps de temps relativement court).
2.3.3 Apport de la double approche isotopidde/®0)

L'enrichissement isotopique éfO de l'eau foliaire et, par conséquent, des molécules organiques
foliaires, est fonction de la transpiration, qui est fortement liéglérggjue les feuilles sont dans des
conditions identiques de déficit de fraction molaire de vapeur d'eau entre les espaces intercellulaires et
l'atmosphére\). De ce fait, I'utilisation de l'outil isotopiqU8O peut permettre de différencier les
variations d'efficience d'utilisation de l'eau intrinséque) (Wées a gou a A. Lors de l'utilisation
combinée des outils isotopiqueE et™®0, trois relations peuvent étre envisagées (Tableau 4):

0] si les variations d&™C sont causées par A, alors la pente de la relation AltEeet
A0, doit étre proche de zéro, puisque des variations de A n'affectentdons alors

qu'une augmentation de A est censée dimiAtia.

(ii) si les variations dA™C sont dues a,galorsA™*C etA'®0, sont négativement corrélées.
En effet, une augmentation de est censée augmentat’C, tout en diminuann'®0,
(Tableau 3 & Figure 6 de I'encadré 4).

(i) si les variations dé&C sont causées par A et simultanément, alors la pente de la
relation entreA'*C etA™0, doit étre fortement négative. En effet, en augmentat'i
augmente eA™0, diminue. Cependant, si I'augmentation de A est telle qu'elle compense
l'effet de g surA™C, alors, les variations d&*°0, par unité de variation d&"C seront

trés grandes.

Cette double approche isotopiquéc( *0) est donc un outil trés intéressant lorsqu'il s'agit d'analyser
les causes de la variabilité de l'efficience d'utilisation de I'eau. Cependant, jusqu'a présent, peu d'études
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ont utilisé cette double approche isotopique dans le cadre de comparaisons de génotypes en intra-
spécifique et en conditions non-limitantes (excepté I'étude detXal (2000), pour des clones issus

d'un croisemenkinus elliottiix P. caribaed. Cette approche doit donc, avant tout, étre validée sur le
modéele choisi, avant de I'utiliser sur un grand nombre d'individus.
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Figure 8: Localisation des QTL (Quantitative Trait Loci)
sur les groupes de liaison (LG) 2, 8 et 11 des cartes femelles
(F) et males (M) des parents de la famille de chéne
pédonculé étudiée.

Les barres flottantes représentent la position des QTL
(barres vides: Torti (2005); barres pleines: Brengtedl.
(2008)). Les moustaches représentent [intervalle de

confiance a 95% autour de la position du QTL. Les
pointillés représentent les QTL putatifs.

Abréviations: d13C: composition isotopique &€ de la
matiére organique foliaire; Dcel: discrimination isotopique
contre le *C mesurée dans la cellulose du bois; Dfol:
discrimination isotopique contre C mesurée dans la
matiere organique foliaire; A: assimilation nette de, G
conductance stomatique pour la vapeur deau; A/Q:
efficience d'utilisation de I'eau intrinséque; LMA: masse
surfacique; %N: contenu en azote par unité de masse; NA:
contenu en azote par unité de surface foliaire; Chph: contenu
en chlorophylle par unité de surface foliaire; pWF2/3:
pourcentage en eau dans les feuilles respectivement pour les
28me gt Fmepousses; LS: surface foliaire ; 00/01/02: années
de mesure; t5: prélevement fin septembre sur la troisieme
pousse; ME: analyse multi-environnement; +/-: indique la
direction de leffet allélique. Les lignes joignent les
marqueurs similaires des cartes male et femelle.



Problématique

Problématique et objectifs principaux de cette thése

Le chéne pédonculé présente une forte variabilité intra-spécifique de I'efficience d'utilisation de I'eau
gue ce soit en conditions naturelles sur plusieurs populations (Ponton, 2002; B.Faivre, communication
personnelle), en intra-famille en plantation ou en conditions contr6lées (Torti, 2005; Brtdlel

2008). Une gamme de discrimination isotopique du carbbH€) de 3 a 4%, correspondant & une
gamme de variation de I'efficience d'utilisation de l'eau de 45 a 60%, a ainsi pu étre mise en évidence
pour I'ensemble de ces travaux. Les études de génétique quantitative menées par Torti (2005) et
Brendel et al.(2008), sur une méme famille F1 de plein-fréeres de chéne pédonculé, ont permis de
démontrer le déterminisme génétique de l'efficience d'utilisation de I'eau. L'étude de Brendel et al.
(2008) a aussi montré qué’C était héritable chez le chéne pédonculé. L'héritabilité d'un trait permet

de décrire la proportion de la variation totale due a des différences génétiques entre individus (Ackerly
et al, 2000). Chez le chéne pédonculé, I'héritabilité de ce trait varie de 0.2 a 0.7 selon les années et les

hypothéses utilisées (Brendstlal, 2008).

La variation de I'efficience d'utilisation de I'eau; (4 A™C) suit une distribution normale au sein de
populations, comme par exemple chez le pin maritime (Brendel,e2Qf)2). Il s'agit donc d'un
caractére quantitatif dont les variations sont imputables a I'environnement et a l'effet cumulé de
plusieurs régions génomiques (locus). Chacune de ces régions a un effet plus ou moins marqué sur le
caractére quantitatif en question (de Vienne, 1998). La génétique quantitative permet d'étudier
l'architecture génétique d'un trait, c'est-a-dire d'identifier les régions génomiques impliquées dans la
variabilité de ce trait a I'aide d'association entre des marqueurs moléculaires et la variabilité de ce trait
entre individus. Les QTL (Quantitative Trait Loci) représentent des outils statistiques et graphiques
permettant de situer, sur une carte génétique, ces régions génomiquesaiGan04). Les études de
génétique quantitative menées sur deux expérimentations indépendantes (serre et plantation) par Torti
(2005) et Brendel et a{2008), ont mis en évidence un petit nombre de QTL a effet fort (4% a 25% de

la variabilité¢ phénotypique expliquée) liés a la variabilitéARC (Figure 8). Les travaux de Torti

(2005) et de Brendadt al. (2008) ont aussi détecté des QTL liés a la variabilité deBw¥ndelet al.

(2008) n'en ont détecté qu'un seul, alors que Torti (2005) en ont trouvé six. Le caractére instantané des
mesures d'échanges gazeux, permettant de calcyleinal que leur forte dépendance aux variations
environnementales peuvent expliquer que le nombre de QTL trouvés pest §énéralement faible.

En effet, plus I'environnement influe sur un trait (héritabilité faible), plus il est difficile de caractériser

le phénotype de chaque plein frére pour une condition environnementale donnée, et donc moinsil y a
de QTL détectés (Tanksley, 1993). Les QTL liés a la variabilité ddétctés dans ces deux études
expliquent entre 6 et 9% de la variabilité phénotypique totale observée, et peuvent étre colocalisés

avec des QTL liés & la variabilité AEC (Figure 8).
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W, est contr6lée par l'assimilation nette de,@®) et/ou la conductance stomatique pour la vapeur
d'eau (9. Avant d'identifier précisément les genes a l'origine de la variabilité observée, situés dans ces
régions, la colocalisation de QTL permet de fournir une premiére information renseignant sur le
contréle de la variabilité entre génotypes dep&f A, g ou les deux. Cependant, du fait de la forte
coordination entre A etgil n'est pas rare de trouver des colocalisations de QTL pour ces deux traits
au niveau des mémes régions. Ainsi, lorsqu'il y a colocalisation avec des QTIA'fBuil est
impossible de savoir si la variabilité¢ #¢°C/W, observée est seulement causée par |'une ou l'autre

composante ou par les deux simultanément, comme c'est le cas chez le chéne pédonculé (Figure 8).

A la suite de ces travaux, un projet visant a comprendre les mécanismes physiologiques et génomiques
a l'origine de la variabilité d'efficience d'utilisation de I'eau chez le chéne pédonculé, a été élaboré.
Pour répondre a cette problématique, deux approches ont été combinées: une approche
écophysiologique réalisée par 'lUMR EEF (INRA Nancy) et une approche génomique développée par
'UMR BioGeCo (INRA Bordeaux). L'objectif final est d'identifier des génes candidats liés a la
variabilité d’efficience d'utilisation de I'eau observée, ces génes candidats pouvant ensuite étre utilisés
soit dans le cadre d’'une sélection a des fins commerciales (comme chez le peuplier, par exemple), soit
dans le cadre de I'étude de la diversité fonctionnelle naturelle. Ma thése portait sur l'approche
écophysiologique de ce projet, et avait pour but de décomposer la variabilité génétique de I'efficience
d'utilisation de I'eau existant chez le chéne pédonculé, mais aussi de fournir le matériel utilisé pour

I'approche génomique.

Cette approche écophysiologique comportait deux grandes étapes:

0] analyser et comparer des génotypes, en conditions non-limitantes, pour des traits foliaires
physiologiques (capacité photosynthétique, conductance stomatique...) et structuraux
(anatomie foliaire), mais aussi pour des traits plante entiére (productivité...) liés a
l'efficience d'utilisation de l'eau. Cette décomposition de l'efficience d'utilisation de l'eau
visait a déterminer le(s) trait(s) contribuant le plus a la variabilité génétique intra-famille
observée. Pour approfondir ce travail, cette premiére étape comportait une étude sur la
possibilité d'utiliser les variations de composition isotopique en oxyd&&°Q) de la
matiere organique foliaire pour décomposer des différences d'efficience d'utilisation de

I'eau en composantes photosynthétiques et transpiratoires.
(ii) caractériser le comportement individuel de génotypes en conditions de sécheresse

édaphique dans l'optique d'une meilleure compréhension des mécanismes d’acclimatation

a ces conditions environnementales.
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Au cours de ma thése, ces deux étapes ont été abordées. Toutefois, ce manuscrit ne présente que les
résultats relatifs a la premiére étape. Lors de la réalisation de la deuxiéme étape, des probléemes
expérimentaux ont été a l'origine d'un fort effet environnemental sur le jeu de données obtenu. Cette
étape ne sera donc détaillée que dans le chapitre "conclusions perspectives" de ce manuscrit.

Ce manuscrit a été divisé en deux parties:

0] la premiére partie décrit I'étude de la variabilité intra-spécifique de I'efficience d'utilisation
de l'eau pour des génotypes de chéne pédonculé et des causes physiologiques et/ou

anatomiques de cette variabilité en conditions non-limitantes de croissance.

(i) la deuxiéme partie est consacrée a I'étude de I'outil isotofi@Qummme estimateur de la
conductance stomatique.
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Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

1°® partie: Causes physiologiques et/ou anatomiques de la variabilité intra-spécifique de

I'efficience d'utilisation de I'eau chez le chéne pédonculé

1.1 Introduction

Cette premiére partie avait pour objectif de déterminer les causes physiologiques et/ou anatomiques de
la variabilité de I'efficience d'utilisation de I'eau intrinseque) Mservée au sein de la famille F1 de
plein-frere étudiée par Torti (2005) et Brendehl. (2008).

Pour répondre a cet objectif, trois expérimentations ont été réalisées. La premiére a été effectuée en
2004, au cours de mon DEA. L'analyse des échantillons et des données s'étant poursuivie durant ma
premiére année de thése (2005), les résultats relatifs a cette expérience ont donc été inclus dans ce
manuscrit. Ma premiére année de thése a aussi comporté une deuxiéme expérimentation afin
d'approfondir les résultats obtenus en 2004. Pour ces deux années, le choix des génotypes était basé
sur un compromis entre la mesure d’un grand nombre de traits (d a la complexij)é ldendbre
d’individus sur lesquels ont été effectuées les mesures et le maintien de la gaftiGeateservée au

sein de la famille F1 de plein-fréres. Pour satisfaire cet ensemble de critéres, les deux expérimentations
de 2004 et 2005 ont porté sur des extrémes phénotypiques choisis sur la base des val&tirs de
obtenus par Brendelt al. (2008) dans une plantation localisée a Bourran (Sud-Ouest de la France).

Ces extrémes ont été choisis selon deux stratégies conduisant a deux types de phénotypes extrémes:

0] le phénotype A" était constitué par des génotypes sélectionnés pour des valeurs extrémes
(faible ("low") et forte (“high")) deA™C simultanément pour les 3 années de mesure

consécutives (2000 a 2002) a Bourran.

(i) le phénotype "N" était constitué par des génotypes présentant des valeurs extrémes
(obtenues en 2001) simultanément pAiC et pour les contenus foliaires en azote et
chlorophylle. En effet, Brendeit al. (2008) ont montré que la variabilité AEC pouvait
étre le fait d'une variabilité des capacités photosynthétiques compte tenu de la
colocalisation entre plusieurs QTLs liés a la variabilitAtf€ et des contenus en azote et
chlorophylle foliaires (Figure 8). Ainsi, ces génotypes étaient caractérisés (par rapport aux
mesures de Bourran) par de fortes concentrations foliaires en chlorophylle et en azote
couplées a un faiblA™*C pour les extrémes "high N", ou inversement pour les extrémes

"low N".
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Chaque extréme ("low" ou "high") de chaque phénotypg ¢u "N") était formé de trois génotypes
distincts. Sur les douze génotypes des deux expérimentations de 2004 et 2005, sept d'entre eux étaient

communs aux deux années.

Lors de ma deuxiéme année de thése (2006), 54 génotypes de cette famille ont été étudiés. Cette
expérimentation était a cheval entre les deux premiéres étapes du projet présentées dans le chapitre
"Problématique et principaux objectifs de cette étude". Cette expérimentation n'a pas été présentée en
détail dans ce manuscrit, suite a des probléemes expérimentaux et notamment des conditions

lumineuses limitantes. Cependant, quelques données relatives a cette expérimentation ont été utilisées

afin d'étayer les principaux résultats acquis dans cette premiéere partie.

Cette premiére partie a été divisée en deux points:

0] dans un premier temps, nous avons comparé a l'aide des données recueillies en 2005, les
différentes techniques d'estimation de l'efficience d'utilisation de I'eau. L'objectif de cette
comparaison inter-méthodes était de déterminer avec quelle précision Il'outil isotopique
permettait une estimation de I'efficience d'utilisation de I'eau a court et long termes chez le
chéne pédonculé placé en conditions non-limitantes. Dans ce méme chapitre, nous avons
analysé si les différences d&'C entre génotypes étaient stables quel que soit
I'environnement, et quelle que soit l'intégration spatiale ou temporelle observée. En effet,
cette famille de chéne pédonculé a été utilisée a de multiples reprises pour des analyses de
A™¥C: en conditions naturelles & Bourran au cours de trois années consécutives (Brendel et
al., 2008) ou encore en serre et en conditions contrdlées (Torti, 2005). Les travaux de
Torti (2005) et Brendel et a{2008) ont donc fourni des valeurs supplémentaires iz

relatives aux génotypes utilisés pour constituer les phénotypes extrémes.

(ii) le deuxiéeme point de cette premiére partie consistait a analyser, en conditions non-
limitantes, les causes anatomiques et/ou physiologiques de la variabitéCdeouvée
au sein de cette famille de chéne pédonculé. Pour répondre a cet objectif, des régressions
globales ont été établies entre I'efficience d'utilisation de I'eau et ses composantes directes
foliaires (assimilation nette de G@t conductance stomatique pour la vapeur d'eau) et
ceci pour lI'ensemble des génotypes étudiés au cours de mon DEA et de ma thése. Une
étude basée uniquement sur les données obtenues en 2005 nous a permis de vérifier si les
conclusions relatives a I'échelle foliaire pouvaient étre applicables a I'échelle plante
entiére. Suite a cette analyse globale, une étude plus fine des traits liés a chacune de ces
composantes a été réalisée a l'aide des phénotypes extrémes.
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. ! L Conditions
Type de choix ggnotypes Objectifs environnementales
étudiés
2004 (DEA) Extrémes 12 Identifier les traits écophysiologiques aserre
phénotypiques I'origine de la variabilité d&™*C conditions non-
observée dans cette famille limitantes (eau +
fertilisation)
2005 Extrémes 12 Identifier les traits écophysiologiques aserre
(These) phénotypiques I'origine de la variabilité d&*C conditions non-
observée dans cette famille en limitantes (eau +
complétant I'étude de 2004 par ajout ddertilisation)
traits relatifs au comportement
stomatique, de caractéres "plante
entiere"...
2006 Génotypique 54 Relier les régions génomiques d'intérétedre
(Thése) une variabilité fonctionnelle conditions non-
limitantes (eau +
fertilisation) + stress
hydrique
2006 Génotypes 7 Etudier la variabilité entre génotypes deserre
(These) présentant une la réponse de;gu VPD conditions non-
gamme de limitantes (eau +

variabilité de g
assez importante

fertilisation)

Tableau 5 : Récapitulatif des expérimentations réalisées entre 2004 et 2006 sur des boutures issues de

la méme famille de chéne pédonculé et cultivées en serre a Nancy.

" | - ) nf:.\:';

Figure 9: Photographies du dispositif expérimental.
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I.2 Matériel et méthodes

Tous les génotypes de chéne pédonculé utilisés au cours de mon DEA et de ma thése représentaient
des plein-freres, issus d'un croisement contrblé effectué par 'UMR BioGeCo (INRA Pierroton,
Bordeaux) entre le pére (A4), originaire d’Arcachon, et la méere (3P), localisée sur la station de

recherche forestiere INRA Pierroton.

Cette partie s'appuie sur deux expérimentations principales effectuées sur plusieurs de ces génotypes
entre 2004 et 2005:
- expérimentation de 2004 (DEA): étude des phénotypes extrémes (12 génotypes: 136, 151,
159, 170, 171, 237, 259, 261, 263, 267, 287, 351)
- expérimentation de 2005 (these): étude des phénotypes extrémes (12 génotypes: 101, 109,
118, 126, 136, 151, 170, 171, 219, 267, 287, 351)

mais fait aussi appel a d'autres expérimentations réalisées au cours de ma thése en 2006:
- étude de 54 génotypes (9, 14, 87, 104, 110, 112, 121, 126, 153, 164, 165, 173, 175, 177, 178,
186, 188, 189, 192, 193, 194, 200, 203, 214, 223, 226, 237, 241, 243, 250, 257, 260, 270, 275,
280, 288, 301, 308, 310, 315, 317, 319, 326, 327, 333, 338, 348, 349, 350, 352, 356, 357, 365,
373). Bien que le choix de ces 54 génotypes n'ait pas été fait au hasard (les critéres de ce choix
seront présentés ultérieurement), leur ensemble peut étre considéré comme un sous échantillon
de cette famille F1 de chéne pédonculé car ils sont distribués sur toute la gamme de variation de
A”C.
- étude de la réponse de la conductance stomatique au déficit de pression de vapeur d'eau sur
sept génotypes (118, 136, 173, 178, 186, 214, 348) présentée en annexe 1.

Pour I'ensemble de ces expérimentations (récapitulées dans le tableau 5) les boutures de chaque
génotype ont été produites par I'UMR BioGeCo (INRA Pierroton, Bordeaux) puis transportées a
I'INRA de Nancy ou elles ont été transférées dans des pots de 10L contenant un mélange tourbe/sable
(1/1, vIv). Les chénes ont été fertilisés tous les 100 jours avec de I'engrais a libération lente (Nutricote
T 100 13-13-13, NPK) et avec du calcaire magnésien (amendement calcique) a raison déet5 g L

0,2 g L'* respectivement. Les plants ont été cultivés en serre (Figure 9), et les conditions de croissance
étaient identiques d'une année sur l'autre: conditions controlées de température (comprise entre 15 et
25°C), humidité relative (comprise entre 60 et 70%), concentration em@lante (comprise entre

360 et 400 umol COmol™ d'air), et photopériode naturelle. Les arbres ont été arrosés & capacité au

champ, avec de I'eau osmosée.
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Dans cette partie, nous avons aussi utilisé des données obtenues lors de précédentes études sur cette
méme famille F1 de chéne pédonculé (These de X. Torti (2005) et travaux de Biteadd@008)).

Les traits écophysiologiques étudiés dans cette partie sont décrits en détail dans les chapitres 1.4.2.1 et
1.4.2.2 (études des phénotypes extrémes). Cependant, les protocoles de détermination des traits utilisés

dans les premiers chapitres de cette partie sont rappelés brievement:

- Extraction des différentes fractions organiques pour analyse de leur composition isotopique en

13C:
La méthode d'extraction des sucres solubles foliaires a été adaptée des travaux de Dickson & Larson
(1975). Elle nécessite l'utilisation d'un mélange méthanol-chloroforme-eau afin de séparer les
composés hydrosolubles des protéines, chlorophylle, lipide, amidon, cellulose... Puis, cette fraction
hydrosoluble est passée sur une colonne constituée de Polyvinylpolypyrrolidone, et de deux résines
échangeuses d’'ions: Dowex -50HHet Amberlite IRA-402 (C) permettant de piéger respectivement
les tanins, les acides aminés et les acides organiques. Les sucres solubles sont obtenus par élution de
cette colonne avec de l'eau. L'éluat est ensuite séché sous vide. Le culot obtenu étant relativement
visqueux, de l'eau est a nouveau ajoutée. Un certain volume de cette solution est prélevé et transféré
dans des capsules qui sont ensuite lyophilisées 24h, puis analysées au spectrométre de masse
isotopique.
Au cours de la premiére étape d'extraction des sucres solubles, la fraction hydrosoluble est séparée de
la fraction insoluble contenant, entre autre, de I'amidon. L'extraction d'amidon se fait ensuite a l'aide
d'acide chlorhydrique (HCI 6N) a partir de cette fraction insoluble. Du méthanol 60% est ajouté au
mélange HCl-amidon, ce qui provoque une floculation de I'amidon qui peut ainsi étre récupéré apres
séchage sous vide.
Le protocole d'extraction de la fraction cellulosique a été décrit par Leavitt & Danzer (1993), puis
modifié par Loaderet al. (1997) et enfin amélioré par B. Richard (UMR INRA-UHP EEF). La
premiére étape d'extraction consiste a éliminer les cires, les lipides, les résines et les composés
phénoliques par lavages successifs, a chaud, des échantillons dans 250 ml d'un mélange toluéne-
éthanol (2:1, v/v) dans un soxhlet, puis dans 250 ml d'éthanol absolu. L'élimination de la fraction
soluble (sels inorganiques, polysaccharides, amidon...) s'effectue dans de l'eau distillée portée a
100°C. Un bain, dans une solution de chlorite de sodium et d'acide acétique glacial (2.46 g par
gramme de matiére séche, et 1.69 ml par gramme de matiére séche, respectivement) et d'eau distillée,
permet la digestion des lignines. La présence d'’hémicellulose est réduite dans une solution alcaline de
soude 1N. Enfin, une acidification permet de dégager les carbonates éventuellement formés lors de
I'étape précédente.
Les mesures de composition isotopique en carbone 13 ont été effectuées sur un milligramme de
matiére séche. Toutes les analyse$’@eont été effectuées (travaux de Torti (2005) et Brendel et al.
(2008), y compris) a I'INRA de Nancy par C. Bréchet et C. Hossann (UMR INRA-UHP EEF).
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L'analyse de la composition isotopique ¥6 (&"°C) des échantillons se fait par couplage d'un
analyseur élémentaire carbone-azote (Na 1500 Carlo Erba, Italie) a un spectrométre de masse
isotopique (Thermo Finnigan Delta S, Allemagr@jC est alors déterminé selon I'équation suivante:
3"°C=(Rs-Rb).1000/Rb, ol Rs et Rb sont les rapports isotopiti@#SC de I'échantillon et du
standard Pee Dee Belemnite (PDB), respectivement.

Pour accéder & la discrimination isotopique entfédedu CQ atmosphérique et la matiére organique
(A™C, %o) la composition isotopique de l'air a été déterminée a partir de la composition isotopique en
¥%C de la matiére organique foliaire de mais (Marino & McElroy, 1991). En effet, les plantes
caractérisées par un métabolisme de typec@mme le mais, discriminent moins'f€ au cours de
l'assimilation. La composition isotopique des tissus foliaires de ces plantes refléte ainsi la composition
isotopique atmosphérique. La discrimination'dD est alors calculée & partir de I'‘équation suivante
(Marino & McElroy, 1991):

°C (CO)sere= 3.276 ' *Cmais.

Nous avons utilisé la signature isotopique du mais comme estimateur intégré dans le ®fdhs de
L'analyse isotopique effC de prélévements d'air n'aurait fourni que des valeurs instantanées, peu

comparables aux donnéesdiC de la matiére organique foliaire ou du bois.

- Echanges gazeux foliaires
L'assimilation nette de GQA<., umol CO, m? s?) et la conductance stomatique pour la vapeur d'eau
(9sar Mol H,O m s1), en conditions standardisées, ont été déterminées a l'aide d'un systéme ouvert de
mesures d’échanges gazeux LiCor 6400 (LiCor, Lincoln,USA). Les conditions de mesure des
échanges gazeux étaient les suivantes; @@biant (370-390 ppm), éclairement saturant (flux de
photons de 1200 pmolfis* dans le PAR (Photosynthetic Active Radiation)), température de 25°C et
flux d'air passant dans la chambre de 300 pfoRsant toute mesure, la photosynthése était induite
pendant 40 mn environ (durée variable selon les individus). Le déficit de pression de vapeur d’eau
entre les espaces intercellulaires et I'atmosphére mesuré dans la chambre fluctuait entre 1 et 1,5 kPa. A
la suite de ces mesures, l'efficience d'utilisation de I'eau intrins@ge {mol CO, mol™ H,0) a été

calculée a l'aide du rapport£0sa:

- Efficience de transpiration
L'efficience de transpiratioiTE, mg biomasse séchetH,0) correspond au rapport entre le gain de
biomasse et la quantité d'eau transpirée sur une période de temps définie. Ce trait n'a été déterminé que
pour I'expérimentation réalisée en 2005. Pour accéder au gain de biomassebisdche)( la
biomasse séche finale a été soustraite a la biomasse séche initiale. La quantité d'eau transpirée a été
obtenue entre mi-avril 2005 et mi-octobre 2005 par pesée journaliére des pots, réhydratés a capacité au

champ aprés chaque pesée. Outre son utilisation dans la détermination de TE, la quantité deau
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transpirée a aussi été ramenée a la surface foliaire pour déterminer une transpiration par unité de
surface TPT, kg H,O m).

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du logiciel STATISTICA Version 7.1
(StatSoft, Inc. 2005) a partir des moyennes génotypiques. Les corrélations ainsi que les régressions
entre les traits déterminées sur la base des moyennes géométriques (ou régression de type Il) (Sokal &

Rohlf, 2000) ont été considérées comme significatives pour p<0.05.

I.3 Analyse comparative des différentes méthodes de détermination de l'efficience d'utilisation
de l'eau

Le premier objectif de cette analyse était de comparer les différentes techniques d'estimation de
I'efficience d'utilisation de I'eau et de définir la précision avec laquelle la discrimination isotopique sur
différents organes ou métabolites pouvait refléter I'efficience d'utilisation de I'eau mesurée directement
(W/TE). Ce point concerne les données acquises lors de ma premiére année de thése (2005) au cours
de laquelle I'efficience d'utilisation de I'eau intrinséque ainsi que l'efficience de transpiration ont été
évaluées et comparées aux valeurs de discrimination isotopique du carbone. Le deuxiéme objectif était
de comparer les données de de discrimination isotopique du caid@E dbtenues sur différentes

années en conditions naturelles dans une plantation située a Bourran (Brend20@8pkt en serre a

Nancy (these de X. Torti (2005) et mes données de DEA et de these), sur deux types d'organe (feuille
et bois) et sur de la matiére organique totale ou fractionnée (sucres solubles, amidon, cellulose du
bois). L'analyse de ces données nous a donc permis de diversifier les changements d'échelle, autant
spatiaux que temporels, afin de vérifier la stabilité des valeurs phénotypiquaSQdesur les
génotypes de chénes pédonculés choisis. Cette analyse a été effectuée sur les 17 génotypes (101, 109,
118, 126, 136, 151, 159, 170, 171, 219, 237, 259, 261, 263, 267, 287, 351) choisis pour I'étude des

différences entre extrémes phénotypiques (chapitres 1.4.2.1 et 1.4.2.2).

1.3.1 Comparaisons des différentes approches de détermination de I'efficience d'utilisation de I'eau

D'aprés les équations présentées dans les encadrés 1 et 3, il existe des corrélations entre l'efficience
d'utilisation de l'eau intrinséque (Wdéfinie a I'échelle foliaire et instantanée, l'efficience de
transpiration (TE) définie a I'échelle plante entiére et intégrée dans le temps et la discrimination
isotopique du carbon@d{’C) permettant une intégration de tléns le temps et I'espace. De ce fait, les
différences entre génotypes sur la base des valeuxXS@ebservées par Torti (2005) ou Brendel

al. (2008) devraient refléter des différences entre génotypes; @, \War extension, d'efficience de
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Figure 10: Relation entre l'efficience de transpiration (TE) et l'efficience d'utilisation de l'eau
intrinséque déterminée pour des conditions standardisées de mesure des échanges gazéars(W

le cadre de l'étude de 2005. Initialement\& été déterminée sur des feuilles des deuxieme et
troisieme pousses de chaque arbre. Afin de s'affranchir de l'effet "pousse”, une moyenne des moindres
carrés a eté utilisée pouren utilisant le modele suivant; y= p + a; + Iy + g; +€;, ou i se réfere a
I'effet génotype, | a l'effet poussg, gst la variable d'intéréfy la moyenneg; l'effet génotype, jb

I'effet pousse, jgliinteraction entre les deux effets, sgtles résidus. Chaque point (¢) représente la
moyenne phénotypique (4 copies) de chaque génotype. Différents ajustements ont été réalisés:

(a) droite de régression s'ajustant sur les points expérimentaux d'équation (—): TE=Q.8373%V
(R2=0.50; p=0.01); ajustement de type hyperbole non rectangulaire d'équation (- -): TE=[6.7+0.2*
Waar ((6.7+0.2% W,,)*-2.8%6.7%0.2* Wia)“?/1.4 (R2=0.60)

(b) droites passant par O : TE = 0.103WW—); TE = 0.09*W,,; (— —); TE = 0.08*" Wy (— - -); TE =
0.07*Wsat (— -); TE = 0.06*Wy (- -); TE = 0.05* Wi (- - - -).
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transpiration. Toutefois, comme le montre les relations des encadrés 1 et 3, plusieurs facteurs peuvent
perturber ces relations. Ces facteurs peuvent étre variables entre génotypes, et donc ajouter une
variabilité non contr6lée, ne permettant pas de détecter une relation commune. Ce chapitre est donc
consacré a l'analyse des corrélations entre ces trois traits pour les génotypes de chéne pédonculé

étudiés lors de ma premiére année de thése, en 2005.

1.3.1.1 Efficience d'utilisation de I'eau et échelles d'intégration

Pour les douze génotypes de chéne pédonculé étudiés en 2005, une relation linéaire a pu étre
déterminée entre l'efficience de transpiration (TE) et l'efficience d'utilisation de l'eau intrinséque
déterminée pour des conditions standardisées et optimales de mesure des échanges gazeux (W
(Figure 10a). Peu de travaux ont mis en évidence une relation positive entre TEeretinva-
spécifique et en conditions non-limitantes, mis a part Li (2000) pour des populafoicalghtus
microtheca Les études de Roupsaetl al. (1998) et de Sumet al. (1996), respectivement pour des
provenances d'acacia et des croisements d’épinette blanche n'ont pas pu établir une telle relation.

Bien que dans cette étude, nous ayons montré une relation entre TE58%/Nles variations de TE
n'étaient pas expliquées pat€t, la figure 10a montre que la variabilité dg,\@&tait plus importante

gue celle de TE (coefficients de variation respectivement 20 et 8%). Plusieurs points peuvent expliquer
cette observation. D'une part, cette relation revient a comparer des mesures intégrées sur I'ensemble du
plant a des mesures d'échanges gazeux réalisées sur quelques feuilles de lumiére qui ne sont pas
forcément représentatives de I'ensemble du plant. D'autre partéM mesurée en instantané, et dans

des conditions quasiment optimales, alors que TE intégre les échanges gazeux ainsi que d'autres
processus sur une période de temps fixée, pour laquelle les conditions environnementales sont
variables. Dans notre étude, seule la luminosité (e.g., journées avec une forte couverture nuageuse) a
pu intervenir puisque les arbres ont été cultivés dans des conditions environnementales (température,
humidité relative, apport en eau) non-limitantes et relativement constantes tout au long de
I'expérimentation. La variabilité entre génotypes de l'efficience d'utilisation de l'eau intrinséjjue (W
aurait ainsi pu étre atténuée les journées peu ensoleillées, expliquant ainsi une variabilité plus faible de
TE entre les génotypes. Cependant, d'autres campagnes de mesures d'échanges gazeux ont été
effectuées par temps couvert, en serre, ou en modulant artificiellement l'intensité lumineuse dans la
chambre de mesure des échanges gazeux (LiCor 6400). Pour ces campagnes de mesure, nous avons
observé une diminution de A et dgem réponse a une intensité lumineuse plus faible. Cependant, la
variabilité de W entre génotypes n'a été que faiblement réduite (coefficient de variation supérieur a
17%).

Ces divergences de variabilités génotypiques observées entre TEgetseéW caractérisent
graphiquement par une régression entre ces deux traits dont I'ordonnée a l'origine n'est pas nulle

contrairement a ce que prévoit la relation théorique (équation 4 de I'encadré 1). Deux hypothéses
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Equation théorique Equations expérimentales R2 p

A®Cr » = 22.50 - 0.06*Wsy »  0.68 <0.001
A®Cgc=19.22 - 0.07*Wsy ,  0.71 <0.001
A®Cg =19.77 - 0.06*Wsy ,  0.77 <0.001
A®Cr 3=22.19-0.06*Wsy 3  0.63 <0.01
A®Cg. = 18.41 - 0.06*Wsy s 0.74 <0.001
A®Cg = 19.04 — 0.06*Wsy 3 0.83 <0.001

A =27 - 0.09*W,

A"Cri 2 = 29.04 — 2.17*TE 0.43 0.02
. A"Cr 5 = 30.29 — 2.39*TE 0.56 <0.01
A=27-108TE . )
A"Cg; = 26.85 — 2.29*TE 0.67 0.001
A"Cg = 26.70 — 2.05*TE 0.71 <0.001

Tableau 6: Régressions obtenues entre les moyennes génotypiques de discrimination isotopique
contre 1e"°C (%.) de la matiére organique foliaire totale*Cr, , et A™C, 5 respectivement pour les

2°™ et 3™ pousses), de la cellulose extraite du baSQg.), du bois total £°Cg,), et les moyennes
génotypiques d'efficience dutilisation de l'eau intrinséque W et Wy 3 €n pumol mot,
respectivement pour le§™ et 3™ pousses) et d'efficience de transpiration (TE, fg Bour chaque
régression, le coefficient de Pearson, ainsi que la p-value correspondante ont été indiqués. Le nombre
de génotype est de 12. Les équations théoriques ont été déterminées selon les équations de l'encadré 3
avec les paramétres suivants: a = 4.4 %o; b = 28%€t Py, ont été fixés a 40 et 15% respectivement
(Cernusalet al., 2007b); G etv ont été moyennés sur toute la période d'expérimentathromol

mol*; C,=401 umol mol); m. représente la moyenne des pourcentages de carbone dans chacun des
compartiments (en moyenne sur I'ensemble des plants: dans les feuilles: %C=47.3+0.4% ; dans les
tiges: %C=45.9+0.3%); le pourcentage de carbone dans les racines a été estimé a 46%) pondérée par la
masse de chacun de ces compartiments, d'ou, en moyenne sur I'ensemble des plist012%;

le facteur d a été considéré comme négligeable.
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peuvent expliquer cette situation: (i) I'ajustement n'est pas linéaire (Figure 10a: ajustement de type
hyperbole non rectangulaire), (i) chaque génotype a sa propre équation linéaire passant par zéro
(équation que l'on pourrait obtenir en faisant varier les conditions environnementales pour chaque
génotype, Figure 10b). Ces deux cas impliqueraient que certains facteurs de I'équation, qui en théorie
sont fixes, varient entre génotypes. Une analyse de sensibilité de TE vis-a-vis des différents facteurs
utilisés dans son calcul théorique/@3, v, ©c et dy, cf encadré 1 pour les définitions) a permis de
démontrer que TE était surtout dépendante @€, @t donc de W mais que TE était aussi trés
sensible & et beaucoup moins @¢ et d, (Cernusaket al, 2007b). Dans notre étude, le dispositif
expérimental ainsi que le fait de se baser sur des moyennes par génotype permettent de limiter I'effet
environnemental. Il semble donc peu probable que des variations du déficit de fraction molaire entre
les espaces intercellulaires et I'atmosphéyén(erviennent dans la relation entre TE gt BPar contre,

des variations dé¢ et ®, entre génotypes sont envisageables, bien que nous n'ayons aucune données
pour le confirmer.

Les différences d'efficience d'utilisation de I'eau a court terme entre génotypes de chéne
pédonculé se répercutent donc sur l'efficience de transpiration, méme s'il parait évident que
d'autres facteurs (présentant éventuellement une variabilité entre génotypes) sont impliqués

dans la relation entre ces deux traits.

1.3.1.2 Discrimination isotopique du carbone et efficience d'utilisation de I'eau

Chez le chéne pédonculé, plusieurs études ont mis en évidence des corrélations entre efficience
d'utilisation de l'eau et discrimination isotopique du carbdxtéC]. Cependant, ces relations ont
souvent été obtenues sous conditions environnementales variables et confondent donc des effets
génétiques avec des effets environnementaux. Des variations du climat lumineux éPaht@002)

ont ainsi permis d'établir une relation entrg¢ &/A™C de la matiére organique foliair&{Cr),
d'équationA™®Ce=-0.13*W, +23.8 (R2=0.75, p<0.01) (S. Ponton, communication personnelle). Une
relation positive et significative a aussi pu étre observée entre la composition isotopitDelena

matiére organique foliaired¥Cr) et W au sein de la famille F1 de plein-fréres étudiée dans ce
manuscrit (R2=0.25-0.77; Brended al, 2008). Picoret al. (1996b) ont obtenu une relation entre TE

et A®Cg, d'équatiom\Cr=-1.35*TE+31.9 (R2=0.81, p<0.05) en faisant varier la contrainte hydrique
pour une concentration ambiante en,G@mosphérique. Cette relation n'est toutefois pas observée
pour différentes conditions nutritionnelles azotées (Guehl,et385b).

Dans cette étude et quels que soient le type d'efficience d'utilisation de I'eau (intégrée ou intrinséque)
et le compartiment utilisé pour la détermination de la discrimination du carbone, les relations étaient

toutes significatives et négatives (Tableau 6), comme prédit par la théorie (cf encadré 3).
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Figure 11: Relations entre la discrimination isotopique du carbone de la matiére organique foliaire
totale (\"°Cr) et I'efficience d'utilisation de I'eau intrinséque)Wesurée en conditions standardisées

(Wsa) au cours de trois expérimentations effectuées sur la méme famille F1 de chéne pédonculé.
Chaque point correspond a un génotype et chaque couleur a une expérimentation: en rouge, données
relatives a I'expérimentation sur phénotypes extrémes présentée dans le chapitre 1.4.2.1, régression
géométrique (trait pleinA*C-=29.2-0.136*W,, droite théorique (traits pointillésh=27-0.091*W

(pour &3C,;=-9.80%0 et G=394 umol mol); en bleu, données relatives & I'expérimentation sur
phénotypes extrémes présentée dans le chapitre 1.4.2.2 auxquelles ont été ajoutées les données du
phénotype "N", régression géométrique (trait pleitfCr=22.3-0.058*W,, droite théorique (traits
pointillés): A=27-0.089*W (pour3-°C,=-10.05%0 et G=401 pmol mof); en vert, données relatives a
I'expérimentation effectuée en 2006 sur 54 génotypes, régression géométrique (trait plein):
A¥Cr=20.9-0.042*W,, droite théorique (traits pointillésp=27-0.098*W (pour 53C,=-8.42%. et

C,=362 pmol maf).
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L'analyse de la signature isotopique'# de différentes fractions métaboliques permet de diversifier

les temps d'intégration des échanges gazeux ainsi que leur intégration spatiale. Cependant, étudier la
signature isotopique eC d'un échantillon associé a une intégration temporelle et/ou spatiale trop
grande peut réduire la relation enffEC et W calculée a partir des échanges gazeux. De la méme
facon, étudier la signature isotopique& d'un échantillon associé & une intégration temporelle et/ou
spatiale trop petite peut réduire la relation enff€ et TE. Dans cette étude de 2005, la comparaison

des différentes régressions WA'C a montré que seule I'ordonnée a l'origine était significativement
variable (ANCOVA sur les données centrées, p<0.05). Il en est de méme pour les régressions TE
vsA™C. Les écarts d'ordonnées & l'origine peuvent étre attribués aux mécanismes de discrimination
post-photosynthétique qui modulent le signal isotopique de chaque composé (fractionnement,
biochimique, pendant le transport des molécules, ou respiratoire). Par contre, ces phénoménes de
discrimination post-photosynthétique n'affectent pas les différences relatives entre génotypes puisque
les pentes sont similaires, quels que soient la fraction métabolique (cellulose ou matiére organique
totale) et l'organe (feuille ou tige) utilisés. Les coefficients de corrélations sont variables d'une
régression a l'autre et sont plus importants pour les régressions faisant intervenir les discriminations
isotopiques du carbone basées sur la cellulose extraite du bois ou le boiAt@gl dt A*Cg,,
respectivement). Cette observation est notamment remarquable pour les relatiss*TE De ce

fait, la discrimination isotopique du carbone déterminée pour des fractions métaboliques se référant a
différents niveaux d'intégrations spatiales et temporelles des échanges gazeux, permet une meilleure
estimation de TE.

Quoi qu'il en soit, dans cette étude de 2005, I'efficience d'utilisation de I'eau a court et a long termes
peut étre estimée sur la base des valeurs 2 quelle que soit la fraction métabolique et/ou l'organe

analysé.

Ces régressions ont été construites a partir de valeurs obtenues pour des génotypes choisis selon des
critéres précis, a savoir des valeurs extrémeA'd®. Cependant, ces douze génotypes balayaient

toute la gamme d&™C déterminée au sein de la famille de plein-fréres (Figure 11). Pour confirmer la
relation obtenue entre WetA'C, des données supplémentaires ont été ajoutées. En effet, au cours de
mon DEA et de mes deux premiéres années de thégeetWCr ont été estimés pour différents
génotypes issus de la méme famille, placés dans des conditions de culture similaires. Ces jeux de
données ont permis de déterminer une régression pour chaque année (2004, 2005 et 2006). La figure
11 représente donc les différences entre génotypesdet\leA'*Cr, déterminés pour des conditions
environnementales non-limitantes. Quelle que soit I'année, les régressions gneeARC sont
relativement semblables. Toutefois, pour 2004, la pente est plus importante, mais les valeurs obtenues
pour les génotypes étudiés s'alignent avec celles des génotypes des années suivantes. D'apres cette
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figure, nous pouvons donc conclure que les différences-@entre génotypes sont représentatives

des différences de WDe plus, cette relation est applicable a I'ensemble des génotypes de la famille.

Pour chacune de ces expérimentations, une droite théorique a pu étre déterminée. Quelles que soient
les expérimentations, pour uki’C donné, la droite théorique surestime toujours la valeur de W
(Figure 10). Les droites expérimentales different toutes de leur droite théorique respective pour les
deux parameétres de I'équation, pente et ordonnée a l'origine (ANCOVA, p<0.05). Ceci montre donc
gue les facteurs fixés pour les équations théoriques ne sont peut-étre pas bien ajustés pour le chéne
pédonculé. Dans le modéle théorique simple (cf encadré 3), le facteur "b" représente la discrimination
relative a I'assimilation du CQpar la Rubisco et la PEPc. Lorsqu’on effectue un ajustement sur des
données expérimentales, la pente de la relation ou facteur "b™ représente facteur "b", mais peut aussi
intégrer tous les autres facteurs décrits par le modéle complet. Ce dernier modéle fait apparaitre le
facteur "d" (cf encadré 3) qui résume les discriminations causées par la photorespiration, la respiration
mitochondriale et la conductance interne du,CQautres processus impliquent des complications
relatives a cette relation (hétérogénéité de l'ouverture stomatique, conductance cuticulaire; Brugnoli &
Farquhar, 2000) et peuvent donc étre a l'origine des divergences observées entre droites théoriques et
expérimentales. Toutefois, méme si I'ajustement observé et le modéle théorique ne concorde pas
parfaitement, le classement des génotypes est conservé entre un calcul d'efficience d'utilisation de

I'eau réalisé a partir de mesures directeA& utilisé comme estimateur de. W

Nous avons donc montré qu'une variabilité deA™C entre génotypes reflétait une variabilité
génotypique en efficience d'utilisation de I'eau, quel que soit le type d'analyse (W A'*C ou TE

vs AC). Ainsi, A™C est un bon estimateur de W(R?>0.68), mais aussi, dans le cadre de cette
étude, d'une efficience d'utilisation de I'eau intégrée dans le temps et a I'échelle plante entiére
(TE) (R? compris entre 0.43 et 0.71). Puisque la variabilité d&'*C entre génotypes est liée a la
variabilité de W; et de TE, il y a donc de fortes chances pour que les QTL a effet fort détectés
pour A™C représentent des QTL liés a l'efficience d'utilisation de l'eau, confirmant ainsi les

colocalisations obtenues par Torti (2005) et Brendelt al. (2008).

1.3.2 Stabilité génotypique de l'efficience d'utilisation de l'eau estimée sur la base des valeurs de
discrimination isotopique pour différentes fractions organiques et sous conditions environnementales

variées

L'utilisation des isotopes de carbone est une technique simple a mettre en ceuvre pour accéder a
I'efficience d'utilisation de I'eau. De plus, I'analyse de la signature isotopique de fractions métaboliques
variées permet de moduler les échelles d'intégration (spatiale et temporelle) des échanges gazeux.
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Conditions de

Nbre de Age des

Organe Matiére organique

Année génotypes . A Abréviations Références
culture boutures analysé analysée
communs
2000 17 3ans Feuille (F) MO totale (t) 0P Ft2
Plantation (P) 2001 13 4 ans Feuille (F) MO totale (t) 1P Ft2 Brendel et al., 2008
2002 17 2 ans Feuille (F) MO totale (t) 2 P Ft2
15 Feuille (F) MO totale (t) 1. S Ft 3 )
2001 3 ans Torti, 2005
14 Bois (B) Cellulose (c) 1S Bc_3
Sucres solubles (s) 4 S Fs 2
2004 12 lan Feuille (F) Amidon (a) 4 S Fa 2 DEA, chapitre 1.4.2.1
Serre (S) MO totale (t) 4 S Ft 2
5 S Ft2
Feuille (F) MO totale (t)
5 S Ft 3
2005 12 3 ans These, chapitre 1.4.2.2
) Bois sans écorce (t) 5 S Bt 2
Bois (B)
Cellulose (c) 5 S Bc 2

Tableau 7: Description des différentes expérimentations relatives a I'étude de la famille F1 de chéne
pédonculé. Pour les expérimentations en serre (en 2001, 2004 et 2005), les plants ont été placés en
conditions de croissance non-limitantes en eau et en fertilisation, sous contréle de la température, a
concentration ambiante de €€t sous photopériode naturelle.
Signification des abréviations : le premier chiffre correspond a I'année de mesure; la lettre P ou S
correspond au lieu de culture (P: plantation (sur le site de Bourran, Sud-Ouest de la France)) ou S:
serre (a Nancy, Nord-Est de la France)); les deux lettres suivantes correspondent: a I'organe analysé
(feuille ou bois), et au type de matiere organique analysée (totale ou partielle), le dernier chiffre
correspond a la pouss€e'2ou 3™) utilisée.

0_P_Ft 2| Brendeletal. (2008) I
1 P Ft2 ]
2 P Ft2 I
1 S Ft 3| Torti(2005) |
1S Bc3
4 S Ft 2 | DEA (2004) [
4S Fa 2 Y,
4 S Fs 2|
5 S Ft 2| These (2005) P ——
5 S Ft 3 I
5 S_Bt 2 |
5 S Bc 2
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

AC (%o)

Figure 12: Gammes de valeurs (minimum et maximum) de discrimination isotopique de carbone pour

les différentes campagnes de mesure. Cf Tableau 5 pour la liste d’abréviations.

Les mesures effectuées sur de la matiere organique totale (feuille ou bois, en noir et gris,
respectivement) sont représentées par des barres pleines. Les barres striées sont associées a des

fractions métaboliques purifiées (\\\ : sucres solubles foliaires; //// : amidon foliaire; ||||

extraite du bois).

. cellulose
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Ainsi, les sucres solubles et I'amidon foliaires représentent, a I'échelle de la feuille, un temps
dintégration des échanges gazeux de l'ordre respectivement de un jour et une semaine environ
(Brugnoli et al.,1988; Jagget al.,2002). L'analyse de la signature isotopigue de la cellulose extraite

d'un cerne donne une valeur intégrative des échanges gazeux (pondérée par le taux d'assimilation de
carbone et les conditions environnementales) sur 'ensemble du houppier de l'arbre et sur toute la
période de croissance de ce méme cerne. La famille de chéne pédonculé, dont sont issus les génotypes
présentés dans ce manuscrit, a été étudiée a de multiples reprises, pour différentes années, en
conditions naturelles dans une plantation située a Bourran (Brehdkl 2008) et en serre & Nancy

(thése de X. Torti (2005) et mes données de DEA et de thése). Nous disposions donc d'un jeu de
données comprenant des valeurs A&C obtenues sur plusieurs années (avec des conditions
différentes), sur de la matiére organique foliaire totale, du bois, et des molécules a renouvellement
rapide ou lent (Tableau 7). Ce jeu de données a permis de vérifier que les différences entre génotypes
de chéne pédonculé sur la base des valeuss™de étaient conservées, quelle que soit la fraction

métabolique analysée ou les conditions expérimentales imposées.

1.3.2.1 Analyse de la discrimination isotopique des différentes fractions métaboliques

Les gammes de valeurs AFC étaient d'environ 3-4%. quelle que soit I'expérimentation (Figure 12),

ce qui correspond a une gamme d'efficience d'utilisation de I'eau intrinséque de 45-60% pour chaque
expérimentation sur les 17 génotypes utilisés. Cette gamme de 3%. a aussi été observée en conditions
naturelles par Ponton (2002) et correspond a la gamme définie par Torti (2005) et Bren@20@83l.

sur plus de 200 génotypes de cette famille de plein-freres. Les génotypes choisis étaient donc
représentatifs de la variabilité observée au sein de cette famille.

La figure 12 montre que le bois total, la cellulose extraite du bois ainsi que les sucres solubles et
I'amidon foliaires présentaient, en moyenne, des valeurs de discrimination isotopique du carbone plus
faibles que la matiére organique foliaire totale, de 0.5%. (entre les sucres solubles foliaires et la
matiere organique foliaire) a 4%o. (entre le bois et matiére organique foliaire) (Figure 12). La matiére
organique foliaire totale est constituée d'un ensemble de molécules caractérisées par des signaux
isotopiques variables (Figure 2). Des valeurs plus élevé@s®@epour la matiére organique foliaire
(4_S_Ft_2, Figure 12) par rapport aux sucres solubles (4_S Fs_2, Figure 12) ou encore a I'amidon
(4_S_Fa_2, Figure 12) sont imputables en grande partie & la présence de lignine, trés app&ivrie en
(Figure 2). Cette explication prévaut aussi pour le décalage de 1%. observé entre le bois total et la
cellulose extraite du bois (5_S_Bt 2 et 5 S Bc_2, Figure 12). Aprés formation des premiers produits
de la photosyntheése (sucres solubles), des mécanismes de fractionnement post-photosynthétique (dus
aux processus biochimiques, au transport des molécules...) sont a l'origine de modifications de la

signature isotopique des composés. Ainsi, I'amidon est enrichi d'environ 3%. (4_S_Fa_2, Figure 12)
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Figure 13: Composition isotopique eHC de l'air §°C,;) calculée a partir d@™°C de la matiére
organique foliaire totale de mais selon Marino & McElroy (1991). Chaque symbole représente une
année et chaque point une mesure. Toutes ces valeurs ont été obtenues entre 2004 et 2006, dans la
méme serre, et pour du mais cultivé dans des conditions de croissance similaires et non-limitantes.
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par rapport aux sucres solubles foliaires (4_S_Fs_2, Figure 12). Des différences du méme ordre de
grandeur ont été observées par Brugeokl. (1988) pour du peuplier. De la méme fagon, la cellulose
extraite du bois présente &w¥’C plus faible que les sucres solubles foliaires (Brugnoli & Farquhar,
2000; Bowlinget al.,2008; cf Figure 2). Cependant, les écartdfe entre sucres solubles foliaires

et cellulose définis par ces deux revues sont moindres par rapport a ceux que nous avons obtenus (3%o)
(Figure 12). De plus, ces écarts ne sont pas valables pour toutes les expérimentations. En effet, d'aprés
la figure 12, des décalages parfois importants ont pu étre mis en évidence pour les gammes de
variations obtenues sur le méme matériel organique, entre les différentes expérimentations. Ces
décalages sont surtout flagrants pour les analyses de la cellulose extraite du bois entre
I'expérimentation de Torti (2005) et ma premiere année de these (différence de 3.1%. entre les
moyennes calculées pour les deux expérimentations). Ces décalatye€ deistent aussi pour la
matiére organique foliaire (différence maximum de 1.3%. entre les moyennes calculées pour chaque
expérimentation).

Pour la matiére organique foliaire totale, les décalages de valeurs observées (Figure 12) peuvent étre
associés a des différences de composition biochimique (composition variable en lignine...) entre
expérimentations. lls peuvent aussi étre attribués a des conditions environnementales variées
(plantationvs serre), influengant indirectement la signature isotopique de la matiére organique foliaire

a travers des modulations de la photosynthése et de l'ouverture stomatique. De plus, la période entre
l'apparition des feuilles et leur récolte n'était pas fixe entre expérimentations. La période d'intégration
des processus physiologiques et biochimiques foliaires est donc variable d'une expérimentation a
l'autre. Ces décalages (pour la matiére organique foliaire comme pour la cellulose) peuvent aussi étre
la conséquence d'un biais d0 a la méthode d'estimation de la composition isotopique du CO
atmosphériqued’C,,). Pour les données de Brendel et(2008),5"°C,; n'a pas été mesuré et a donc

été fixé a -8%o. (Marino & McElroy, 1991; Farquhar & Lloyd, 1993). Pour les expérimentations
réalisées en serre (Torti, 2005; DEA, 2004; Thése, 2005), le caldtiGiga été réalisé a partir de la
composition isotopique efiC de la matiére organique foliaire de mais (Marino & McElroy, 1991). La
précision attendue pour ce type de mesure est de 0.5%. (Picon, 1996). D'autre part, au cours de mon
DEA et de ma thése (de 2004 & 2006), des valeufsag, ont été obtenues dans la méme serre.
d"C,; est variable d'une année a l'autre (-9.80%o, -10.05%0 et -8.42%. en 2004, 2005 et 2006,
respectivement), mais aussi d'un mois a l'autre (année 2006), ou un écart de 0.8%. peut étre observé,
ou pour une méme date (juillet 2004) ou une dispersion de 0.6%. autour de la valeur moyenne a pu étre
calculée (Figure 13)5"*C,; peut donc introduire une erreur sur la valeur de discrimination isotopique
calculée. Toutefois, si toutes ces remarques peuvent expliquer les décalages observés pour la matiére
organique foliaire entre les différentes expérimentations, elles ne permettent pas de justifier I'écart (de
3.1%0) observé pour la cellulose entre les expérimentations de Torti (2005) et ma premiere année de

thése (2005). Seul un biais di a la méthode d'extraction peut expliquer un tel écart. En effet, Ponton
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Brendel et al. (2008)

Torti (2005)

DEA (2004)

| Thése (2005)

OPF2 1PF 2 2PF2 1SFt3 1S Bc3

4SFs2 4SFa2 4SFt2 5SFt2 5SFt3 5SBt2 585 Bc?2

Brendel 0P_FL2 i
1P Ft2 06713 *
etal. (2008) ,","r,  oes(17) 0763
. T 1S Ft 3 0.34(15) 0.58(12) 0.42(15) *
Torti (2005)] | 5'gec 3 o059(14) 086(12) 069(14) 0.62(14)  *
4 S Fs2 067(12) 037 (9 049(12) - (10) 050 (9) *
DEA (2004)| 4.S Fa 2 086(12) 071 (9) 076(12) 0.40(10) 0.69 (9)| 0.86 (12) *
4SFt2 077(12) 074 (9) 067(12) 0.38(10) 0.67 (9) 0.58(12) 0.81(12) *
T ssF2 07702 - (8 062(12) 037(11) 0.37(10)| 067 (7) 072 (7) - *
Thése (2005)| 5-S_Ft3 085(12) @8 058(12) 0.30(11) 0.40(10)| 0.67 (7) 0.77 (7) 0.46(7) 0.88 (12) *
5 S Bt2 061(12) @ 058(12) - (11) - (10)| 0.72 (7) 081 (7) 049(7) 079(12) 086(12)  *
5.S Bc2 058(12) @ 055(12) - (11) 0.36(10)| 0.69 (7) 0.79 (7) 053(7) 071(12) 085(12) 095(12)  *

Tableau 8: Coefficient de corrélation (R2) entre les différentes mesures de discrimination isotopique
du carbone pour les différentes campagnes de mesure. Cf Tableau 5 pour la liste des abréviations. Les
valeurs de coefficient de corrélation pour les corrélations significatives (p<0.05) sont en gras. Lorsque
les corrélations sont significatives a 10%, les coefficients de corrélation sont en italique. "-" signifie
que la corrélation n’'est pas significative. Les chiffres entre parentheses correspondent au nombre de
génotypes communs pour chaque corrélation.
En haut et a gauche, la partie gris ecorrespond aux corrélations obtenues par Torti (2005;
1 S Ft3etl S Bc 3)etBrendehl. (2008; 0 P Ft 2,1 P Ft 2et2 P_Ft 2). En bas et a droite,

la partie grisée

correspond aux corrélations obtenues en serre en( @03 Fs 2, 4 S Fa 2 et

4 S_Ft_2),eten2005 (5 S_Ft 2,5 S Ft 3,5 S Bt 2et5 S _Bc_2).
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Figure 14: Régressions entre la discrimination isotopique contRCI€AC) déterminée en 2005, en
serre, pour la matiére organique foliaire totale et sur la deuxiéme pousse de |AHG&€%6)
5_S Ft_2) et (@\"°C de la cellulose extraite du bois de la deuxiéme podd¥e (%.) 5 S Bc_2), la
droite e
ACs s r 70.86*A°Cs s pe #6.04 (R2=0.71, p<0.001); (b)& de la matiére organique foliaire totale
déerminée en 2000, en plantation et sur la deuxiéme pousse de IAH@éE%) 0_P_Ft_2), la droite
en trait plein représente la régression géométrique d'équatits s r #-0.98*AC, p ¢ #0.91
(R2=0.77, p<0.001). Les tirets représentent la bissectrice.
Chaque point correspond a un génotype. Les symboles sont associés aux quatre extrémes
phénotypiques définis dans les chapitres 1.4.2.1 et .402.g@énotypes "lowA"; e: génotypes "high

A"; o : génotypes "low N"m: génotypes "high N".
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(2002) a montré que la méthode d'extraction pouvait avoir une influence sur le signal de la cellulose.
L'obtention de cellulose pure n'est parfois pas parfaitement réalisée, et il peut y avoir contamination
avec de la lignine notamment, ce qui peut expliquer des décalages vers des valeurs plus élevées de
A™C.

Malgré ces décalages, est-ce que les différences relatives entre génotypes sont maintenues a l'intérieur
de la gamme de 3-4%. observée, entre expérimentations et entre fractions métaboliques pour une
méme expérimentation? Pour répondre a cette question, la stabilité phénotypique des génotypes a été
vérifiée a l'aide de corrélations établies entre les différentes campagnes de mesure (Tableau 8). Sur 66
corrélations effectuées avec un nombre de génotypes variant entre 7 et 17, quasiment les 3/4 étaient
significatives a 5% avec un R2 compris entre 34 et 96% (Tableau 8), et 9 d'entre elles étaient
significatives a 10%. Un test de Spearman a aussi été effectué afin de vérifier que les rangs des
génotypes étaient conservés quelle que soit I'année et/ou la fraction métabolique analysée. Les
résultats sont identiques a la matrice de corrélation présentée sur le tableau 8, excepté l'absence de
corrélationentre 1_S Bc_3et5 S Bc_2. Les deux sous-chapitres suivants analysent plus précisément
les corrélations intra-expérimentation (pour différentes fractions métaboliques) et inter-années (pour le

méme matériel organique) observées.

1.3.2.2 Stabilité des différences entre génotypes pour différentes fractions métaboliques: analyse intra-

expérimentation

Cette analyse "intra-expérimentation" a été effectuée sur les données de Torti (2005), de mon DEA
(2004) et de ma premiere année de thése (2005). La figure 14a illustre une des régressions obtenues en
2005 entre la matiére organique foliaire totale et la cellulose extraite du bois. Les régressions "intra-
expérimentation” présentaient des pentes proches de 1 (1.06+0.14 en moyenne (+écart-type) pour
toutes les régressions). Une pente proche de 1 signifie donc que la variabilité créée par I'ensemble des
génotypes étudiés est similaire quel que soit le matériel organique analysé. Ces régressions étaient
toutes significatives (p<0.05 et R2 compris entre 0.58 et 0.95) (Tableau 8). Nous avons ainsi pu mettre
en évidence que les différences relatives entre génotypes étaient conservées entre organes (feuille et
bois; R2=0.79-0.86 en 2005), entre pousses (R2=0.88, en 2005), entre fractions purifices (R2=0.86 entre
amidon et sucres solubles en 2004), et entre matiére organique et fractions purifiées (feuilleu bois
amidon, sucres solubles ou cellulose; 0.58<R2<0.95).

En 2004 et 2005, disposant de plusieurs copies par génotype, nous avons pu tester, sur chaque jeu de
données, un effet génotype, un effet de la matiére organique et l'interaction entre les deux. Ces deux
analyses mettent en évidence des effets significatifs du génotype et du type de matiére organique
utilisée (p<0.05). L'interaction entre génotype et matiére organique n'est pas significative (p=0.17 en

2004 et p=0.90 en 2005). Ainsi, quels que soient les effets des mécanismes de fractionnement post-
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photosynthétique sur le signal isotopique des molécules, la composition biochimique des échantillons

ou la pousse étudiée, les différences relatives entre génotypes sont conservées.

D'aprés cette analyse "intra-expérimentation”, aucune différence entre génotypes pour les
processus de fractionnement post-photosynthétique n'a donc été détectBéautre part, quelle

gue soit I'échelle spatiale (feuille ou plante entiére) et temporelle (de quelques jours a plusieurs
mois) a laquelle renvoient ces régressions, les différences entre génotypes sont relativement
stables. Ces résultats suggérent donc que les différents niveaux d'intégration de Il'efficience
d'utilisation de l'eau intrinséque pondérée par l'assimilation, estimée par la discrimination
isotopique du carbone, ne perturbent pas de fagon marquée les différences entre génotypes.

1.3.2.3 Stabilité environnementale des différences entre génotypes: analyse inter-années

Pour analyser la stabilité phénotypique des génotypes entre expérimentations, nous nous sommes
intéressés plus particulierement a la matiére organique foliaire (déterminée lors de chaque campagne
de mesures; Tableau 7), et a la cellulose (étudiée a deux reprises; Tableau 7). La figure 14b illustre une
des régressions obtenues pour les valeurs génotypiqueddde la matiére organique foliaire totale

entre deux années de mesure (2000 et 2005) et deux conditions de culture différentes (plantation et

serre).

Contrairement a l'analyse précédente, toutes les régressions n'étaient pas significatives. Sur 21
régressions, 14 étaient significatives a 5%, avec un R2 compris entre 0.34 et 0.85, et 4 étaient

significatives & 10%, dont celle corrélant les valeursAtf€ de la cellulose (Torti (2005)s thése

(2005), Tableau 8). Pour ces régressions, les pentes étaient, en moyenne (+ écart-type), de 0.92+0.31,
ce qui signifie donc que méme si la gamme de variabilité créée par les génotypes est relativement

conservée d'une expérimentation a l'autre, certaines gammes sont plus importantes que d'autres
(Figure 12).

Pour la matiére organique foliaire, de faibles corrélations, voire des corrélations inexistantes ont
surtout été mises en évidence entre les données de Betrdl€P008) pour I'année 2001 (1_P_Ft 2)

ou de Torti (2005) (1_S_Ft_3), et les données obtenues au cours de mon DEA (4_S Ft 2) et de ma
these (5_S Ft 2 et 5 S Ft 3) (Tableau 8). Contrairement aux autres expérimentations, le nombre de
copies par génotype était moindre en 2001. En effet, Brendel (2008) n'ont utilisé, en 2001, que

deux copies par génotype. Selon le génotype, ces copies pouvaient étre spatialement éloignées l'une de
l'autre ou proches dans la plantation (O. Brendel, communication personnelle). Ainsi, la moyenne
génotypique calculée pour 2001 a pu étre biaisée par des facteurs micro-environnementaux non

controlés. L'étude de Torti (2005), quant a elle, ne comportait qu'une seule copie par génotype et une
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variabilité micro-environnementale a lintérieur de la serre n'était pas a exclure. D'autre part, des
différences de composition biochimique des feuilles (dues a des conditions environnementales variées)
peuvent aussi entrainer une variabilité, autre que génotypique, autour de ces relations. Pour la
cellulose, une corrélation significative a 10% a été mise en évidence entre expérimentations
(1_S Bc 3vs5_S Bc 2, Tableau 8). Si, toutefois, des problémes d'extraction sont a l'origine des
décalages de gammes de variation observées entre ces deux études, il est probable que cela puisse

aussi avoir une influence sur la qualité de la relation obtenue.

Malgré tout, 67% des corrélations étaient significatives a 5%. Ces résultats confirment donc que
les différences entre génotypes d&™C sont relativement conservées d’une année sur l'autre et
pour des environnements contrastés (Lauteret al., 1997; Johnsenet al., 1999; Guehlet al.,
2004). lIs corroborent aussi I'hypothése d'un contrdle génétique d¥®C dans cette famille F1 de

chéne pédonculé, que ne parviennent pas a masquer des conditions environnementales variables.
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I.4 Causes anatomiques et/ou physiologiques de la variabilité d'efficience d'utilisation de I'eau

Le chapitre précédent a permis de montrer que la discrimination isotopique du carbone était sous
contrdle génétique fort dans cette famille de chéne pédonculé. Nous avons aussi démontré que les
différences dA™C entre génotypes étaient représentatives des différences d'efficience d'utilisation de
l'eau a court et a long termes, ¥t un caractére complexe impliquant les deux grandes fonctions
physiologiques: photosyntheése et conductance stomatique pour la vapeur d'eau, elles-mémes liées a
des composantes physiologiques ou anatomiques multiples. L'objectif de ce travail était donc de
déterminer quelles étaient, parmi toutes ces composantes, celle(s) qui contribuai(en)t le plus a la
variabilité deA™C/W, dans cette famille F1 de chéne pédonculé.

Nous avons tout d'abord analysé les corrélations globales entre I'efficience d'utilisation de I'eau et ses
composantes directes (au niveau foliaire: assimilation nette det@®nductance stomatique pour la
vapeur d'eau; au niveau plante entiére et intégré dans le temps: biomasse et quantité d'eau transpirée).
En ce qui concerne les relations a I'échelle foliaire, I'analyse a été effectuée sur I'ensemble des données
recueillies au cours de mon DEA et de ma thése. Pour les données plante entiére, seule
I'expérimentation de 2005 a permis d'effectuer cette analyse. Suite a cette analyse globale, une étude
plus fine des traits liés a chacune de ces composantes a été réalisée a I'aide des phénotypes extrémes.
Ces résultats ont été présentés sous forme de deux publications. La premiére publication (chapitre
1.4.2.1) reprend les résultats obtenus en 2004 (expérience menée pendant mon stage de DEA) et se
limite a quelques traits foliaires mesurés sur les deux phénotypes. La deuxieme publication (chapitre
1.4.2.2), correspondant aux résultats obtenus lors de ma premiére année de thése (2005), ne présente
que les différences phénotypiques observées entre extrémes du phéAdtypai$ pour un plus

grand nombre de traits foliaires auxquels ont été ajoutés des traits "plante entiére". Lors de ma
premiére année de theése (2005), les différences existant au sein du phénotype "N" ont aussi été
étudiées. Mais, les résultats étant similaires a ceux obtenus en 2004 (chapitre 1.4.2.1), nous n'‘avons pas

jugé utile de les faire apparaitre dans la deuxieéme publication (chapitre 1.4.2.2).

1.4.1 Variabilité de l'efficience d'utilisation de I'eau et de ses composantes au sein de cette famille de

chéne pédonculé

Les deux composantes de l'efficience d'utilisation de l'eau intrinséquedi I'assimilation nette de

CO, (A) et la conductance stomatique pour la vapeur d'equl¥g ce fait, a I'échelle foliaire, la
variabilité de Wpeut étre liée soit a I'assimilation, soit a la conductance stomatique, soit aux deux. A

et g sont trés fortement corrélés pour des génotypes appartenant a une méme espece, comme cela a été

observé au sein de plusieurs especes ligneuses (Letuaril997; Roupsardt al.,1998; Moncluset
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Figure 15: Relation entre l'assimilation nette de £O
(Asap et la conductance stomatique pour la vapeur
d'eau (@) pour lI'ensemble des données recueillies sur
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Figure 16: Relations entre la discrimination isotopique contré*@ déterminée sur la matiére organique foliaire totale
(ACry), lefficience d'utilisation de I'eau intrinséque déterminée & l'aide de mesure d'échanges gazeux en conditions
standardisées (W), l'assimilation nette de GQ(Asy) et la conductance stomatique pour la vapeur d'eay pour

I'ensemble des données recueillies sur cette famille F1 de chéne pédonculé en serre et en conditions non-limitantes de
croissance. Chaque point correspond a un génotype et chaque symbole correspond a une expérimettetinges

relatives a I'expérimentation sur phénotypes extrémes présentée dans le chapitre A4.ddnnées relatives a
I'expérimentation sur phénotypes extrémes présentée dans le chapitre 1.4.2.2 auxquelles ont été ajoutées les données du
phénotype "N"m, données relatives a I'expérimentation effectuée en 2006 sur 54 génotypes; +, données (déterminées pour
un VPD (déficit de pression de vapeur d'eau) <1.5kPa) issues de l'expérimentation visant a analyser la variabilité de
réponse de la conductance stomatique au VPD présentée en annexe 1.

Les droites en traits pleins représentent les régressions géométriques d'équatioBsts.+155.9 (R=0.42, p<0.001);
Wia=-38.0*L.n(Gsa)+12.3 (R=0.86, p<0.001)A™Cr; =9.2*q.+16.0 (R2=0.15, p<0.001). Aucune corrélation n'a été mise en
évidence entre A, etA¥Ck..
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al., 2006). Dans cette étude, une corrélation globale a pu étre tracée greatepfpour les différents
génotypes de chéne pédonculé étudiés de 2004 a 2006 (R2=0.79, Figure 15). Cette relation montre
qu'un génotype avec une forte conductance stomatique est aussi caractérisé par une forte assimilation
nette de C@pour les conditions imposées (pour la croissance et pendant la mesure). L'ajustement
réalisé sur les données expérimentales montre aussi une saturation de I'assimilation netgode CO

de fortes conductances stomatiques. Ainsi, pour les génotypes placés sur ce plateau, une augmentation
de conductance stomatique n'est pas accompagnée par une augmentation proportionnelle d'assimilation
nette de CQ ce qui se traduin fine par un W, d'autant plus bas que,gest fort pour ces génotypes.

Les génotypes se trouvant sur la partie linéaire de I'ajustement ont, quant a eux, des valgyrs de W
similaires, puisque les variations de;Aont compensées par des variationssgeaur cette partie de

la courbe. D'apres la figure 15, la variabilité dg entre génotypes est supérieure a la variabilité de

Asa: En effet, les coefficients de variation dg, guelle que soit I'année, sont compris entre 22 et 40%
contre 16-17% pour & Une corrélation négative est alors attendue entig &/ ses deux
composantes (cf cas i Figure 4), ce qui est confirmé par nos données expérimentales (Figure 16).

Sur la figure 16, seules les régressions globales pour I'ensemble des données acquises au cours de mon
DEA et de ma thése (de 2004 a 2006) ont été tracées. Quelle que soit I'année, les mesures d'échanges
gazeux ont été effectuées dans des conditions standardisées et identiques. Le signal isotopique intégre,
guant a lui, les processus physiologiques et environnementaux sur des durées différentes selon les
années: la période de temps séparant l'apparition des feuilles et la récolte ayant été variable d'une
année a l'autre. La variabilité autour des relations globales est beaucoup plus importante pour les
relations faisant interveniA'®C (Figure 16). Cette variabilité est surtout causée par les données
relatives a 2006. Au cours de cette expérimentation, seule une copie par génotype a été analysée, et
une forte hétérogénéité des tailles, bien plus marquée entre individus que pour les années précédentes,
a été observée. De plus, en 2006, les analysAS@eet d'échanges gazeux n'ont pas été réalisées sur

les mémes pousses. Toutefois, ces régressions montrent qu'un génotype caractérisé par une forte
efficience d'utilisation de I'eau (forte \Wu faible A™®C) est caractérisé par de faibles conductance
stomatique et assimilation nette de LL@insi, dans cette famille de chéne pédonculé, et en conditions
non-limitantes, W, (ou A*Cg) est plus influencé par la conductance stomatique que par l'assimilation
nette de C@

D'aprés les études de Torti (2005) et de Breatlal. (2008), la variabilité dA™C observée au sein de

cette famille de chéne pédonculé ne pouvait étre clairement attribuée a I'assimilation nettéAJe CO

ou a la conductance stomatique pour la vapeur d'eaiE(geffet, des QTL liés a la variabilité de ces

deux composantes ou de leurs estimateurs étaient colocalisés avec les QTL liés a la variabilité de
(Figure 8). Toutefois, Brendeadt al. (2008) ont trouvé une corrélation positive entre les valeurs
génotypiques de W\t celles de A. Dans l'étude de Torti (2005), les relations étaient variables en

fonction de la pousse étudiée, mais d'une maniére générale cette étude montre une relation négative
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Figure 17: Relations entre I'assimilation nette de @), la conductance stomatique pour la vapeur
d'eau (g) et I'efficience d'utilisation de I'eau intrinséque$¥/gs) sous conditions variables de déficit

de pression de vapeur d'eau entre les espaces intercellulaires et I'atmosphereC\éeDe point
représente la moyenne calculée pour 5 a 8 feuilles d'un génotype distinct. Les points de différentes
couleurs représentent les différentes conditions de VPD sous lesquelles les mesures d'échanges gazeux
ont été réalisées: : VPD<1 kPa; : 1<VPD<1.5kPayp: 1.5<VPD<2.0kPap: 2.0<VPD<2.5kPap:
2.5/PD<3.0kPa;e: VPD>3kPa. Les courbes en traits pleins représenémntelations globales
trouvées dans cette étude (cf Figures 12, 13)=W.6*A.+155.9 (R=0.42, p<0.001); \W=-
38.0*LNn(gsay+12.3 (R=0.886, p<0.001); AF(22.1+115.4*g,¢((22.1+115.4*g,)*
2.8%22.1*115.4%q.,) /1.4, R?=0.79.

Al3CFt AlSCBt AlSCBc TE Wsat biom TPT Asat Osat
biom - - - - *
TPT 0.68 0.73 0.75 -0.59 -0.65 - *
Asat 0.83 0.89 0.89 -0.76 -0.84 - 0.78 *
Osat 0.88 0.94 0.93 -0.81 -0.91 - 0.75 0.98 *

Tableau 9: Relations entre les moyennes génotypiques de discrimination isotopique colite le
(A™*C) de la matiére organique foliaire totaleCr), deA™C de la cellulose extraite du bois'{Cg,),

de A™C du bois total £°Cg;), d’efficience d'utilisation de I'eau intrinséque (W, d'efficience de
transpiration (TE), de biomasse produite (biom), de quantité d'eau transpirée par unité de surface
(TPT), dassimilation nette de G@QAs;, Mmesurées en conditions standardisées) et de conductance
stomatique pour la vapeur d'eauggnesurées en conditions standardisées). Les trois traits TE, biom

et TPT ont été déterminés sur toute la période d'expérimentation (six mois environ). Seules les
corrélations significatives (p<0.05) sont notées. "-" indique une corrélation non significative.
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entre W et g quelle que soit la pousse, et des relations soit non significatives, soit positives;attre W

A.

Les régressions présentées sur la figure 16 sont dont en accord avec les relations observées par Torti
(2005), mais contredisent celles décrites par Breptlal. (2008). Cependant, lors de I'étude de
Brendel et al. (2008), les mesures d'échanges gazeux ont été effectuées en 2001, année présentant un
déficit de pression de vapeur d'eau entre les espaces intercellulaires et I'atmosphére élevé (compris
entre 1.5 et 4.5 MPa; Brendel et, &008). Or, les relations observées entre ces traits sont fortement
dépendantes des conditions climatiques. En effet, lorsque les conditions d'humidité de l'air sont
modifiées, toute chose égale par ailleurs, la variabilité dernie génotypes peut soit étre expliquée

par A, soit par g(Figure 17) selon sur quelle portion de la courbes#y se trouvent les génotypes.
Lorsqu'ils sont dans la partie basse de la courbe (VPD>3kPa), la variabilittedt &brs controlée

par A, ce qui explique la relation positive observée entret ou g Lorsque le VPD diminue, les
relations entre \\et A ou gse transforment progressivement en relations négatives (Figure 17).

Nous avons ensuite Vvérifié que ce qui était observé a I'échelle foliaire pouvait aussi étre extrapolé a
I'échelle plante entiére. Cette analyse s'est basée sur les données obtenues en 2005 sur I'ensemble des
génotypes (douze en tout) de cette expérimentation pour lesquels nous avions mesuré l'efficience de
transpiration (TE), la quantité d'eau transpirée par unité de surface foliaire (TPT) et le gain de
biomasse (biom) sur toute la période de végétation. Le tableau 9 montre que, a I'échelle plante entiére
et intégrée dans le temps, TE est négativement corrélée a TPT, ce qui se traduit par une corrélation
positive entreA’®C et TPT. D'autre part, TPT est aussi trés fortement corrélé aux traits foliajres (A

Osat, Wsa), Montrant ainsi que, dans cette étude, les profils observés a I'‘échelle foliaire sont
extrapolables a I'échelle plante entiére et intégrée dans le temps. La variabilité entre génotypes du gain
de biomasse n'est, quant a elle, corrélée ni a TE,MF@ ni aux échanges gazeux (Tableau 9).
Cependant, cette absence de relation, dans les conditions de I'étude, ne signifie pas que sous d'autres

conditions, ces corrélations n'apparaissent pas.

Les relations globales mises en évidence dans ce chapitre montrent que ces résultats sont
extrapolables a I'ensemble de la famille de chéne pédonculé, mais seulement si les individus sont
placés dans des conditions similaires a celles imposées dans ce travail. Ainsi, en conditions non-
limitantes, les différences entre génotypes de ;V8ont vraisemblablement déterminées par une
variabilité entre génotypes de la conductance stomatique plutdt que par une variabilité entre
génotypes des capacités photosynthétiqueSes profils sont aussi valables a I'échelle plante
entiére et intégrée dans le temps, dans les conditions de cette étude. En effet, un génotype avec
une forte efficience d'utilisation de I'eau (fort TE) est alors caractérisé par une quantité d'eau
transpirée par unité de surface plus faible qu'un génotype présentant un faible TE, pour une
biomasse égale.
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1.4.2 Etudes des phénotypes extrémes

L'analyse des corrélations a permis de montrer qu'en conditions non-limitantes, la conductance
stomatique était & l'origine de la variabilité Af&C observée. Or, les composantes A etant elles-

mémes liées a plusieurs traits anatomiques ou physiologiques. L'objectif de ce chapitre était donc de
disséquer ces deux caractéeres en leurs multiples composantes. Ne pouvant pas travailler sur I'ensemble
des individus de cette famille, seuls les extrémes phénotypiques pour les valEies mesurées par
Brendel et al(2008), mais aussi pour les contenus foliaires en azote et en chlorophylle ont été retenus.
Deux phénotypes ont ainsi été définis: le phénotygecbnstitué de six génotypes (2 extrémes x 3
plein-fréres ou génotypes par extréme) extrémes pour les valeiCdsur trois années consécutives

de mesure, et le phénotype "N" composé de six génotypes (2 extrémes x 3 plein-fréeres ou génotypes
par extréme), extrémes pour leurs contenus foliaires en azote et en chlorophylle et leurs valeurs de
A™C. Sur ces phénotypes, de nombreux traits foliaires ou "plante entiére” ont été mesurés. Pour
chacun de ces traits, les comparaisons ont été effectuées entre extrémes faible ("low") et fort ("high")
de chaque phénotype. Cette approche "phénotype extréme" a fait I'objet de deux publications. La
premiere publication (chapitre 1.4.2.1) concerne des résultats obtenus sur les deux phénotypes
extrémes lors de mon DEA, alors que la seconde (chapitre 1.4.2.2), qui est une étude plus approfondie
des traits physiologiques, anatomiques et plante entiére, ne traite que du phéhbtingsultats

obtenus en 2005).
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1.4.2.1 Diversity of water use efficiency in a Quercus robur family: contribution of related

leaf traits
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Short title: Diversity of water use efficiency in oak

Key words: carbon isotope discrimination / intrinsic water use efficiency / pedunculate
oak / stomatal conductance / stomatal density

Abstract

Previously, a large intra-specific diversity and a tight genetic control has been shown for

A™C (carbon isotope discrimination) in a pedunculate Qale¢cus robur..) family, which
is an estimator for intrinsic water use efficiency;\Vil complex trait defined as the ratio of
net CQ assimilation rate (A) to stomatal conductance for water vapgurlifgthe present

study, twelve genotypes with extreme phenotypic values'i were selected within this

family to (i) asses the stability of genotype differences across contrasting environments and

for different measures of intrinsic water use efficiency){\Wi) Quantify the relationship
betweerA™®C and W within this family; (iii) Identify which leaf traits drive the diversity in
W, observed in this family. Genetic variability 4¥°C and Wwas largely independent from
different temporal integration scales and their correlation was found to be stro@$¥R
for leaf sugars) within this family. Weak correlations between measures ; ofvith/

estimators of photosynthetic capacity, suggest a minor role of the latter in the diversity of

W;. However, the tight correlation between and A™*C as well as W and the related
genotypic variation in stomatal density, suggest that the genotypic diversitywithivi this
pedunculate oak family might be due to differences.in g
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List of abbreviations:

A™C: °C isotope discrimination [%0JACs; A™C of extracted leaf sugard°Cg;: A™C of
extracted leaf starch;'4C,; A™C of bulk leaf material3C: carbon isotope composition
[%0]; & C.: &™C of atmospheric COin the greenhouse;:cCQO, mole fraction in
intercellular air spaces [pumol M c, atmospheric COmole fraction [umol mol]; Wi:
intrinsic water use efficiency [umol ml A: net CQ assimilation rate[umol H1sY]; A

light saturated A at ambient G@oncentration; g stomatal conductance for water vapour
[mol m? sY; Vemax @pparent maximum carboxylation rate of Rubisco [umblsi}; Nyass
nitrogen content on a mass basis [ &laes Nitrogen content on an area basis [¢;m
Chl: chlorophyll content [g ifi; SD: stomatal density [mf}; SL: stomatal length [um]; SA:
stomatal area [ufh) SAl: stomatal area index [mH) LMA: leaf mass-to-area ratio [g fit

TLT: total leaf thickness [um]; UET: upper epidermis thickness [um]; LET: lower epidermis
thickness [um]; PMT: palisade mesophyll thickness [um]; SMT: spongy mesophyll

thickness [um].
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Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

Introduction

A large intra-specific variability of°C isotope discrimination°C) has been observed
within natural stands of pedunculate odBuércus roburlL.; Pontonet al, 2001), a
widespread broad-leaved forest tree species from Western EuropeA'f@at a widely

used estimator of intrinsic water use efficiency;, \lefined as the ratio of net GO
assimilation rate (A) to stomatal conductance for water vapoyr {dhe predicted
relationship betweeA™C and Wis negative (Farquhar and Richards, 1984) which has been
observed for pedunculate and sessile oaks under different levels of shading @a@hton
2002). W is a complex trait related to many physiological and structural leaf traits that
directly or indirectly influence A or g Genetic variation in Wor AC has been shown
within many tree species and was ascribed to variations in A (Johnsen and Major, 1995;
Major and Johnsen, 1996; i al., 2000), in g (Cregget al.,2000) or in both (Farquhat

al., 1989).

Brendel et al. (2008) investigated the genetic determinism of water use efficiency in a
pedunculate oak full-sib family comprising 278 siblings. They found in this progeny a 40%
variation of W as estimated by le#"°C. The genetic control @&°C was oligogenic, with

only a few Quantitative Trait Loci (QTL) explaining a large fraction of the observed
variability of A¥C (30% to 50%). The detected QTL pointed to two major regions on the
genetic map of this full-sib family. The first region explained 21-31% of the observed
variability, and was detected with independent measurements conducted for three successive
years, suggesting that only low QTL x environment interactions occurred. The second region
suggested an influence of photosynthetic capacity on the observed diverAiiCimnd
explained 9% of the observed variability.

Variation in A, when independent from, gs due to variation in photosynthetic capacity.
Theoretical considerations show that compounds involved in photosynthesis may account for
well over three-quarter of total leaf nitrogen (Field and Mooney, 1986). Thus for different
species photosynthetic capacity was found to correlate with total leaf nitrogen (Evans, 1989),
including several oak species (Takashietaal., 2004). Leaf anatomy traits such as leaf
density and thickness may also influence photosynthetic capacity (Niinemets, 1999) and
modulate the photosynthesis-nitrogen relationships (Retiah, 1998).

Physiological processes leading to stomatal aperture or closure are well known and recent
progress has been made on genes involved in ABA ahai@aalling (Webb and Baker,
2002) and stomatal development (Bergmann, 2006). However, the main causes driving
diversity in g in natural populations are not yet well understood, both within and among
species. Franks and Farquhar (2007) found an influence of the stomatal morphology of

different species on maximum stomatal apertures and rapidity of movements. It has also
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Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

been shown for temperate deciduous trees that the size of guard cells has an influence
stomatal aperture and therefore contributes to the diversity (Aagamaaet al, 2001).
Further it has been suggested that maximum stomatal conductance is influenced by stomatal
density (Nobel, 1999). Little is however known on the causes of within species diversity of
stomatal conductance.

To study genetic, intraspecific diversity, and to assess genetic determinism and control of
traits, a large number of siblings and vegetative copies (several hundred individuals) are
required. This puts a severe practical constraint on the number of leaf traits that can be
measured. Therefore we focused on a smaller number of individuals while maximising the
differences in WandA'C. To this end, a few individuals (called genotypes hereafter) were
selected for their extreme phenotypic values as observed by Betrade(2008), to cover

the diversity detected within the pedunculate oak full-sib family. Two strategies were used to
sample genotypes: first, usitg’C data measured during three successive years and second,
using a combination af™3C with leaf nitrogen and chlorophyll content data. With the first
sampling strategy genotypes were selected that have accumulated alleles with positive (or
negative) effects onA™C, independently from the physiological process affecting
discrimination. The second strategy aimed at maximizing the diversity’6f caused by
photosynthetic capacity, by selecting genotypes with simultaneously extreme phenotypic
values forA™C, leaf nitrogen and chlorophyll content.

Although bulk leaf matter is often used for rapid estimate&™i (e.g. for QTL studies as

in Brendelet al., 2008), it is an aggregate of different carbon containing compounds, each
with different integration patterns of Wrhis can cause discrepancies betwegrimated

from leaf bulk A™®C and W estimated directly and instantaneously from gas exchange
measurements. Soluble sugars and starch providéCasignal with a short time-integration

due to their high turn-over rate (few days) (Brugralial., 1988).A™C was therefore
assessed from three different pools of organic matter (bulk leaf matter, starch, soluble
sugars) to downscale from field measurements (Breeidal., 2008) to instantaneous gas
exchange. Further, genetic variation of certain leaf traits could disturb the relationship
betweenA™C and intrinsic water use efficiency (Mby affecting the parameters of the
theoretical model.

Therefore our main objectives were to:

(i) Asses the stability of genotype differences across contrasting environments and for
different measures of intrinsic water use efficiency)(W

(i) Quantify how genetic variation id™C relates to genetic variation in;Within this

family;

(i) Identify which leaf traits drive the diversity in V@bserved in this family.
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Material and Methods

Plant material and growth conditions

Genotypes used in this study were selected within a pedunculate oak progeny (F1 of 278
clones) which has been used several times for QTL detection (Scotti-Saiatagn@004;
Scotti-Saintagnet al., 2005; Parellest al, 2007; Brendekt al, 2008). Selection criteria

were based on phenotypic data recorded under natural conditions at Bourran (South Western
France) (Brendeét al., 2008). The traits used were carbon isotope discrimination of bulk
leaf organic matterA*3Cy), chlorophyll (Chl) and nitrogen content £N Nmas) Of leaves.
Genotypes with extreme phenotypesAbiC (i.e. “lowA” or “high A”) were selected on the

basis of extreme values of |eaf’C recorded during three years of measurements (2000 to
2002). Genotypes were chosen which showed extreme low or extreme higtiQeddta for

all three years. In parallel, genotypes with extreme phenotypes concurrenty@&r
chlorophyll concentration and leaf N (i.e. “low N” or “high N”) were selected on the basis of
displaying simultaneously high values of leAf*C and low values of chlorophyll
concentration and leaf nitrogen content recorded in 2001 and inversely. This selection was
founded on the hypothesis that genotypes with low photosynthetic capacity, estimated by
low values of leaf nitrogen and chlorophyll would show low ®hd thus high lead™C.

Three genotypes were chosen for each of the extreme phenotyped\"I@iblings 159,

171, 287), “highh” (136, 170, 263)low N” (151, 237, 351) and “high N” (259, 261, 267),
forming a set of twelve genotypes overall.

Clonal copies of the selected genotypes were produced in summer 2003 by UMR BioGECo,
INRA Pierroton (South Western France) and then transferred to a greenhouse at
Champenoux near Nancy (North Eastern France) during December 2003. The experiment
took place during summer 2004. The trees were transplanted to 10 | containers with a peat
and sand mixture (1/1, viv). A complete fertilisation (4.3 @F slow-release fertiliser
Nutricote T100: N, P, K, Mg, 13,13,13,2 + trace elements and 0:2 af lime) was
provided. All individuals were watered to field capacity three times daily with deionised
water. Air temperature control of the greenhouse was set to a minimum of 15°C and a
maximum of 25°C, itherwise within this range greenhouse temperature was following
outside temperature variations. Relative humidity (68+12%, average + standard deviation),
CO, concentration (394+12 pumol mYl and daily global irradiance were continuously
recorded in the greenhouse. The plants were grown under natural photoperiod. As
pedunculate oaks show a periodical growth during the growing season (“flushes”), all
measurements were done on unshaded adult second flush leaves.

Four vegetative copies (rooted cuttings) of each genotype were used as replicates. The
complete experiment consisted of 40 plants overall that were placed in a greenhouse with a
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randomized complete block design. One vegetative copy of each gentoype was placed in
each block, with four blocks overallue to some mortality of rooted cuttings, especially in

the phenotype “highy”, the number of clonal copies of three genotypes was only one or two.

Extraction of soluble sugars and starch from leaves, and carbon isotope analysis

At the beginning of July, one leaf was harvested on each individual plant, oven-dried (60°C)
and ball-milled for carbon isotope analysis of bulk leaf matter. Additionally, three to five
leaves were harvested separately for extraction of soluble sugars and starch, freeze-dried for
24 hours and then ball-milled. The method of extraction was adapted from Dickson and
Larson (1975). Extraction was carried out using 200 mg of leaf powder with 2 ml of a
mixture of methanol/chloroform/water (12:5:3, v/v/v). After shaking with a vortex mixer,
and 30 minutes at ambient temperature, tubes were centrifuged for 10 minutes at 2000g and
4°C. The supernatant was recovered, a second extraction was run on the pellet and the
second supernatant was added to the first. Then 1 ml of methanol 60% was added to the
pellet, and this solution was stored at —20°C for starch extraction. Sugar extraction continued
using the supernatant by addition of 2 ml of a mixture methanol/chloroform (1:1 v/v) and 1.2
ml of distilled water. After vortexing, and centrifugation (5 min, 2000g, 4°C), the upper
phase was collected and 0.5 ml of methanol (60%) was added to the remainder. After
vortexing again, and centrifugation, the supernatant was retained and added to the first one.
Methanol and water were then evaporated overnight in a vacuum concentration system (1
mbar, 30°C, Heto, Denmark). The pellet was rehydrated with 0.5 ml distilled water and
vortexed. Soluble sugars were then separated from the aqueous extract through a multilayer
extraction column, consisting of (i) PVPP (Polyvinylpolypyrrolidone, Sigma-Aldrich,
Germany) to retain phenols and tannins; (i) Dowex {60) resin (Sigma-Aldrich,
Germany) used for separation of amino acids from organic acids and sugars and (iii)
Amberlite IRA-402 (C)) resin (Sigma-Aldrich, Germany) used for separation of organic
acids from sugars. The soluble sugars were eluted with 8ml of distilled water. The eluate was
reduced in a vacuum concentration system. The pellet was stored at -20°C before carbon
isotope analysis.

The pellet kept for starch extraction in methanol was centrifuged (10 min, 2000g, 4°C), the
supernatant was discarded and the residue was dried for 15 min in a vacuum concentration
system. The pellet was then suspended in 1 ml of HCI 6N. After vortexing and centrifugation
(5 min, 2000g, 4°C), the supernatant was retained and mixed with 8 ml of methanol 60%.
Starch was then precipitated one day at -20°C and dried with the vacuum concentration
system. Samples of starch were stored at -20°C before carbon isotope analysis. Extracted
sugars and starch represented about 9% and 5% of the bulk leaf dry mass, respectively.

The carbon isotope composition of 1 mg of bulk leaf, soluble sugar or starch organic

material was measured with a continuous flow isotope ratio mass spectrometer (Delta S;
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Thermo Finnigan, Bremen, Germany) coupled to an elemental analyser (Carlo Erba NA
1500 NC, Rodano, ltaly). The relative abundancB®f(%.) was expressed as (Craig, 1957):
5"°C=(R-Ry)/R, x1000

where R and R refer to the®®C/**C ratio in the sample and in the Pee Dee Belemnite
standard, respectively.

Carbon isotope discrimination'fC) was calculated as:

ABC =~ 6130air _ 6lscsample

where 8°C,; is the carbon isotope composition of atmospherig. 38C.; was assessed in
the greenhouse by growirga maysplants, recording th&'*C of leaf organic matter and
using the procedure of Marino and McElroy (1991) to compti@,;, which was found to be
equal to -9.80 + 0.23%o (average * standard deviation).

The modelled relationship betweAHC and Wis (Farquhar and Richards, 1984) :

1.6 W,

ABC & b= [b- aix
a

With: a, discrimination during diffusion of CQO through stomata (4.4%.) andb,
discrimination during carboxylation of RuBP (27%. taking into account 10% C fixed by
PEPC; Farquhar and Richards, 1984) epdtmospheric C&mole fraction (continuously
monitored in the greenhouse with a mean value of 394+12 pmel).nbhe resulting

equation is thed“Ceampie~ 27 - 0.092*W .

Gas exchange measurements

Leaf gas exchange was recorded on one leaf per individual plant during July 2004, with an
open flow gas exchange system (Li-6400, Li-Cor, Lincoln, NE, USA). Leaves were inserted
into the chamber and photosynthesis was induced for about 40 min at 25°C, amal€O
fraction of 390 pmol mdl, a photosynthetic photon flux density of 1200 umdlsh, and an

air flux of 300 pmol 3. Light saturated net GQassimilation rate (4) and stomatal
conductance for water vapour)gvere recorded and intrinsic water use efficiency) (Was
computed as the ratio betweeg,Aand g. Response curves of net assimilation rate (A) to
CO, mole fraction in intercellular air spaces) (@ere recorded with the following procedure:

a decrease in GOmole fraction from 390 pmol nidlto 50 umol mdt in five steps. For

each step, four minutes were allowed for gas exchange stabilization before measuring three
times environmental parameters, A and estimatingl'teese curves were used to adjust
maximal carboxylation rate of Rubisco }; von Caemmerer and Farquhar, 1981) as
described by Dreyeet al. (2001). The adjusted model did not explicitly include internal
conductance to CQand the computed values represent therefore appasgipt V

50



235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271

Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

Chlorophyll content

Relative chlorophyll content (in CCI unit) was estimated using a CCM-200 (Chlorophyll
Content Meter, Opti-Sciences, Hudson, NH, USA). Total chlorophyll content per leaf area
(Chl) was derived using the following relationship calibrated for oak using biochemical
chlorophyll extraction according to Barngisal. (1992):

Chl(g m?) = 0.021(CCl unit) + 0.05

Total chlorophyll content was measured two times at different dates on three leaves per tree
with three to five replicates per leaf. The data presented in this study are the least-square
mean for each gentoype calculated from an Analysis of Variance model taking into account
the date effect.

Leaf nitrogen content and leaf mass-to-area ratio

Leaf mass-to-area ratio (LMA) and leaf nitrogen content.{NNnas) Were estimated for the

leaves used fob*°C analysis of bulk leaf organic matter. Area of fresh leaves was measured
with a Leaf Area Meter (Delta-T Devices Ltd., Cambridge, UK), whereas mass was
determined after drying and LMA was calculated as the ratio of leaf mass per aresadl
measured during isotopic analysis with the elemental analyser (Carlo Erba NA 1500 NC,
Rodano, Italy) that was coupled to the mass spectrometer. Leaf nitrogen content on an area
basis (N9 Was calculated from Nsstimes LMA.

Leaf anatomy

An additional three leaves were harvested for leaf anatomy. Overall 14 dis¢3 e
punched from three leaves per vegetative copy of each genotype for measuring stomatal
density and leaf anatomy and were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at —
80°C. Microphotographs were made with a variable pressure scanning electron microscope
(model 1450VP, Leo, Cambridge, UK, 20-30 Pa inside chamber, accelerating voltage 15kV,
working distance 12 mm) and analysed for stomatal density and stomatal dimensions using
the Visilog software (Noesis, France).

One microphotograph of the abaxial epidermis (0.72 mm?2) of nine discs from three different
leaves was used to estimate stomatal density (SD). On each of the microphotographs 50
stomata were sampled for measuring guard cell surface (SA) and length (SL). Stomatal area
index (SAIl; Bruschgt al., 2003) was calculated as stomatal density x stomatal length, which
can be seen as a rough indicator of potential total stomatal opening per leaf surface.

On the five other discs (1 é&nfour semi-thin cryo sections were photographed to measure
total leaf thickness (TLT) and thickness of palisade (PMT), or spongy mesophyll (SMT), or
upper and lower epidermal layers (UET and LET, respectively).
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Statistical analyses

Using the whole data-set, correlations between traits were computed using STATISTICA
software Version 7.1 (StatSoft, Inc. 2005). Correlations are based on genotype means and
can therefore be seen as representing genetic differences among siblings within the family.
Pearson's correlation coefficients were estimated with a correlation matrix or with regression
analyses. As all correlations were based on the combination of two continuous variables,
model Il regression (geometric mean regression) was used to estimate the equation
parameters (Sokal and Rohlf, 2000). All statistical tests were considered significant when
p<0.05.

Analyses of variance were done with the R 2.5.0 software (R Development Core Team,
2007) and effects were considered significant at p<0.05. Comparisons with earlier results
(Brendelet al., 2008) ond™*C,, were analysed using the following model :

Yik = U+ 0 +¢+(ge) + &«

where ym, is the variable of interesy the overall meang; the genotype effec the
environment effect(ge); the genotype x environment interaction aggd the residuals.
Partial coefficients of determination YRor the effects of this ANOVA were calculated as

the sums of squares (SS) of the effect divided by total SS- This is a measure of the
proportion of the total variation that is explained by one effect.

The difference of “lowersushigh” within “A” or “N” extremes (thereafter called phenotype
effect) was analysed on each variable of interest with a linear mixed mbdeR-package,
Pinheiroet al., 2007) of the form:

Yimr = {+ G + D+ G + i,

wherey, is the variable of interest; the overall meang the phenotype fixed effedby, the

random block effect; the fixed genotype effect arsg the residuals.

Block effects were checked with a log likelihood ratio test between models with and without
a random block effect. They were for all traits non-significant (p>0.05) and excluded from
the model.

Residuals were assumed to follow a joint normal distribution with zero means, zero
covariances and variances either constant (homoscedastic model) or different among copies
of each genotype (heteroscedastic model). Heteroscedasticity was checked with a log
likelihood ratio test between homoscedastic and heteroscedastic models and the appropriate
model was retained for each analysis.
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A®Cq ABC4 ABCy, Wi Ast Os  Vemax Nmass Naea Chl SD SL SA  SAl LMA TLT UET LET PMT SMT
A13Csu *
A13Cst 0.93 *
ABC, 0.76 090 *
w, -0.94 -0.87 -0.73 *
Asat 0.55 053 *
gs 0.72 0.56 -0.71 097 *
Vemax 0.91 083 *
Nmass
Narea 076 *
chl *
SD 0.52 053 0.68 -0.55 0.55 0.62 *
SL -0.57 -0.55 -0.59 0.67 -0.51 -0.62 *
SA -0.57 -0.55 -0.53 0.75 0.82 *
SAl 0.61 0.51 0.56 0.97 *
LMA 0.56 -0.51 0.55 *
TLT 0.59 062 *
UET -0.50 *
LET *
PMT 0.61 0.52 0.96 *
SMT 0.53 0.68 0.93 0.81 *

Table 10: Correlation coefficients between genotype means of leaf traits (N=12). Significant
correlations at 5% are in bold, and correlations at 10% are in italic. See list of abbreviations for trait
names.
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Results

Comparison with earlier results

An ANOVA using individual data (years 2000 and 2002) from Breetlel. (2008) and
A™C, from the present study showed significant effects (p<0.05) for genotype (pértial R
39%), environment (37%) and genotype x environment interaction (6.0%), explaining

overall 82% of the observed variance.

Correlations among different measures gf W

A™C of the different metabolic compartments (bulk leaf, soluble sugars and starch) were all
significantly correlated to Wcalculated from gas exchange measurements (Table 10, Fig.
18). There was an improvement of the correlation from bulk leaf matter §2.9%), over
starch (R = 76.4%), to sugars (R= 87.6%). Slopes were similar betwetiC,, /W; and
ABC/W;, whereas the intercept differed due to the isotopic shift from sugars to starch
(3.240.4%0). The slope with bulk leaf matter differed from the two above, but the isotopic
signal of sugars was closer to the overall bulk leaf matter (difference 0.5+0.7%o).

The relationship of Wwith A™C,, was similar to that predicted by the model (Farquhar and
Richards, 1984), but had a significantly steeper slope (p<0.01; ANCOVA), whereas the
slopes forA™Cy and A™C, did not differ from the model. Regressions of With carbon
isotope composition data of bulk leaf material recorded in the field by Brendel(2008)

were highly significant (p<0.005), and Ras 0.77 (N=12, data recorded during 2000), 0.74
(N=9, data recorded during 2001) and 0.67 (N=12, data recorded during 2002).

Genotypes with higher Whad significantly lower stomatal conductance (Fig. 19a), and had
also a tendency to lower.A(Table 10). Genotypes with highet,Ashowed higher values

of Vemax (Table 10) and higher stomatal conductance (Fig. 19b). Traits related to
photosynthesis such as chlorophyll content, leaf nitrogen content QK Were not
intercorrelated (Table 10). However, genotypes with higher stomatal conductance did also
have an increased stomatal density (Table 10) and a higf@y (Fig. 20). Differences
among genotypes in stomatal anatomy were concurrent with differences in density such that
genotypes with longer stomata (SL) had a lower stomatal density. Differences among
genotypes in thickness of leaf parenchyma did not concur with differenéé3n W; or

gas exchange parameters.
Differences in4**C and associated leaf traits between extreme phenotypes

Genotypes for this study had been chosen because they displayed extreme phenotypes.

Therefore, we compared genotypes with higgrsus low phenotype values using an

53



96

—it
O(a) W,;=113.6-198.1*g,; R2=0.50; p<0.001 16t (b) Asy=2.91+60.51*g,; R2=0.94; p<0.001

5 92 P
T ‘v 14|
- 88 o
© €
£ o 12t
o) O
© ©
— 80
2 E
S 76 3 o
s ° < 81 <

72 . . . . 8 0 T—n . L : T

0.10 0.1 014 016 018 0.20 022 0.00 0.12 0.16 0.20
gs (Mol H,0 m?2 s%) gs (mol H,0 m? s™)

Figure 19: Relationships between stomatal conductance and (a) intrinsic water use efficignoy (Y light
saturated assimilation rate {. Each point represents the mean of a genotype. Symbols as in Fig. 18. For the
outlier in graph a, only one copy had been available for this genotype (170).

20
19t

~ Figure 20: Relationship betweed®C of bulk leaf matter

E gl (AC) and stomatal density (SD). Symbols as in Fig. 18.

md% Equation of the  geometric mean correlation:

a | A¥C,=10.6+0.02*SD, r=0.68, p=0.02. Each point represents

the mean of a genotype.
16 ; ; ; ;
300 350 400 450 500 550
SD (mm?)
Phenotypes A Phenotypes N
mean = SD mean + SD
- effect - effect
low A high A low N high N

A"Cqy (%) 16.4+1.1 18.5+0.5 <0.001 17.5+0.8 17.1+0.9 -
A"Cy; (%o) 13.1+0.6 15.3+0.4 <0.001 14.4+05 13.8+0.6 <0.01
A™Cy, (%o) 17.0+05 18.8+0.6 <0.001 184+1.1 17.4£0.7 <0.01
W, (umol mol™) 89.0 +14.5 75.7+75 - 82.3+12.2 84.4+14.5 -
Agz (umol m™s™) 11.7+2.4 13.2+3.2 - 12.8+3.1 12.3+3.0 -
gs (mol m?s™) 0.14 +0.04 0.18 £0.05 - 0.16 + 0.06 0.16 £ 0.07 -
Ve max (Mol m2s7) 76.2£12.0 78.1£18.0 - 75.4+15.8 80.2+14.2 -
Nimass (Mg g7) 32.3£3.2 32.1£3.0 - 29.9+43 34.8+3.9 0.01
Narea (9 M) 2.78 £0.39 3.02+0.23 - 2.67 £0.44 2.96 £0.28 0.04
Chl (g m?) 0.93+0.16 0.95 +0.09 - 0.96 £ 0.11 0.98 +0.06 -
SD (mm™) 384 +39 438 +37 0.04 476 £ 75 447 + 64 -
SL (um) 241+1.1 235+0.7 - 22.8+0.7 23.7+0.8 <0.001
SA (Um?) 352 32 334 +21 - 339 +19 344 + 24 -
SAI (mm™) 9.2+0.6 10.3+1.0 0.03 10.8+15 106 £1.5 -
LMA (g m?) 86.3+9.0 94.9+11.7 - 89.6+11.8 85.6 +7.7 -
TLT (um) 149 + 14 152 +5 - 158 + 10 153+5 -
UET (um) 10.6 £0.6 10.7 £0.6 - 10.6 £0.8 10.5£1.0 -
LET (um) 95+1.2 8905 - 9.2+0.6 9.3+0.8 -
PMT (um) 67.1+7.5 67.9+3.0 - 71.4+73 68.5+2.8 0.02
SMT (um) 61.8+7.0 64.4 +3.7 - 66.7 + 4.3 65.2 +3.7 -

Table 11: Genotype effect estimated for all data (p-level; explained variance) and means, standard deviations
(SD) and differences (p-level) between extreme phenotyfyesrid “N” (see text for the definition of the
phenotypes). Significant p values (<0.05) are shown in bold, “” no significant difference. See list of
abbreviations for trait names.
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344 ANOVA. This is a more stringent test compared to the correlation analysis and results are
345 presented in Table 11.

346 Values of°C isotope discrimination of bulk, starch and soluble sugsc( A™C and

347 A™C,, respectively) differed significantly between the phenotypes #vand “high A”.

348 Differences between the phenotypes “low N” and “high N” were significanAfig, and

349 ACg; only. The mean differences &1°C correspond to a 6 to 13% difference inb&tween

350 the extremes “N” and 26 to 30% between the extrem&s Differences between “low N”

351 and “high N” or “lowA” and “highA” were not significant for intrinsic water use efficiency
352 (W), light saturated net Gassimilation rate at ambient @@oncentration (&), stomatal

353 conductance for water vapoursgand apparent maximal carboxylation rate of Rubisco
354 (Vemay (Table 11).

355 The “high N” phenotypes displayed a consistently higher leaf N than “low N”, whereas there
356 was no difference between “lod' and “highA” (Table 11) for leaf nitrogen. Chlorophyll

357 content (Chl) and leaf mass-to-area ratio (LMA) were similar among the phenotypes (Table
358 112).

359 Among the measured leaf anatomy traits, only palisade mesophyll thickness (PMT) differed
360 between “low N” and “high N” only, the former being 2.9 um thicker (Table 11). Stomata
361 were significantly longer in “high N” compared to “low N” (Table 11) whereas stomatal
362 density (SD) and stomatal area index (SAI) were significantly smaller forAfoeompared

363 to “high A" (Table 11).

364

365 Discussion

366

367 Stability of genotypic differences for different measures; of W

368 The tight correlations found betwe@!°C recorded on different metabolic compartments
369 with varying turnover rates (bulk material, starch and soluble sugars), and therefore temporal
370 integration scales (Brugnokt al., 1988; Brugnoli and Farquhar, 2000), suggest that
371 differences among genotypes are robust with respect to these time-scales. The relationships
372 found between temporally independent measurements ;cdnd/A*C are close to the

373 relationship predicted by the theoretical model (Farquhar and Richards, 1984)A¥itené

374 material with shorter temporal integration results in tighter correlation witlestimated

375 from instantaneous gas exchange measurements (Fig. 18). It should be stressed that these
376 relationships between V#ndAC were due to genetic differences among genotypes under
377 common, optimal conditions and not due to acclimation of water use efficiency to different
378 environmental conditions as observed in earlier studies (Gaiedil, 1994; Piconet al,

379 1996; Pontoret al., 2002). An observed genetic variabilityfC can relate to a variability

380 of W; as well as to a variability of the parameters of the theoretical model linking these two
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traits. In fact, the correlation betweA"C and W observed by Brendeit al. (2008) was

weak (R = 0.07), suggesting that either a large part of the variabiliy}if was not related

to Wi or that W from gas exchange measurements were estimated with much noise due to
environmental influence. The here presented data, using more representative gas exchange
measurements, showed that up to 87% of the genetic variability obsentéiCiman be
related to W Therefore, the closeness between observations and model affirms that
measurement of carbon isotope discrimination on leaf bulk material in this pedonculate oak
family (e.g. Brendel et aR008) reflected to a high degree variation in W

“Low A" and “highA” phenotypes showed values fA*C consistent with the sampling
strategy, i.e., “lowA” displayed significantly lower values than “high. When data from

the present study and from Brendlal. (2008) were compared, the relative differences
among genotypes foA’®C were found to be largely independent from environmental
conditions, that is there was very little genotype x environment interaction. The relatively
large overall environmental effect is probably due to the climate differences, where the field
site in southern France was drier and hotter compared to the well-irrigated plants in the
temperature controlled greenhouse. Thus, genotypic differencA$’Gnwere conserved
among years, through contrasting environments and among different metabolic pools, which
extends observations made by Johnaeal. (1999) onPiceamariana and Lauteriet al.

(1997) onCastanessativa

Variables driving variation of YWithin this pedunculate oak family

W, is calculated as the ratio between assimilation rate and stomatal conductance and
therefore systematic variation of both traits among genotypes can chandaikttiermore,
variation in A might be controlled by variation in g avide versa Here, variation detected
among genotypes for light saturatedagd A.;suggest a strong control af@n A and thus

a major influence of gon differences in W Differences in Ay were representing
differences in photosynthetic capacity as estimated &y, \Vhowever, again, there was an
overall correlation betweencyax and g@. Variation in leaf nitrogen and chlorophyll content
among genotypes did not have an effect Qpa) Asat Or on W. Also thickness of leaf
parenchyma, which could theoretically have an impact on photosynthetic capacity, did not
show any relationship with estimators of;.WOverall, variation in traits related to
photosynthetic capacity did not seem to be the driver for variation in any of the estimators of
intrinsic water use efficiency.

Variation in W due to photosynthetic capacity had been studied specifically by using the
selected “low N” and “high N” genotypes. This selection was effectiveAfd€ and leaf
nitrogen content, as the expected differences were observed between the extreme

phenotypes, whereas it was not effective for leaf chlorophyll content. This might be due to a

55



418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454

Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

low heritability of leaf chlorophyll. To our knowledge, heritability of chlorophyll content has

not yet been estimated in a temperate forest tree species. Narrow sense heritability estimates
for leaf chlorophyll content for other plant types rarely exceed 50% ( e.g. Kabenala

2000 and Collakwet al. 2005 for wheat, Hervét al. 2001 for sunflower), suggesting
considerable environmental influence. This might be due to rapid (within days) acclimation
to current irradiance, as shown by Frikal. (2001) forJuglans nigra x regisseedlings.
Additionally to the specific selection of “N” genotypes, the pedunculate oak saplings in the
present study were raised with optimal water supply, which should reduce the stomatal
limitation of assimilation rate and thus facilitate the expression of differences in
photosynthetic capacity. However, “low N” and “high N” did not present difference.n A

or in Vemax Suggesting that the diversity of photosynthetic capacity might either not be well
estimated by leaf N and chlorophyll content or not be a driver for variability; iwithin

this family.

Otherwise, variation in stomatal conductance was a driver for the variation;, ohswW
suggested by the strong correlation gfvth W, andA™®C,, Brendelet al. (2008) had not
detected an correlation betwedFC or W and g, probably due to the difficulties of
measuring gas exchange in the field. Further, the differences among genotypesnicug

with differences in stomatal density (SD), i.e. genotypes with high&lsg dispayed more
stomata per leaf surface. Differences in stomatal density were also related to differences in
A™C, , and a similar tendency was detected for other estimates 8W publications have
analysed the relationship betwe&HC and stomatal density among genotypes. A positive
relationship betweem\'3C and stomatal density was also found among poplar clones
(Monclus et al.,, 2006), and forPinus ponderosaprovenances (Creggt al, 2000).
Genotypes with larger stomatal density showed highevigch could lead to lower WThe

model proposed by Nobel (1999) suggests a positive relationship between stomatal density
and g This was confirmed by Peare¢ al. (2006) for several poplar species in a common
garden and by Kundu and Tigerstedt (1999) for different provenan@eadirachta indica

in a greenhouse. A positive relationship between stomatal density ardilgl thus be the

link for the observed positive correlation betwe®AC and stomatal density, and could
therefore be a cause for the observed diversity imMbng genotypes of this pedunculate

oak family.

We also observed that genotypes with an increased stomatal density had smaller stomata
(based on estimates of stomatal guard cell length SL). A similar relationship was observed
by Hetherington and Woodward (2003) across different species but also within species. This
relationship suggests a compensating effect resulting in a stable total stoma opening area.
However our data suggest that this trade-off was only of limited extent as stomatal area

index (SAI=SL*SD), an estimator of total stoma opening area, still showed differences
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among genotypes related to differenceAC,. Aasamaat al. (2001) have shown for tree
species that the size of guard cells has an influence on stomatal aperture and thus on gs.
These results suggest a possible impact of stomatal density on variaiidg and thus W

via a genetic diversity in maximum stomatal conductance within this family of pedunculate
oak. According to Bergmann and Sack (2007), few gene products are required to regulate
patterns of stomata in leaves. It has been showArabidopsis thalianathat the gene
ERECTA, which influences water use efficiency, can affect modulates mesophyll cell
proliferation as well as stomatal density (Magtlal., 2005).

Conclusions

Using a relatively small number of siblings from a large pedunculate oak progeny, we
showed that the diversity detected fAMC in this progeny was closely related to
instantaneous, intrinsic water use efficiency;)(Vils expected from the theoretical model
linking these two traits (Farquhar and Richards, 1984). Genetic variabillky’@fand W

was largely independent from different temporal integration scales and from different
environments. We were not able to substantiate the influence of photosynthetic capacity on
W, or AC that had been suggested by the co-localisation of QTIM'f&, nitrogen and
chlorophyll content. However, the large genetic variation in stomatal density and stomatal
area index, as well as the tight correlation between stomatal conductandECQustiggest

that differences in water use efficiency within this pedunculate oak family might be due to

differences in stomatal conductance.
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1.4.2.2 The diversity ot°C isotope discrimination in ®uercusrobur full-sib family correlates with

differences in intrinsic water use efficiency, in transpiration efficiency and in stomatal conductance.
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Abstract

3C discrimination in organic matter with respect to atmospherig @8C) is under tight genetic
control in many plant species, including the pedunculate @a&r¢us robur..) full-sib progeny used

in this study.A™C is expected to reflect intrinsic water-use efficiency, but this assumption requires
confirmation due to potential interferences with mesophyll conductancetmE€@bst-photosynthetic
discrimination. In order to dissect the obseryedC variability in this progeny, six genotypes that
have previously been found to display extreme phenotypic valutS®f(either very high, "higi\"

or low, "low A" phenotype) were selected, and transpiration efficiency, TE (accumulated biomass /
transpired water), net G@ssimilation rate, A, stomatal conductance for water vapgandyintrinsic
water-use efficiency (W= A/g) were compared tA™C in bulk leaf matter, wood and cellulose in

wood. As expected, "high" displayed higher values af°C not only in bulk leaf matter, but also in
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wood and cellulose. This confirms the stability of the genotypic differenc&Sanrecorded earlier.
"High A" also displayed smaller TE, smaller,\&d higher g Only a small difference was detected in
photosynthetic capacity, however none in mesophyll conductance {0"Bi@gh A" and "low A"
displayed very similar leaf anatomy, except for higher stomatal density in Midhinally, diurnal
courses of leaf gas exchange revealed a highier"gigh A" in the morning, whereas the difference
decreased in the afternoon. The gene "ERECTA", involved in the control of leaf differentiation and
stomatal development, displayed larger expression levels inA'lown this progeny, the variability of

A™C correlated closely with that of \ind TE. Genetic differences AF°C and W can be ascribed to

differences in stomatal conductance and stomatal density, and not in photosynthetic capacity.

Keywords
carbon isotope discrimination, water use efficiency, pedunculate oak, stomatal conductance, stomatal

density, transpiration efficiency.

List of abbreviations

A¥C: *C isotope discriminatiom™*C,; A™C of bulk leaf material, %A™Cc: A™C of cellulose in the
wood, %o; A¥C,: AC of wood, %0;8"°C.;: 5°C of atmospheric COin the greenhouse, %o;:GC0;

mole fraction in intercellular air spaces, pmol haC, atmospheric COmole fraction, pmol mdt
dDiam: difference between initial and final root collar diameter, mm; biom: biomass gain, g; LA: leaf
area estimated from dry biomass?mTE: transpiration efficiency, mg DM 'gH,O; PT: plant
transpiration, kg KD m? leaf area; W intrinsic water use efficiency; A: net G@ssimilation rate; g
stomatal conductance for water vapor;,2WW,; at ambient C@concentration and light saturation,
pumol mol*; A light saturated A at ambient GEoncentration, umol His™; geac G at ambient C@
concentration and light saturation, mof 81"; g: mesophyll conductance for Gamol m? s%); Vemas
maximum carboxylation rate of Rubisco, umof 87; J..; maximal electron transport rate, umof m

s Amear average A calculated from daily course of gas exchange, u@ NGmea; average g
calculated from daily course of gas exchange, molsh Wiear average Wcalculated from daily
course of gas exchange, umol oA maximum A measured during daily course of gas exchange,
pmol m? s*; gmas Maximum g measured during daily course of gas exchamgém? s*; a: slope of

the response of,go light determined with daily course of gas exchang&ndd m? s*/unit of global
irradiance; Nass Nitrogen content on a mass basis, rﬁg\g,ef; nitrogen content on an area basis,’g m

Z Chl: chlorophyll content, g ) SD: stomatal density, mfn LMA: leaf mass-to-area ratio, g"m

TLT: total leaf thickness, um; UET: upper epidermis thickness, um; LET: lower epidermis thickness,

pm; PMT: palisade mesophyll thickness, pm; SMT: spongy mesophyll thickness, um.
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Introduction

Water use efficiency is a composite and complex trait that currently receives much attention from
agronomists, ecophysiologists and geneticists (see the review by Ceirmlgr2004 among others).
Water use efficiency is usually defined as the amount of biomass (or harvestable organs) produced for
a given amount of transpired water, i.e., as transpiration efficiency (TE, g DM,@). At an
instantaneous time scale, it is defined as the ratio between neasSiilation (A) and (i) leaf
transpiration, i.e. instantaneous water use efficiency or (ii) stomatal conductgndes (gintrinsic

water use efficiency (Wumol CQ mol* H,0). Based on the modelled relationship between carbon
isotope discrimination during photosynthedi$®C) and QC, (the ratio of C@ mole fractions in sub-
stomatal air spaces and in the atmospherej;aW be estimated usidg’C as an indicator (Farquhar

and Richards, 1984). Depending on plant compartments and compounds (e.g. soluble leaf sugars, bulk
leaf material, wood-extracted CeIIqusA}?C represents a time-integrated estimate (€. and of W
weighted by net CQassimilation rate. At the two extremes of the time-s@dfi§ O, of air between

inlet and outlet of a leaf gas exchange chamber would yield an instantaneous estimatipn of W
whereasA™C of wood represents a long-term integration qfdker a whole growing season with
possible contributions from storage compounds assimilated even earlier.

A™C has been widely used as an index for changes in micro-environment, as it proved very plastic in
response to changes in environment such as water availability, vapour pressure deficit or temperature.
The most striking application of this plasticity is the use of tree Afig over years and decades to
evidence year-to-year variability, as well as long term drifts in climate éBalt 1997; Duquesnagt

al., 1998; Saureet al, 2004). In addition to the large environmental influenc&bB@, intra-specific
genetic variability ofA™C was detected in crops (Farquhar and Richards, 1984; Ceh@bn2004;
Rebetzkeet al., 2006) and in trees (Guehl, 1996; Lauttial, 1997; Roupsaret al, 1998). This
genetic variability ofA™C was used as an index for genetic variability ofand hence of TE. This

may not be as straightforward as expected due to interference of processes leatfidg to
discrimination independently ofifC, (e.g. changes in mesophyll conductance or post photosynthetic
discrimination; Evangt al., 1986; Warren and Adams, 2006; Sesbtal, 2008). The simple model
relating A®C and W (Farquhar and Richards, 1984) makes the assumption that mesophyll
conductance to CQs infinite , while it has been proposed that it is of similar order of magnitude as
stomatal conductance (see reviews by Evans and von Caemmerer, 1996gtFkxd@008; Warren

2008).

Therefore, whe®\™C is used as an indicator of, W studies involving a high number of individuals
(Brendelet al., 2002; Casasolet al., 2004, Brendekt al., 2008) there is a need to check for the
tightness of the relationship between the two traits. Measuringn@/ TE is much more challenging

and time-consuming than recordiA§’C in dry matter. Westimated from leaf gas exchange is subject
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Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

to a large temporal variability and to measurement uncertainties (lack of precision of the gas exchange
techniques, Flexast al., 2007), while TE requires a careful record of transpiration with weighing or
sap flow measurement techniques and estimation of biomass accumulation using allometric
relationships.

There is only a rather small number of reports confirming that intra-specific genetic differences in
AYC were matched by differences in TE in trees (Zhang and Marshall 1994; &uah| 1996;
Roupsardet al., 1998 ; Cernusalet al., 2007), whereas comparisons with gas-exchange based
estimates of Whave been published for a number of species (e.g. Gegd, 2000 forPinus
ponderosaprovenances, Livingstoet al., 1999 for Picea glaucacrosses). The published results
usually displayed some degree of correlation, with nevertheless significant deviation from the
expected model (Pontanal., 2002).

Variation in W (= A/ g), can be controlled by either of the two traits (Farqeal., 1989). Genetic
variation of W has been studied for different tree species using gas exchange techniques, but rarely
relates clearly to one of the two traits (Zhaegal., 1993, Lauteriet al., 1997, Olivas-Garciat al.,

2000). Very few studies have attempted a more in-detail study of genetic variabiltiy aiff te
species and attribute it to related leaf level traits (Olivas-Gatrah, 2000, Grossnicklet al., 2005,
Lauteriet al., 1997). Further, few gene products have yet been found that can be related directly to
variation in W. Masleet al. (2005) have shown that the expression of the gene ERECTA influences
water use efficiency idrabidopsis thalianaThis gene affects gas exchange coordination through its
impact on leaf anatomy, such as mesophyll cell proliferation and stomatal density. It is therefore a
likely candidate gene to take into account in case of studying the natural diversity of W

Oak and in particular pedunculate o&uércus roburlL.), is a perfect candidate for addressing such
questions. A large inter and intra-specific variabilityddiC was detected in oaks. The two spees

robur L and Q. petraeaMatt. Liebl. have been demonstrated to consistently differ by 1%. when
growing in mixed populations as well as in common garden plantations (Reirabn2001, 2002).
Pontonet al. (2002) found that the correlation betweEiC and Wwas identical in the two species,
providing an argument in support of the hypothesis that the inter-specific differeA& dictually
reflected differences in WA large within-species variability was also detected in a common garden
plantation of aQ. robur, extreme values differed by as much as 4 %.. In order to clarify the genetic
determinism and identify potential genomic regions involved in the control of this variability, Brendel
et al. (2008) used a full-sib family of pedunculate oak comprising 278 siblings. A small number of
highly significant Quantitative Trait Loci (QTL) was detected AJiC, i.e., there were a few well
defined regions in the genome that contkbiC. Among these regions, a major QTL was detected
using data from 3 successive years, it explained repeatedly over 20% of the variahfffty if this

family. However, none of the QTL detected for A, @ W, was in close vicinity to this major QTL

for AY¥C. Therefore, little information was provided on the physiological causes of\'fl
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Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

variability. Given the numerous factors other thantht might contribute to the variability af°C

(see above), it was of high importance to document whether the observed variability within this family
was correlated with differences in intrinsic water use efficiency). (Moreover the variability of
transpiration efficiency remains unknown in this family.

The present study aimed at investigating the physiological and anatomical causes/bdiCthe
variability. The approach used was to concentrate on a small number of genotypes (siblings)
displaying large differences if*°C recorded from bulk leaf organic matter by Breretadl (2008), in

order to multiply the number of complementary measurements. In the present study, three genotypes
that displayed very high values &F°C during the QTL study in the field, were selected as a "hfgh
phenotype, and the same procedure was used for aA"lgehenotype. The two “phenotypes” were

grown together in a greenhouse and compared in order to test the following working hypotheses :

- the "highA" phenotype displays also larger value&b€ in wood and cellulose extracted

from the wood;

- the "highA" phenotype displays a lower intrinsic water use efficiency @d a similar

mesophyll conductance to GGompared to the “lo” phenotype;
- it also displays a lower whole plant transpiration efficiency (TE);

- lower values of Wcorrelate with higher stomatal conductance and density rather than

with lower photosynthetic capacity;

- the differences in \Wand stomatal density are paralled by differences in the expression of
the ERECTA gene

Material and Methods

Plant material and growth conditions

Clonal copies of several genotypes were sampled within the full-sib progeny of pedunculate oak
(Quercus roburL.) created at INRA Bordeaux (Scotti-Saintagrieal, 2004, Brendekt al, 2008).

The procedure described by Rousgtedl. (submitted) was used. Briefly, genotypes were selected on
the basis of\'*C measurements made during three consecutive years (2000 to 2002) in the nursery at
Bourran (South Western France). Three genotypes displaying the highest vali#& @4101, 171,

287) were selected and propagatéd rooted cuttings, as well as three genotypes with the lowest
values of A™C (N118, 136, 170). Four vegetative copies were used per genotype. This procedure
allowed to sample two phenotypes called “highand "lowA”, respectively, each comprising four

copies of three genotypes.
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Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

The complete experimental design consisted of 24 individuals overall that were placed in a greenhouse
with a randomized complete bloc design. One vegetative copy of each genotype was placed in each of
the four blocs.

The vegetative copies of the selected genotypes were produced during 2002 by UMR BioGeCo, INRA
Pierroton (South Western France) and then transferred to Champenoux (North Eastern France) during
January 2005, where they were transplanted to 10L containers with a peat and sand mixture (1/1, v/v).
A complete fertilisation (4.5 g'Lof slow-release fertiliser Nutricote T100; N, P, K, Mg; 13,13,13,2 +
trace elements and 0.2 ¢ bf lime) was provided. All individuals were watered daily to field capacity

with deionized water. Variation of air temperature was limited to the range of 15 and 25°C during the
experiment. Relative humidity (66£8%, average * standard deviation),c@@entration (401+23

umol mol*) and daily global irradiance were continuously recorded in the greenhouse. The plants
were grown under a natural photoperiod. The experiments were run from the end of February 2005 to
the middle of October 2005.

Carbon isotope composition: total organic matter, wood and cellulose.

Carbon isotope analyses were conducted on three different carbon pools: bulk leaf organic matter,
wood and cellulose extracted from wood. Sun-exposed leaves were harvested from the second and
third growth flush after measuring diurnal cycles of leaf gas exchange (see below). The harvested
leaves were stored at —80°C before being oven dried for 72 hours at 50°C and ball-milled prior to mass
spectrometer analysis.

A segment of the main stem was harvested at the level of the second growth flush. The bark was
removed and wood was oven-dried for one week at 50°C and ball-milled. Fifty mg of this powder was
used for cellulose extraction according to the method of Leavitt and Danzer (1993), modified by
Loaderet al. (1997).

Carbon isotope composition of one mg of bulk leaf material, wood and cellulose was measured using a
continuous flow isotope ratio mass spectrometer (Delta S; Thermo Finnigan, Bremen Germany). The
relative abundance ofC (%.) was expressed as:

&C=(R-Ry)/R,.1000

where R and R refer to the”*C/**C ratio in the sample and in the Vienna Pee Dee Belemnite standard,
respectively.

Carbon isotope discrimination’C) was calculated as:

AC = §°Cair — 8 Coample

where &C,; is the carbon isotope composition of atmospheric. @JC,, was assessed in the
greenhouse by growingea mayslants and recording th8*C of leaf organic matter according to

Marino and McElroy (1991)%"°C,, was found to be close to —10.05%o.
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Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

Plant growth traits and determination of transpiration efficiency (TE)

During the experimental period, the diameter at root collar was recorded weekly on each individual.
The difference between initial and final diameter (dDiam, mm) was calculated. At the end of the
experiment, the height.€, length of the longest stem) of each individual was recorded. Then plants
were harvested, divided into stems, leaves and roots and oven-dried (50°C) for one to two weeks
before being weighted. Final biomass was calculated as the sum of shoot and root biomass. From leaf
dry biomass, leaf area (LA, 3Jnwas estimated using a relationship calibrated on ten supplementary
pedunculate oaks: LA (m?) = 0.0131 + 0.0143*leaf dry weight (g) (R?=0.97; p< 0.001).

Biomass accumulation was calculated for each of the 24 individuals as the difference between the final
and initial biomass. Initial biomass was estimated from allometric relationships using data recorded on
additional vegetative copies from the same family harvested during April. These plants were cut into
individual branch segments. Diameter and length were recorded to compute the cylinder volume of
each segment. Then segments were oven dried for three days (50°C) and weighted. The resulting
relationship between volume and dry mass (Dry mass (g)=0.013%ValGme (mn?); R2=0.99;
p<0.001) allowed to estimate the initial above-ground biomass. The initial root biomass was estimated
using the estimated initial shoot biomass and the final root/shoot biomass ratio, assuming it remained
stable during the course of the experiment. Initial root biomass represented only about 4% of the final
root biomass and errors in its estimation could only have minor consequences for the estimate of
accumulated biomass.

Cumulated water use was estimated from daily weighing two potted individuals of each genotype (12
individuals overall) from April 2005 to October 2005. Pots were covered with plastic to limit direct
evaporation from the soil. Leaf-specific plant transpiration (PT, 49 iH?) was estimated as the ratio
between cumulated water loss and leaf area. Transpiration efficiency (TE, g™'DM4Q) was

computed as the dry biomass accumulated during the experiment relative to cumulated water loss.

Leaf traits
Measurements were made on fully expanded leaves of the second and the third flushes. The second

flush started at the end of April and the third flush one month later.

Photosynthesis and stomatal conductance.

Leaf gas exchange was recorded under saturating light on four sun-exposed leaves per individual (two
leaves for each flush) during August and September 2005, with an open flow gas exchange system
(Li-6400, Li-Cor, Lincoln, NE). Leaves were inserted into the chamber and photosynthesis was
induced for about 40 min at 25°C, at a le fraction of 370 umol md) a PPFD (Photosynthetic
Photon Flux Density) of 1200 pmols?, and an air flux of 300 pmof's Light-saturated net GO
assimilation rate (4, pmol CQ m? s‘l) and stomatal conductance for water vapgy, (gol H,O m?
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250 s%) were recorded and used to compute intrinsic water-use efficiency under saturating irradignce (W
251 pmol CQ mol* H,0). Afterwards, for one leaf per flush, a response curve of A tortxle fraction

252 in intercellular air spaces (Qumol mol') was recorded with the following procedure: £@ole

253 fraction was gradually decreased from 370 pmol’nol50 umol mot in five steps, and afterwards

254  increased from 370 pmol mbto 2000 pmol malin five steps. During each step, four minutes were

255 allowed for gas exchange stabilization. Environmental parameters, as well asad & were

256 recorded three times during each step. These @Axu@es were used to adjust the photosynthesis model
257 of Farquhaet al. (2001) producing estimates of maximal RuBP carboxylation ratg,(\@mol CQ

258 m?2s") and maximal electron transport ratg.(Jumol € m?s?) as described by Dreyet al. (2001).

259  The adjusted model did not explicitly include mesophyll conductance idd;@ol CQ m?s?), and

260 the computed values represent therefore apparent valueg,Qfavid J.x under the hypothesis of

261 infinite g. With the same A-Ccurves, the procedure developed by Ethier and Livingston (2004) was
262 used to compute;gand to derive unbiased estimates qf, ¥ and J.. Unfortunately, the fitting

263 procedure with the three parameters \§max and ax did not always produce reliable data and

264 therefore unbiased estimates were computed for 27 out of the 36 curves.

265

266 Daily courses of net assimilation rate, stomatal conductance and intrinsic water-use efficiency

267

268 Eight daily time-courses of leaf gas exchange (\wgre recorded during September and October
269 from 8am to 7pm with a portable photosynthesis chamber LiCor 6200 (LiCor, Lincoln, USA). During
270 each time-course gas exchange of sun-exposed leaves were measured on the six individuals of a bloc,
271 either from the second or the third growth-flush, resulting in 14 to 24 points per day, leaf and flush.

272 During each time-course (one day of measurement), one flush of the six individuals of one bloc was
273 analysed, yielding therefore eight days of measurement (two flushes x four blocs). To test the
274  repeatability of the data, one time course was repeated on two consecutive days. No significant day
275 effect was detected using a pairwise t-test for A andhtp. Means were therefore used for the bloc

276 and flush measured during these two time-courses.

277 Length and width of the leaves were measured and their product was used to estimate leaf area using a
278 relationship previously obtained on 30 leaves representing a large range of areas:

279 Leaf area = 0.39 + 0.55* length*width (R2=0.98; p<0.001)

280 Mean values of A, gand resulting W(Amean Omean@nd Wiean respectively) as well as the maximum

281 stomatal conductance(g) and maximal net assimilation rate.{£) were recorded on each flush of

282 each plant.

283 The response of stomata to the increase of light in the morning was calculated using daily time course
284 data: minimum g(gs;, before 10am) and maximum (gs,, before 3pm) as well as corresponding

285 values of global irradiance (respectivelyahd }) were used to calculate a slope=(gszgs1)/(12-11)).

286  This estimator (thereafter called™) was expressed in moL& W*s™.
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Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

Chlorophyll and nitrogen content, leaf mass-to-area ratio

Chlorophyll content per unit leaf area was estimated using a CCM-200 (Chlorophyll Content Meter,
Opti-Sciences, Hudson, NH, USA). Total chlorophyll content per leaf area (Chf) avas derived

from CCM readings (CCI) using the following relationship calibrated for oak using biochemical
chlorophyll extraction according to Barnetsal. (1992):

Chl (g m® = 0.021 (CCl unit) + 0.05

Chlorophyll content was recorded weekly on 10 leaves per individual with three replicates on each
leave for the second flush between April and July. A least-square mean, generated from an Analysis of
Variance model taking into account the date effect, was computed for each flush and individual.

Leaf mass-to-area ratio (LMA, g'fhwas obtained from 3 to 10 leaves per flush and individual. Area

of fresh leaves was measured with a Leaf Area Meter (Delta-T Devices Ltd., Cambridge, U.K.). LMA
was estimated after drying the leaves at 50°C for 72h. Leaf nitrogen content on a mass,hasisgg(N

N g*) was measured with an elemental analyser (Carlo Erba NA 1500 NC, Rodano, Italy) on the
leaves used foA™*C measurements, and leaf nitrogen content on an area basisgW m? was

calculated from Nassand LMA.

Leaf anatomy and stomatal density

Overall 14 discs (1 chwere punched from three leaves per individual for measuring stomatal density
and leaf anatomy and were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C.
Microphotographs were made with a scanning electron microscope (LEO 1450 VP, Cambridge, UK;
20-30 Pa inside chamber, accelerating voltage 15 KV, working distance 12 mm). One
microphotograph of the abaxial epidermis (1.7 mmg?) of nine discs from three different leaves was used
to estimate stomatal density (SD) using Scion software (Scion Corporation, USA).

On the five other disks (1 &n four semi-thin cryo sections were photographed per disk to record
anatomical features using the Visilog 6.3 software (Noesis, France): total thickness (TLT, um), and
thickness of palisadic and spongy mesophylls (PMT and SMT, respectively), upper and lower
epidermis (UET and LET, respectively). Leaf density (Dens, &)cwas computed as the ratio

between LMA and leaf thickness.

ERECTA expression

Five leaves were harvested from the top of each individual during a sunny day of October 2005
between 8h00 and 10h30. Leaves were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C

before analysis. Total RNA of each phenotype from each bloc (i.e., the five leaves of each of the three
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Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

genotypes) was extracted in triplicate following the method described by Le Peb\ais(2007).

RNA quality and quantity were estimated by spectrophotometry and visual inspection on 2% agarose
gel. To eliminate the residual genomic DNA present in the samples, RNA were treated with RNase
free DNase RQ1 (Promega®, Madison, WI, USA). One microgram of total RNA was then reverse
transcribed using Improm-lITM reverse transcription system (Promega®) according to the
manufacturer’s instructions. After reverse transcription, the cDNA solution was diluted ten fold before
Q-PCR analysis. Q-PCR reaction and quantification were performed on a Chromo4™ Multicolor
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, CA, USA) following the
procedure described by Pawh al. (2008). PCR primer pairs were designed using the primer2
software (Rozen and Skaletsky, 2000) for the ERECTA gene and a control gene corresponding to an
oak actin protein. Primers were designed to have an optimal size of 20 bp (18-22 bp), GC content of
40-60%, and Tm of 60°C. Other criteria such as primer self-annealing were also taken into account.
Olignonucleotides were synthesized by Eurogentec (Liege, Belgium). Primer pairs are listed below:
Erecta Forward: 55TGCAAGCCAGTGCTATCAAG3

Erecta Reverse: 5CCATGAAGCAGATCCCAAAGS

gPCR and data analysis were performed following the procedure described byetPaivi2008).

Briefly, data were analysed using the Excel (Microsoft) macro GENEX v1.10 (Gene expression
Analysis for iCycle iQ® Real-time PCR Detection System, v1.10, 2004, Bio-Rad Laboratories), using
the methods derived from the algorithms of Vandesongtele (2002).

Differences in ERECTA expression between “ldd and “high A” extremes were analysed
simultaneously for blocs 1, 2 and 4, whereas a different Q-PCR was performed for the third bloc.

These data are not comparable and thus significant differences were not tested.

Statistical analyses

Response variables were analysed with a linear mixed model to deal with the covariance structure of
the data. For analysing whole plant responses, only "phenotype" was treated as fixed whereas "Bloc"
and "Genotype" were treated as crossed random effects. For leaf responses, "flush number" was added
as fixed effect as well as its interaction with "phenotype" whereas "Bloc" effect was treated as random
crossed with both random effects "Genotype" and "Individual" nested in "Genotype". In the latter case
when interaction was found to be non significant, the analyses were rerun after removing the
interaction in the fixed part of the model.

All models were fitted with R 2.7.2 (R Development Core Team, 2008) software, and namely the
"Imer" function from the library "Ime4" (Bates al., 2008). For testing fixed effects, a MCMC sample

was drawn from the output of the fitted model, and an effect was declared significant when its 95%

highest posterior density interval did not contained zero.
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Figure 21: Means (+ 95% confidence intervals) in the two phenotypes Adwopen bars) and “high\”
(closed bars) of: (a) carbon isotope discrimination recorded in bulk matter of leaves from the AEGn) (
and the third £®Cy.) growth flush, in wood4'*C,) and in the cellulose extracted from the woaHC.); (b)
transpiration efficiency (TE); (c) intrinsic water-use efficiency calculated as nga&€milationvs. stomatal
conductance from light-saturated leaf gas exchangg) (@t leaves from the second and the third growth flush.
Stars indicate significant differences between phenotypes (p<0.05). No difference was recofdd@, fand
W4 between the two growth flushes.

20
u n
s u Figure 22: Net CQ assimilation rate (4) vs.
H-'; 15t u " stomatal conductance for water vapog,\gunder
o - o o g " ambient CQ and saturating irradiance. Open and
EN o " closed symbols: “lonA” and “high A” phenotype,
8 10 r respectively. Values from'and the 3 flushes are
S represented with circles and squares, respectively.
§ 5| Each point represents an individual value qf;A
= and g« A non-rectangular  hyperbola:
< f\sat:(19+104*gaf((19+104*ga92-2.8*19*104*gsaa
0 - - - - /1.4, R2=0.78 was adjusted.
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
s (Mol H,O m? s™)
Mean = s.d.
Low vs high effect
“low A" “high &

Biom 371+133 (12) 370+102 (12) -

dDiam 11.5+2.3 (12) 14.242.2 (12) *

Height 2.0+0.6 (10) 1.7%0.5 (10) -

LA 0.770.22 (12) 0.73+0.18 (12) -

PT 82.619.5 (6) 109.7+14.2 (6) *

Table 12: Means * standard deviations (s.d.) and p-level values for the difference betweek’ “low

and “high A" phenotypes for: biomass gain (Biom, g), diameter increment during the experiment

(dDiam, mm), length of the main stem (Height, m), total leaf area (LA, and cumulated
transpiration on a leaf area basis (PT, k9.iThe number in brackets refers to the number of plants in
each phenotype used for computing average values and testing loghwsffect.
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Results

AYC in different compartments.

Carbon isotope discriminatiod\'C) recorded in the three carbon pools: bulk leaf organic matter,
wood, and cellulose extracted from wodd*C,, A°C,, andA™*C,, respectively) differed significantly
between the two phenotype&™C being higher in the "high\" phenotype independently of the
carbon pool measured (Figure 21). The difference was as high as 2%. in all compartments, which
would translate, according to the model (Farquhar and Richards, 1984), into a 30% difference of
intrinsic water-use efficiency (W Leaves from the two growth flushes displayed very close values of
A¥C (no flush effect was observed fAt*C,). Wood A™*C values were lower by 3.5%. and cellulose

by almost 4.5%., compared to leaf material.

Transpiration efficiency (TE)

Transpiration efficiency (TE), recorded as the ratio of accumulated biomass on cumulated water use,
was significantly higher in the "lo&" compared to the “high” phenotype (5.5s 4.8 mg &, i.e., a

16% difference, Figure 21). Table 12 displays water use and biomass accumulation in the two
phenotypes during the experimental period. Biomass production and growth were large and no bloc
effect was detected (homogeneity over the whole experimental design). Biomass production, height
and leaf area were not significantly different in the two phenotypes, with a large intra-phenotype
variability. "High A" displayed a slightly larger diameter at root collar. The cumulated water use was
stable among blocs (p=0.53) and was much larger in "Wghdespite some intra-phenotype
variability. When expressed relative to total leaf area, cumulated transpiration (PT) was still

significantly higher in "high\".

Leaf gas exchange under saturating irradiance.

Under saturating irradiance and ambient,Clarge differences were recorded between the two
phenotypes, "lowA" displaying consistently smaller values afAnd g whether on leaves from the
second or the third flush (Table 13). This resulted nevertheless in the very clear differenge in W
shown in Figure 21. \; was 58% and 78% higher in the "ldW phenotype for the second and the
third flush respectively (Figure 21). No flush effect was observed fgr Te data for both flushes fit

to the same 4 (0s) trendline in Figure 22. This trendline displayed a severe curvature and a
saturation at the highest values gf; gielding significantly smaller values of /for the individuals

with the "highA" phenotype.

No differences were found between the phenotypes for maximal carboxylation velggity, (veither
under the hypothesis of infinite mesophyll conductance te @@parent V. or for g-corrected

values (Table 13). Light driven electron flux.{J was significantly higher for “hig\” for both,
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"low A" "high A" "low A" "high A" low vs flush Int.
high
gas exchange
Asat 10.3+1.1(9) 14.2 +2.0 (8) 10.4+2.2 (9) 15.5+2.4(9) * - -
Osat 0.12 £0.02 (9) 0.27 £0.06 (8) 0.13£0.05 (9) 0.33£0.09 (9) * - -
Apparent Vemax 66.0 £15.0 (9) 71.7£11.8 (8) 65.6 + 8.8 (9) 74.4 £10.1 (9) - - -
Apparent Jmax 161.2 £26.1 (8) 174.6 £31.3 (8) 155.6 £17.3 (9) 187.2 £26.2 (9) * - -

Corrected Vemax

Corrected Jmax

Mean (+s.d.) for the 2 ™ flush

110.3+18.9 (2)
169.4 +38.7 (2)

116.6 +22.7 (8)
183.6 +34.0 (8)

Mean (+ s.d.) for the 3 ™ flush

105.1 + 26.8 (6)

164.4 + 16.2 (6)

144.8 +29.7 (9)
204.3 +32.4 (9)

Statistics

gi 0.17 +0.01 (2) 0.19 +0.07 (8) 0.18 +0.06 (6) 0.18 +0.06 (9) - - -
daily course

Wmean 114.8 £32.8 (12) 83.5+29.5(12) 111.3 £24.3 (12) 74.6 +25.7 (12) * - -
Amean 9.8+1.7 (12) 10.2 2.0 (12) 9.7 +3.4 (12) 13.9 +2.6 (12) * * *
Omean 0.09 +0.03 (12) 0.14+0.06 (12)  0.10+0.05 (12) 0.22 +0.10 (12) * * *
Amax 13.5+2.7 (12) 15.1+3.7 (12) 13.0 +4.1 (12) 18.1 +3.3 (12) * - -
Omax 0.16 £ 0.05 (12) 0.24 £0.09 (12) 0.16 £ 0.06 (12) 0.35+0.15 (12) * * -
a 4.4+25(12) 11.5 + 6.0 (10) 5.0 +2.5(12) 11.1 4.3 (11) * - -
structural traits

Nmass 34.1+3.4(12) 29.8 +£4.8 (10) 36.6 £3.4 (12) 31.443.1 (12) * * -
Narea 3.0+0.5(12) 2.8+0.5(10) 3.5+0.6 (12) 3.6+0.6 (12) - * -
Chl 0.89£0.13 (12) 0.78 £0.16 (12) 0.87 £0.19 (12) 0.77 £0.14 (12) * - -
TLT 140 + 7 (12) 147 +10 (12) 148 +17 (12) 155 + 12 (12) - * -
UET 11.8 +0.6 (12) 11.6 +1.0 (12) 12.2 +1.2 (12) 12.1+1.0 (12) - - -
PMT 55.7 + 3.3 (12) 60.9 +5.0 (12) 51.1+5.1 (12) 56.1 +5.8 (12) * * -
SMT 62.9+4.9 (12) 65.4 £6.6 (12) 74.7 £10.6 (12) 76.6 +6.3 (12) - * -
LET 9.5+0.6 (12) 8.9+0.4(12) 9.8+0.9(12) 10.0 £ 0.6 (12) - * *
Dens 0.57 £0.08 (12) 0.57 £0.07 (12) 0.63 £0.07 (12) 0.63 £0.04 (12) ) * -
LMA 79.6 +11.4 (12) 83.6 9.2 (12) 92.2 +10.7 (12) 97.1+7.4(12) - * -
SD 412 + 46 (12) 461 +48 (12) 483 +97 (12) 531 + 63 (12) - * -
SD* 412 + 46 (12) 461 + 48 (12) 462 + 67 (11) 531 + 63 (12) * * -

Table 13: Statistical analyses for traits measured at the leaf level. Significant differences at 95% level between the two pheno
“low A" and “high A", flushes and extreme*flush interaction are indicated by “*". Values for traits with a significant extreme effec
are in bold: Ay (umol m? s?): net CQ assimilation rate, and,g(mol m? s*): stomatal conductance for water vapour, both measured
under ambient C@and light saturation; ¥ax(imol m? s1): maximum carboxylation rate of Rubiscg;J(mol m? s%): maximal
electron transport rate; @nol m? s%): mesophyll conductance to GWmean (LMol mol'): average W Amean (LMol m? st): average

A and gean(mMol m? s1): average gas computed from daily courses of leaf gas exchangg;(Amol m? s1): maximum A, gax (Mol

m? s%): maximum g, both measured during daily courses of gas exchan(E* mol m? sY/unit of global irradiance): slope of the
response of go light determined with daily course of gas exchanggsmg g%): nitrogen content on a mass bablg,. (g m?):
nitrogen content on an area basis; Chl (§):nthlorophyll content; TLT (um): total leaf thickness; UET (um): upper epidermis
thickness; PMT (um): palisade mesophyll thickness; SMT (um): spongy mesophyll thickness; LET (um): lower epidermis thickn
Dens (g cri): foliar density; LMA (g n¥): leaf mass-to-area ratio; SD (rifinstomatal density; SD* : without outlier datapoint.
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apparent and corrected values. This is in agreement with the lack of a significant difference for
mesophyll conductance for GQ@y) between the phenotypes.

Diurnal courses of leaf gas exchange

The two phenotypes displayed significantly different diurnal courses of leaf gas exchanger(d, g
W,, Figure 23). The differences were obvious in the morning when the Mighenotype displayed
much higher gthan “lowA”. In the afternoon, gdecreased for “high”, whereas it remained almost
stable throughout the day for “lo' (Figure 23a). Net COassimilation was slightly larger in “high

A" but the diurnal course of A was quite similar for the two phenotypes (Figure 23b). As a result, W
was lower in "highA" throughout the day (Figure 23c).

Mean and maximal values for A; gnd W (Table 13) were calculated from the diurnal time courses.
Maximum as well as mean gnd A were significantly higher for “high” compared to “lowA”. For
Ameana@nd Gheanthe difference was significantly higher for the third compared to the second flush. The
difference in A was smaller compared tagd thus a significantly lower M, ,was detected for “high

A" compared to “lonA”. Relative differences between the two phenotypes, calculated frag, W
were 37% and 49%, for thé“2and the ¥ growth flushes, respectively. The response of gs to the

increase in irradiance in the mornireg (vas significantly higher for “high” compared to “lonwA”.

Leaf structure

With the exception of Chlorophyll content (Chl) and upper epidermis thickness (UET), all structural
leaf traits showed a significant flush effect, which was similar for both phenotypes (Table 13). Only
for lower epidermis thickness (LET), the difference between phenotypes inverted between second and
third flush. A significant difference between phenotypes was only detected,fgr@hl and palisade
mesophyll thickness (PMT), with higher values for “hi§hcompared to “lowA” for all three traits

(Table 13).

No significant difference was detected between phenotypes for stomatal density. This was mainly due
to one outlier datapoint of individual (101 bloc C) for flush 3 with very high SD (71%;reee also

the high standard deviation for the “la mean for flush 3 in Table 13). When this outlier was
removed, a significant difference was observed between phenotypes (SD* in Table 13), with a higher
stomatal density for “lowA”. Further, when flush 2 was analysed separately (analysis not presented), a

significant difference was observed between phenotypes for SD.
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Figure 23: Example of one daily course of (a) stomatal conductance for water vaphu(bjgnet CQ
assimilation rate (A) and (c) intrinsic water use efficiency)(@mputed as the ratio A/gn "low A" (open
symbols) and "higiA\" individuals (closed symbols). Measurements were made durihdudt 2005 on leaves

of the 3% flush. Each point is the average for each phenoype + standard deviation. The dashed line repre
the daily course of global irradiance in the greenhouse.
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S Figure 24. Leaf ERECTA transcript levels, expressed
8 4r relative to expression of control gene, for “Ié (open
g 3 bars) and “highA” (closed bars) phenotypes. For each
< | extreme of each bloc (constituted therefore by one
5 51 vegetative copy of each three genotypes for one
4 extreme), ERECTA expression resulted from the
ol I I H I l analysis of a pool of several leaves per genotype.
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Expression levels of the ERECTA gene
The expression of the ERECTA gene, relative to the control gene, was analysed for both phenotypes
for all blocs separately. The same trend was observed for the four blocs (Figure 24) with a 1.78 to 4

times higher relative expression level of the ERECTA gene for Abwompared to “higid\”.

Discussion

In this study, we decomposed the complex trait "water-use efficiency" into its main components, and
checked whether théC isotope discriminatiom¥*C) recorded from th&C content in dry matter was

a valid estimator for the intra-specific genetic variability of this trait. The sampling of two phenotypes
with high or lowd"C, using previously recorded data iQaercus roburfull-sib progeny (Brendest

al., 2008), allowed to represent the variability within this progeny by a small number of individuals
and therefore enabled a large number of measurements to document the phenotypic differences.

A™C recorded in the different carbon pools (organic matter, wood and wood cellulose) differed
significantly (2%0) between “lowA” and “highA” phenotypes. This difference was stable across the
carbon pools used and matched the results of a preliminary study with the same genotypes, but based
on soluble sugars and starch in leaves, i.e., on pools with a faster turnover rate (Boaksel
submitted). These results taken together confirm the stability of the isotopic signature of the tested
genotypes, and the tight genetic control over this signature. They confirm also that the signature is not
blurred by post-photosynthetic discrimination that is known to occur during the synthesis of lignins or
other compounds from photosynthetates (Bowdingl., 2008). Furthermore they support the idea that

the discrimination processes yielding such differences do not just display a transient expression during
a given stage of development, but that they probably act over the whole life cycle of leaves as shown
by the stability of the inter-phenotype differences among compounds with short (soluble sugars) and
long (wood, starch, cellulose) turn-over times.

The data showed also that these differenceAfE were closely matched by differences in W
estimated from leaf gas exchange measurements under ambiead€aturating light, or from mean
values (weighted by net G@ssimilation) recorded during diurnal cycles of leaf gas exchange. The
two methods yielded rather close values for the "Advphenotype, independently of the growth flush

from which the leaves were sampled, and divergent values for the&Xhigiienotype. The difference
between phenotypes was around 50% for the first method, and 30-40% for the second one. This lies in
the range of values expected from #WEC values, and strongly supports the hypothesis that the
variability of A*3C recorded in the full-sib family by Brendet al, (2008) was to a large extent due to

the variability of W among the full-sibs. Nevertheless, at this stage it cannot be excluded that other
processes, like mesophyll conductance ta @) could also contribute to the observed variability of

A™C. The overalA™C during carbon assimilation is dependent on the @Bcentration at the sites
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465 of carboxylation (g and G is strongly dependent on (Farquharet al1984) . However, no

466 difference was found for,gas estimated from adjustingtg A-C; curves concurrently to Max and

467  Jnax (Ethier and Livingston 2004, Warren and Dreyer 2006). The adjusted values were around 0.18
468 mol m?s?, i.e, in the same order of magnitude as stomatal conductance. Such values are in broad
469 agreement with published values (Evans and von Caemni®@s) and match those produced for

470 oaks with a fluorescence-gas exchange technique (Rougsald 1996). The lack of difference

471 between phenotypes, although one cannot conclude to a definitive dismissaka gontributor to

472 diversity in AY™C, nevertheless shows that this contribution is probably small. Additional
473 measurements might be required to definitely support this point.

474 A clear confirmation that the observed differencedC and in W were related to differences in

475 transpiration efficiency (TE) was also provided. TE is an unambiguous estimate of water use
476 efficiency integrated over a full growth season at whole-plant level. Such direct and unambiguous
477 confirmations are rare, especially for forest tree species, and were produdedixXooccidentalis

478 (Zhang and Marshall, 1994Populus davidianaZhanget al, 1995), maritime pine (Gueldt al,

479 1996), an African acacia (Roupsatdal., 1998) and a tropical pioneer tree (Cernustaél, 2007). In

480 our study, the inter-phenotype difference in TE reached 16%, which is smaller than the estimates using
481 A™C and W. This might be due to the fact that the instantaneous measurements concentrated on sun
482 leaves as well as clear, sunny days, whereas TE also integrates the gas exchange of shade leaves and
483  of overcast or rainy days. Moreover, TE depends not only dout\also on the fraction of carbon lost

484 by respiration, the fraction of water lost during non-photosynthetic events (nocturnal stomata opening,
485 cuticular transpiration or soil evaporation), and vapour pressure deficit (Farquhar and Richards, 1984).
486 In our study, the environmental effect was limited by the experimental design, as well as the use of
487 several copies to calculate genotype means. Vapour pressure deficit was similar and cannot be the
488 cause of inter-phenotype differences. Nevertheless, inter-phenotype variations in the fraction of carbon
489 lost by respiration or water losses during night-time, cuticular and stem transpiration are conceivable.
490 Differences in these traits may therefore lead to the observed differences between TE and either W
491 A™C, but this would require further confirmation.

492 Gas exchange measurements provided additional information about the processes involved in the
493 intra- specific variability of W Net assimilation rate (A) was higher in “hig#i, which is counter

494  intuitive with lower W. Indeed, higher stomatal conductance resulted in slightly increased A, solely
495 due to smaller stomatal limitations of photosynthesis, and not due to higher photosynthetic capacity
496 per se Indeed \inax and g did not exhibit any differences, while maximum light driven electron flow

497  (Jnay Was smaller in « lowA », possibly as a result of a down-regulation of the investments into
498 thylacoid components due to permanent stomatal limitation of photosynthesis. Nevertheless, our data
499 allowed to reach a firm conclusion: the two phenotypes did not differ in photosynthetic capacity, but
500 in stomatal control of photosynthesis and W
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The difference found for stomatal conductance under controlled conditions was confirmedstiy

diurnal time courses: “lowA” showed a lower maximums gompared to “highA”. Within species
genetic differences in diurnal time courses of gas exchange have already been sirsgndotsuga
menziesii (Zhanet al., 1993), where differences between varieties inWiere largest in the middle

of the afternoon. In our study, however, the difference jm#$ largest in the morning, which, other

than related to the difference ig.g could probably be due to the observed difference in stomatal
behaviour during stomatal opening in the morning. As stomatal opening in the morning is due to
increasing irradiance, differences observed between the phenotypes might be due to different
sensitivities of the stomata to irradiance. However differences in stomatal sensitivity to relative
humidity or temperature cannot be excluded.

The important role of stomatal control of water use was confirmed by differences in TE : the two
phenotypes did not differ in biomass allocation or in transpiring leaf area (both were similar in the two
phenotypes) , but in leaf specific water use. This result at whole plant scale strongly supports the
major role of stomata in determining the differences jrakid TE.

Variation in maximum stomatal conductance has been related theoretically to differences in stomatal
density (Nobel, 1999), which has been observed for different poplar species (Reich, 1984), but this is
not necessarily a common observation (Olivas-Gatcel., 2000). Here, when excluding one plant

with very high values of stomatal density from the analysis, both growth flushes showed a higher
stomatal density for the phenotype with higher stomatal conductances (maximum or mean values).
One of the gene products known to be involved in the regulation of stomatal density by inhibiting the
differentiation of epidermal cells into guard cells is the gene ERECTA (Bergmann, 2006). It has also
been linked to genetic differences in water use efficiency among clondglmiflopsisthaliana
(Masle et al., 2005). Most of the studies on expression of ERECTA were done on mutafits of
thaliana not providing any evidence that allelic or expressional diversity of this gene can be observed
in natural populations. Here, we have shown an intraspecific diversity in the expression of this gene in
mature leaves of a widespread forest tree species. The current understanding of the functioning of
ERECTA (Bergmann, 2006) is that higher expression should result in lower stomatal density. This
was observed in our study, where phenotypes with a higher expression of ERECTA showed lower
stomatal density. The higher expression of this gene in extremes with higher water use efficiency is

also in agreement with the study of Madl@l. (2005) made on mature leavesAslbidopsismutants.

Conclusions

The phenotypes, which had been selected on A% data, effectively showed the expected
differences in wood and cellulo$e®C, suggesting little perturbation of the signal recorded during

carboxylation by post-photosynthetic discrimination. The study also showed that the diveA$iy in
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recorded within this pedunculate oak family closely matched two independent estimates of water use
efficiency: intrinsic water-use efficiency (\and transpiration efficiency (TE). This strongly supports

the use ofA™®C as an efficient indicator of Wor screening the genetic variability in this species.
Moreover, our results suggest that there was no perturbation caused by a potential intra-specific
variability of the parameters involved in the theoretical relations among these three estimates of water
use efficiency, such as for example mesophyll conductance 10AT@ plant level, diversity in water

use efficiency was rather related to consumption of water than to biomass production. This finding
was corroborated on the leaf level, since the observed diversid;}%h and W was linked to
differences in stomatal conductance rather than in photosynthetic capacity. Differences in stomatal
density as well as in stomatal dynamics might be causes for the observed diversity in stomatal
conductance and will need to be investigated in more detail. The diversity in the expression of the
gene ERECA has given a first indication on a supposed mechanisms causing diversity in stomatal
density.
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I.5 Conclusions

Dans cette famille de chéne pédonculé, une forte variabilité intra-spécifique de I'efficience d'utilisation
de l'eau a été trouvée. L'analyse des différences entre génotypes des valeurs de discrimination
isotopique du carbon@{’C) a permis de montrer que ces différences étaient trés stables quelles que
soient les conditions environnementales. Ces résultats sont donc en accord avec les travaux de Torti
(2005) et de Brendel et al2008) qui ont démontré le déterminisme génétiquaA’de dans cette

famille & l'aide d'études de génétique quantitai\éC représente théoriquement une estimation de
I'efficience d'utilisation de I'eau intrinséque ;JWitégrée dans le temps et pondérée par I'assimilation.

De par la relation qui lie W l'efficience de transpiration (TE, intégrée dans le temps et a I'échelle de

la plante entiére)A™C est aussi théoriquement corrélé a TE. Dans le cadre de ce travail, I'efficience
d'utilisation de I'eau a été analysée a l'aide de ces trois méthodes. Les résultats relatifs a chacune de ces
méthodes sont cohérents: I'estimation dep# A'*C était valide, de méme que l'estimation de TE.

Ces résultats ont donc montré que les différences entre génotypes obsedv€€srefiétaient des
différences en \Wet méme en TE. Ainsi, le déterminisme génétique décrit AL reflete un

déterminisme génétique de Bu de TE.

La premiere étape du projet dans lequel s'inscrivait cette thése consistait a trouver le(s) trait(s) qui
contribuai(en)t le plus a la variabilité génétique intra-famille observée en conditions non-limitantes.
D'aprés nos résultats, dans cette famille de chéne pédonculé, cette variabilité semble étre fortement
conditionnée par une variabilité de conductance stomatique pour la vapeur ¢'eBn (@nditions
non-limitantes, un génotype présentant une forte efficience d'utilisation de l'eau est ainsi caractérisé
par une faible conductance stomatique, une faible assimilation, et une faible transpiration a I'échelle

"plante entiére", sans pour autant que la production de biomasse soit affectée.

Les deux études concernant les phénotypes extrémes ont permis de décomposer plus finement la
variabilité d'efficience d'utilisation de l'eau observée au sein de cette famille. Les génotypes du
phénotype "N" ont été choisis sous I'hypothése que I'assimilation nette,dx@iQuait la variabilité

de W/A™C observée. Cette hypothése a été formulée suite a la colocalisation de QTL pour la teneur en
azote, la chlorophylle ét**C au niveau d'une méme région génomique située sur le groupe de liaison
2m (Figure 8). Or, plusieurs éléments permettent de pencher en faveur d'un contrgl@atelaV

conductance stomatique pour la vapeur d'egu (g

0] Aucune différence d'assimilation nette de, (@) n'a pu étre mise en évidence pour le

phénotype "N" (chapitre 1.4.2.1). Méme si les résultats n'ont pas été présentés dans ce
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Figure 25: Photographies de la surface abaxiale de deux extrémes aj"I¢waractérisé par une
faible conductance stomatique), et b) "hif§h(caractérisé par une forte conductance stomatique).
Photographies réalisées par N. Ningre (UMR INRA-UHP EEF), a I'aide d’'un microscope électronique
a balayage.
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(ii)

(iii)

(iii)

manuscrit, le phénotype "N" a été a nouveau étudié pour les traits analysés dans le
chapitre 1.4.2.2. Les résultats sont identiques a ceux acquis dans le chapitre 1.4.2.1: les
extrémes ne présentent aucune différence phénotypique pour I'ensemble des caractéres
examinés, quelle que soit I'échelle d'investigation.

Pour le phénotyped", les différences entre extrémes observées allaient a I'encontre d'un
contréle de Wpar A, puisqu'un fort \Wétait associé a une faible assimilation nette de
CO..

Le contréle de gsur W s'exprimait aussi a I'échelle plante entieére ou aucune différence
entre extrémes n'a pu étre détectée pour l'accumulation de biomasse, alors que la
transpiration totale par unité de surface foliaire était plus faible pour les génotypes a forte
efficience de transpiration (chapitre 1.4.2.2).

Pour le phénotypel", des différences significatives entre extrémes ont été observées
pour I'ensemble des trais relatifs a la conductance stomatique. Nous avons ainsi montré
gue l'extréme "lowA" caractérisé par une faiblg grésentait une densité stomatique plus
faible (selon la pousse étudiée) que I'extréme "Algtchapitres 1.4.2.1 et 1.4.2.2) (Figure

25). Nous avons aussi montré que les génotypes étudiés présentaient une variabilité de
réponse de ga l'intensité lumineuse et que cette variabilité était liée a une variabilité
intra-spécifique de Wchapitre 1.4.2.2). Ainsi, un génotype présentant unéleyée en
conditions saturantes de lumiére répondait plus fortement a 'augmentation de PAR. En
annexe 1, nous avons montré pour sept génotypes de chéne pédonculé que la variabilité de
s Etait aussi liée a une variabilité de réponse drigléficit de pression de vapeur d'eau
entre la feuille et 'atmosphére (VPD). Les génotypes caractérisés par ung e gn

faible VPD (<1.5kPa) étaient aussi ceux qui étaient les plus sensibles au VPD. Ces
résultats confirmaient donc I'étude de Breratedl. (2008) dans laquelle une variabilité de
réponse degau VPD a été observée dans cette famille de chéne pédonculé. En compilant
les résultats du chapitre 1.4.2.2 et de l'annexe 1, il semblerait donc que, dans cette famille
de chéne pédonculé, un génotype caractérisé par une forte conductance stomatique en
condition saturante de lumiére et pour un VPD<1.5kPa présente une sensibilité de réponse
a la lumiere et au VPD plus importante qu'un génotype caractérisé par une Sfdinhs g

les mémes conditions. Ce résultat n'est pas étonnant, puisque, les mécanismes contrdlant
les mouvements des stomates en réponse a la lumiére et au VPD sont communs (Grantz &
Zeiger, 1986). De la méme facon que dans notre étude, Grossnickle & Fan (1998) ont

montré que la variabilité de réponse des stomates a la lumiére était liée a une variabilité de
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réponse des stomates au VPD chez des clones d'épifatess dlauca(Moench) Voss x
Picea engelmanniParry ex Engelm.): le clone qui répondait le plus au VPD était aussi

celui qui répondait le plus a la lumiére.

Outre la caractérisation phénotypique de ces extrémes, une approche génomique développée par
'UMR BioGeCo (INRA Bordeaux) a permis d'étudier les différences d'expression de géne candidat
sur des échantillons de I'expérimentation de 2005. Le chapitre 1.4.2.2 présente donc des données de
génomique obtenus par G. LeProvost (UMR BioGeCo, Bordeaux) sur I'expression du géne ERECTA.
Ce géne a été identifié chdrabidopsiscomme étant un élément important de régulation de
I'efficience d'utilisation de l'eau (Masle et ,aR005), puisqu’il affecte la coordination entre
l'assimilation nette de Gt la conductance stomatique pour la vapeur d'eau. Son influencessur g

fait via le développement stomatique. En effet, lorsque ce géne est exprimé et que la protéine n'est pas
modifiée dans sa séquence d'acides aminés, la densité stomatique et la conductance stomatique sont
plus faibles (Masle teal., 2005; Bergmann, 2006). D'autre part, le produit de ce géne affecte
l'assimilation nette de GOPar comparaison aux mutants complémentés par le géne non muté, les
mutants caractérisés par une absence de transcrits ou par la synthése d'une protéine modifiée
présentent une assimilation nette de,@l0s faible (alors ques@st plus forte), parallélement & des
valeurs de Vhax €t de Jax (respectivement la vitesse maximale de carboxylation de la Rubisco et le
flux maximal d'électrons) plus faibles. Au niveau anatomique, les mutants non complémentés
présentent une désorganisation du mésophylle conduisant & une diminution des contacts cellulaires, et
une déficience du nombre de cellules par unité de surface foliaire ce qui influence le volume d'espaces
intercellulaires et peut donc agir sur les conductances internes,a@n@base gazeuse.

Compte tenu de son effet sur I'efficience d’utilisation de I'eau érabidopsis et du fait que ce géne

a des homologues chez de nombreuses espéces (riz, orge, peuplier, chéne pédonculé...), il constituait
donc un candidat potentiel dans le cadre de cette étude sur la variabilité intraspécifique de I'efficience
d'utilisation de l'eau chez le chéne pédonculé. Ce géne s’exprime préférentiellement dans les
méristémes et les feuilles jeunes cheabidopsis(Masleet al., 2005). Cependant, travailler sur des
feuilles jeunes pose deux problemes. Le premier est que I'on ne connait pas I'age des feuilles pour
lequel I'expression de ce géne est maximale. Pour cela, il aurait fallu établir une cinétique
d’expression en amont de cette expérimentation. Le deuxiéme probléme vient du décalage d’apparition
des feuilles entre individus, décalage pouvant aller de quelques jours a plusieurs semaines. Prélever
des feuilles & un stade de maturité identique est donc difficile. Pour palier a ces problémes,
I'expression de ce géne a été analysée pour les génotypes de 2005 sur des feuilles matures, ceci
permettant de disposer d'un matériel végétal au méme stade de maturité, et de faire une récolte
simultanée pour tous les individus.

Cette étude a permis de mettre en évidence des différences d'expression du géne ERECTA entre les

deux extrémes du phénotyp&"," alors qu'aucune différence n'a été détectée pour le phénotype "N"
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(résultats non présentés dans le chapitre 1.4.2.2). L'expression de ce géne pour l'extréfrie "low
présentant une forte efficience d'utilisation (fort, Wért TE ou faibleA™C) est plus forte que pour

I'extréme "highA". Dans le cadre de I'étude effectuée par Masle é2@05), I'efficience d'utilisation

de I'eau était affectée suite a des mutations de la séquence du géne conduisant a I'absence d'expression
ou a la synthése de protéines modifiées. Contrairement a ces travaux, chez le chéne pédonculé, ce ne
sont pas des altérations de la séquence du gene qui sont a l'origine des variatipnsaite &/ést une
différence d'expression de ce géne qui est liée a la variabilité naturelle entre génotypes. D'aprés nos
connaissances, cette étude est la premiére a avoir démontré que la variabilité naturelle d'expression de
ce géne pouvait étre liée a une variabilité de W
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2°™ partie: Estimation de la conductance stomatique par la composition isotopique en oxygéne

18 de la matiére organique foliaire et de I'eau foliaire

I1.1 Introduction

Les variations de composition isotopique en oxygéf@/fO) de I'eau et de la matiére organique
foliaires peuvent refléter des différences de conductance stomatique pour la vapeur)derue(g
individus (lorsque la différence de fraction molaire de vapeur d'eau entre les espace intercellulaires et
I'atmosphéreV) est constante). L'assimilation nette de,@® n'a aucune influence sur la signature
isotopique er?O de I'eau foliaire et de la matiére organique foliaire, de ce fait, le $fghpkut étre

utilisé pour décomposer les variations dg &V permetre ainsi de déterminer la composante (A)ou g

qui influence le plus W En conditions non-limitantes de croissance, et dans la famille de chéne
pédonculé présentée dans la partie précédente, la variabilité entre génotypes d'efficience d'utilisation
de I'eau intrinseque (Y\est liée a une variabilité de la conductance stomatique et de ses déterminants.
L'objectif de cette partie est donc d'évaluer la possibilité d'utiliser I'appr8cheour estimer la
conductance stomatique chez le chéne pédonculé. Pour y parvenir, nous avons mené deux
expérimentations. La premiére consistait & analyser I'enrichissemé&i@ ee I'eau foliaire et de la
matiere organique soluble foliaire et a relier ces signaux a la conductance stomatique. La deuxiéme
expérimentation consistait a tester la méthode d'extraction des sucres solubles foliaires, précédemment
utilisée lors de l'analyse de la composition isotopique”@n(chapitre 1.4.2.1), dans le cadre de
l'analyse de la signature éfD de ces composés foliaires. Cette deuxiéme expérimentation a été

présentée sous la forme d’une publication.
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Enrichissement de I'eau foliaire au niveau des sites d'évaporation ( A0 : A®0. =g + g5 + (A0, - £k) WalWwi

. o L conductance stomatique pour la vapeur d'eau (mol H2O m? s™
&k (fractionnement cinétique pour la diffusion de la vapeur Gs quep P ( z )

=(32gs+21g0)/(gs g ™)

d'eau a travers les stomates et la couche limite, %) gp conductance de la couche limite pour la vapeur d'eau (mol H20 m? s'l)

e* (fractionnement & [I'équilibre causé par les

changements de phase de I'eau liquide a I'eau vapeur, =[2.644 —3.206 (103/9) +1,534 (106/ 02)] 10° 0 température (T)
%o)
A0, (enrichissement de la vapeur d'eau par rapport a la 5 s &y composition isotopique de la vapeur d'eau atmosphérique (%o)
source, %o) 8s composition isotopique de la source (%o)
w; (fraction molaire de vapeur d'eau dans les espaces 3 )
) . 1 =6.1078*exp((17.27*6)/(273.2+6))*10°/P P pression (mbar)
intercellulaires, mmol mol™)
wa (fraction molaire de vapeur d'eau dans I'atmosphére, L )
=wi*HR/100 HR humidité relative (%)

mmol mol'l)

Enrichissement de I'eau foliaire totale ( A™0.): A0, = A0, (1-e0)/0

déficit de fraction molaire de vapeur d'eau entre les espaces intercellulaires

et I'atmosphére (mmol mol’l)

L distance effective du trajet entre les sites d'évaporation et les veines (m)
O (nombre de Péclet) = (gsv L)/(CD)
C concentration molaire de I'eau (= 55.5 mol m"3)

diffusivit¢ de H.0' dans I'eau (= 119 10° B30 oy T est la

température en K)

Enrichissement de la matiére organigue soluble ( A®Ouos): A®Opmos = A0 + guc

ewe (fractionnement associé a I'enrichissement en °O des
molécules organiques portant des fonctions carbonyles par
rapport a I'eau dans laquelle ces molécules ont été synthétisées,
%0)

Tableau 14: Rappels des équations du modéle d'enrichissement de I'eau au niveau des sites d'évapidgtiate ('eau foliaire totaler(®0,), et de la matiére
organique soluble foliaire*Oyos).
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1.2 Relation entre conductance stomatique et composition effO de I'eau foliaire et de la

matiére organique soluble foliaire

11.2.1 Introduction

Lorsque les conditions environnementales sont appropriées (aucune variation du déficit de fraction
molaire de vapeur d'eau entre les espaces intercellulaires et I'atmosphére, en conditions d'équilibre et
lorsque le signal de la source est connu et constant), la conductance stomatique est indirectement liée a
I'enrichissement eifO de I'eau foliaire ou de la matiére organique (Encadré 4). L'enrichissement en
180 (A™®0) est défini comme la différence entre la composition isotopique de I'échanttfion ¢b la
composition isotopique de la source d'edj. (Les équations des modeéles d'enrichissement de I'eau
foliaire et de la matiére organique sont rappelées dans le tableau 14. Jusqu'a présent, aucune étude n'a
décrit l'utilisation de cette technique chez le chéne pédonculé. Nous avons donc testé s'il était possible
de combiner les outils isotopiquédQ et**C) afin d'analyser l'influence de la conductance stomatique

pour la vapeur d'eaudgsur I'efficience d'utilisation de I'eau intrinséque.

Pour ce faire, les arbres ont été placés en phytotron, en conditions contrdlées pour atténuer les
variations des conditions climatiques, et notamment du déficit de fraction molaire de vapeur d'eau
entre les espaces intercellulaires et l'atmosphére. Dans ces conditions, les variations de
I'enrichissement de I'eau foliaira'f0,) ou de la matiére organique soluble foliaifd®Qyos) par

rapport a la source (ici I'eau d'arrosage) ne sont théoriquement dues qu'aux variatiobe deug,

les arbres étant mis dans des conditions relativement constantes de température mais surtout de
lumiere, la conductance stomatique est censée étre maximale (en conditions non-limitantes d'apport en
eau) tout au long de la journée et ne pas subir de cycles diurnes. De ce fait, dans de telles conditions,
I'état d'équilibre doit étre atteint, ce qui permet de vérifier les relations théoriques a I'aide d'un modéle,
somme toute, relativement simple (cf Encadré 4, Tableau 14).

Pour répondre aux objectifs fixés, il fallait pouvoir travailler sur des individus présentant une gamme
de conductance stomatique étendue. Cependant, cette expérimentation en phytotron imposait de
travailler sur un nombre relativement réduit d'individus. N'ayant a notre disposition qu'une vingtaine
de génotypes (n'appartenant pas aux phénotypes extrémes), il était difficile d'espérer une forte
variabilité génétique entre individus. De ce fait, pour augmenter la variabilité de conductance
stomatique, différents niveaux de contraintes hydriques édaphiques ont été réalisés. Ainsi, quatre
groupes, de cing arbres chacun, ont été constitués. Deux de ces groupes ont été arrosés a capacité au
champ, alors que les deux autres ont subi deux contraintes hydriques différentes, de sorte a obtenir un

stress modéré et un stress fort définis par rapport a I'expérimentation présentée en annexe 2.
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Cette expérimentation avait plusieurs objectifs:
0] vérifier que la variabilité desgausée par les différents niveaux de contraintes hydriques
se reflétaient dans I'enrichissement¥hde I'eau foliaireA*°0, )
(i) analyser les relations entreeg A*®Oyog/A¥0,
(i) vérifier la validité de la double approche isotopicti€ et*®0) pour analyser linfluence

de g sur W chez le chéne pédonculé.

11.2.2 Matériel & Méthodes

11.2.2.1 Matériel végétal et conditions de culture

Vingt boutures de chéne pédonculé provenant de la famille F1 de plein-fréres ont été utilisées dans
cette étude. Chacune de ces boutures représentait un génotype distinct. Les boutures ont été préparées
par 'UMR BioGeCo (INRA Pierroton) en 2003, puis ont été transportées a Nancy en décembre 2005.
Elles ont ensuite été transférées dans des pots de 10L, contenant un mélange tourbe/sable (1/1, v/v) et
placées en serre. Les chénes ont été régulierement fertilisés jusqu'en juillet 2007 (engrais a libération
lente (Nutricote T 100 13-13-13, NPK) et calcaire magnésien (amendement calcique) a raison de 4,5
gL' et0,2 g [*, respectivement).

En juillet 2007, les pots ont été déplacés en phytotron pour cing jours (une journée d'acclimatation et
guatre journées de mesure). Les 20 plants ont été répartis de facon a former quatre groupes de cing
plants chacun. Chaque journée de mesure correspondait a I'étude d'un de ces groupes. Deux de ces
groupes (10 plants en tout) ont été arrosés a capacité au champ (C1 et C2) alors que les deux autres ont
été soumis a deux niveaux de sécheresse: modéré (groupe S1) et fort (groupe S2). Les niveaux de
sécheresse ont été définis par rapport a I'étude décrite dans l'annexe 2. Nous avions alors déterminé les
diminutions relatives (plants stressés par rapport a plants témoins) de conductance stomatique pour la
vapeur d'eau yau cours d'un desséchement progressif du sol, chez le chéne pédonculé. Cette étude
nous a permis de relier la quantité d'eau qui se trouvait dans les pots (différence entre poids a capacité
au champ et poids sec), I'humidité volumique mesurée dans ces mémes potegtngreaux de
contraintes hydriques utilisés dans ce travail ont donc été dixgrsori pour avoir une diminution

relative de gde 40% environ pour le traitement S1 et de 80% environ pour le traitement S2, par
rapport aux traitements a capacité au champ, ce qui correspond a des humidités volumiques de 15 et
9% respectivement (annexe 2). Nous avons ensuite calculé quel était le poids de pot qui correspondait
a ces humidités volumiques. A capacité au champ, les pots pesaient 10620+60 g (moyenne * écart-
type). Le premier niveau de contrainte a été déterminé de facon a ce que les cing pots S1 atteignent et
restent a un poids de 9000g (ce qui doit correspoadreori a une humidité volumique de 15%).

Pour le deuxiéme niveau de contrainte hydrique, les pots n'ont pas été arrosés jusqu'a atteindre un
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c1l C2 Ss1 S2
Tableau 15: Moyennes (x écart-type), . .
pour chaque traitement (C1 et C2: variable édaphique
capacité au champ; S1 et S2: sécheressgv (%) 37.0£2.6 34.843.6 15.443.6 11.442.2
édaphique), des variables relatives a la o
contrainte  hydrique (HV: humidit¢ Yariables climatiques: phytotron
volumique du sol), et aux conditions HR (%) 59.549.8 55.2+7.8 55.5+7.0 55.5+7.7
lchmagques mesuréez ('jar?s le phytotron oug 252418  251#2.2 26124 249424
ors des mesures d'échanges gazeux a
laide de la Licor 6200 (HgR. hgmidité v (mmol mol ™) 13.3+3.6  14.5#3.3 15.543.3 14.3+3.3
re|at!V9; T _température,\)i déficit de  variables climatigues: Licor 6200
fraction molaire de vapeur d'eau entre la, o o, 59.5¢8.3  53.847.8  54.0:7.4  52.046.9
feuille et I'atmosphere; GOconcentration
gamme de longueurs d'onde v (mmol mol™) 15.1+3.5 17.8+3.9 17.5+4.1 18.0+3.9
photosynthétiquement  ~actives).  Les co, (mmol mol™) 527428 515435 542151 551445
moyennes ont eté etablies sur la périodes .\ imol photons m2s?) 8004212 7024261  765:243 703226

de jour, soit de 8h00 a 20h00.
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Figure 26: Evolution journaliere, dans le phytotron, de la

température €), de I'humidité relative (HR) et du déficit de
fraction molaire de vapeur d'eau entre les espaces intercellulaires
et I'atmosphérev). Les courbes en noir représentent les données
brutes. Les courbes en vert représentent les moyennes des valeurs
comprises dans l'intervalle [t-35; t+35], avec t la valeur a l'instant

t.

Chaque jour, 5 plants de chaque traitement (C1 et C2: capacité au

i ’ ’ ’ ’ champ, S1 et S2: conditions limitantes d'apport en eau) ont été
I étudiés.
o o o o o o o o 9
S S S S S e o =1 e
o N o N o N o N o
— — — —
Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4
C1 S1 S2 C2
BLi6200 Bp Bp3s HR 6200 HR, HR 35 V1i-6200 Vp Vp3s
eLi-6200 *
8, 0.67 *
B35 0.71 0.94 *
HR 6200 0.37 0.34 *
HR, 0.18 -0.38 *
HRy3 0.42 0.48 0.52 0.43 0.35 *
Vite200 0.54 -0.80 043 *
Vp 0.28 0.60 0.43 0.52 -0.79 -0.27 *
Voss 0.57 0.84 0.87 0.23 0.49 *

Tableau 16: Matrice de corrélations entre la températée I(humidité relative (HR), le déficit de fraction molaire de vapeur
d'eau entre la feuille et 'atmosphéve ¢alculé a partir d® et HR) enregistrées (ou calculées) par I'appareil de mesure des
échanges gazeux (Li-6200) et dans le phytotron (p). Pour les données enregistrées dans le phytotron, les moyennes des v
comprises dans l'intervalle [t-35; t+35], avec t la valeur a l'instant t ont été calculées (p35). Seules les corrélations significati
(p<0.05) ont été notées.
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poids de 8600g (HV de 9% priori) puis ont été arrosés en conséquence pour maintenir ce poids. La
contrainte hydrique des traitements S1 et S2 a débuté deux jours avant leur transfert en phytotron. Les
plants ont été arrosés avec de l'eau osmosée. Les pots ont été couverts de plastique pour limiter
I'évaporation d'eau.

L'humidité volumique (HV, %) a été mesurée sur 15 cm de sol (TDR, Time Domain Reflectometry,
Trase TDR-systems, Soil moisture Equipment Corp.). Les mesures d'’humidité volumique ont été
réalisées tous les matins, sur I'ensemble des pots du traitement étudié au cours de la journée et avant le
début des mesures. Le sol des plants maintenus a capacité au champ présentait une humidité
volumique de 35-38% (Tableau 15), ce qui est en accord avec les données de l'annexe 2. L'humidité
volumique du sol des plants sous la contrainte hydrique S1 était d'environ 15%, et correspondait donc
a I'hnumidité volumique fixée priori. Par contre, I'humidité volumique moyenne observée pour le
traitement S2 était supérieure (11%) a celle défnjeriori (i.e. 9%) (Tableau 15). Pour une telle

humidité volumique, la diminution relative de g été estimée a 60% d'aprés les résultats de

['annexe 2.

La chambre climatique était équipée d'un plateau rotatif permettant d'homogénéiser les conditions de
milieu, en particulier I'éclairement. La photopériode et la température ont été fixées pour suivre des
cycles jour/nuit avec 12h30 de jour (de 8h a 20h30) a 25°C et avec une intensité lumineuse de 1200
umol m?st. La nuit, la température a été fixée & 15°C. La tempérauf€) et I'humidité relative

(HR, %) ont été enregistrées toutes les minutes pendant les quatre jours de mesure (Figure 26). Les
variations journaliéres de déficit de fraction molaire de vapeur d'eau entre la feuille et I'atmagphére (

mmol mol*, figure 26 ont été calculées selon la relation:

1727*8 1727*8
61078 Exp™"2?- 61078 Exp®™?xHR
= S 100+ g

ou P est la pression en mbar.

14

Compte tenu des importantes variations journaliéres observées (Figure 26), la valadirdggant "t"

a été moyennée en fonction des "n" données bornant cette valeur (moyenne des valeurs comprises dans
l'intervalle [t-n; t+n]). Seules les données obtenues pour n=35 (notées p35) sont présentées dans ce
manuscrit (Figure 26). L'humidité relative et la température ont aussi été enregistrées par l'appareil
utilisé pour la mesure des échanges gazeux (LiCor 6200, LiCor, Lincoln, USA) et ont permis de
calculerv. Les corrélations pour ces différentes mesures sont présentées dans le tableau 16. Les
données relevées dans le phytotron et non moyennées corrélent peu avec les données de LiCor 6200
(Tableau 16) et ont donc été laissées de cOté. Tous les calculs relatifs a la modélisation de
I'enrichissement efO de I'eau foliaire présentés dans ce chapitre ont été effectués a la fois avec les
données climatiques fournies par la LiCor 6200 et par les systemes d'enregistrement du phytotron

(p35). Cependant, seuls ceux utilisant les données p35 sont présentés dans ce manuscrit.
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Verrerie pour
préléevement de
vapeur d’eau

Pompe a vide

Dewar d'azote
liquide

Figure 27: (a) Systeme de préléevement de vapeur d'eau et (b) verrerie dans laquelle se concentre la
vapeur d'eau.

Dewar alcool-azote
liquide (-40C)

Bain-marie (65C)

Pompe a vide

Figure 28: Ligne cryogénique d'extraction d'eau a partir de sol ou de feuilles, d'apréstVekst

(2006). L'eau est évaporée de I'échantillon mis sous vide, et plongé dans un bain-marie (65°C). L'eau
est ensuite condensée dans un tube collecteur plongé dans un Dewar contenant un mélange d'alcool et
d'azote liquide (-40°C). Avant chaque extraction, le tube contenant I'échantillon est plongé dans l'azote
liquide et est mis sous vide pour permettre de piéger la vapeur d'eau contenue dans le tube et
condensée sur les parois. Toutes les extractions d'eau ont été effectuées par C. Hossann (UMR INRA-
UHP EEF). Photographie prise par C. Bréchet (UMR INRA-UHP EEF).
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Outre ces problemes d'oscillation, certaines tendances entre journées de mesure ont été observées.
Ainsi, le jour de I'étude des plants appartenant au traitement C1, I'humidité relative était plus forte et
plus faible, quelles que soient les données utilisées (LiCor 6200, phytotron), alBregjuesté stable

pour les quatre jours de mesure (Tableau 15). Le contrble environnemental de cette expérience n'a

donc pas été optimal.

11.2.2.2 Prélévement de vapeur d'eau atmosphérique, d'eau d'arrosage et d'eau du sol

Trois échantillons de vapeur d'eau atmosphérique ont été collectés tous les jours (entre 8h et 10h30
pour le premier, entre 12h et 14h pour le second et entre 18h et 20h pour le dernier) par condensation
cryogénique. Pour ce faire, une pompe a vide permettait de faire circuler I'air de la chambre climatique
a travers un serpentin en verre dont la partie inférieure était plongée dans de l'azote liquide (Figure
27). Avant de plonger le serpentin dans l'azote liquide, l'air était pompé pendant une dizaine de
minutes afin de purger le systéme. Puis le serpentin était abaissé dans le Dewar d'azote liquide. La
vapeur d'eau se refroidissait alors progressivement puis se congelait dans la partie inférieure du
serpentin affleurant l'azote liquide (permettant de rester a une température telle quenlesCQas

congelé — 70°C, température mesurée en cours d'expérimentation-). Au bout de 30 a 60 mn, la verrerie
était mise a température ambiante pour que la vapeur d'eau transformée en glace devienne liquide. Le

volume de vapeur d'eau atmosphérique prélevé était alors de quelques ml (2ml maximum).

Deux a trois échantillons de 2ml d'eau d'arrosage ont été prélevés chaque jour.

Chaque sair, le sol de deux pots du traitement étudié dans la journée a été carotté. Le carottage a été
réalisé a l'aide d'un emporte piece d'un diameétre de 4 cm environ sur les 10 premiers cm de sol, le

systéme racinaire des arbres empéchant d'aller au-dela. L'eau a ensuite été extraite par distillation

cryogénique sous vide (Figure 28) par C. Hossann (UMR INRA-UHP EEF). Le volume d'eau moyen

obtenu était de 1.9 a 2.5ml pour les traitements C1, C2 et S1 et de 0.8ml pour le traitement S2.

Tous les échantillons d'eau (extraite du sol, vapeur d'eau et eau d'arrosage) ont ensuite été stockés a

-20°C avant l'analyse de leur composition isotopiqué@rds,, 8, etds, respectivement, efo).
I1.2.2.3 Cinétiques d'échanges gazeux
Sept feuilles matures par arbre ont été utilisées pour les mesures d'échanges gazeux. Toutes ces

feuilles étaient placées sur la tige principale, entre 1.2 et 1.5 m au-dessus du collet (soit 1.4 et 1.7m au-
dessus du sol). Les échanges gazeux (assimilation nette,d& G®nol CO, m? s*) et conductance
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Figure 29: Evolution de la conductance stomatique pour la vapeur d'gaoo(g chaque individu de

chaque traitement (C1 et C2 correspondent aux plants maintenus a capacité au champ, S1 correspond a
une sécheresse moyenne, et S2 a une sécheresse forte). Pour chaque individu, sept feuilles ont été
mesurées. Apres chaque point de cinétique, une feuille a été prélevée, de sorte que le septieme point ne
comportait plus qu'une seule feuille.
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stomatique pour la vapeur d'eay, fnol H,O m? s) ont été mesurés a l'aide d'un systéme portable

LiCor 6200 (LiCor, Lincoln, USA). L'efficience d'utilisation de I'eau intrinsédife (1imol CO, mol™

H,0) a été calculée en utilisant le rapport de A sukg calcul de A et de;gécessite de connaitre la

surface foliaire introduite dans la chambre de mesure. Pour ce faire, sur cinq feuilles par arbre, autres
que celles utilisées pour les échanges gazeux et représentant une large gamme de surface, la longueur
et la largeur ainsi que la surface déterminée a l'aide d'un planimétre Delta T (Delta T devices,
Cambridge, UK) ont été mesurées. Une relation a été établie entre le produit longueur*largeur et la
surface foliaire mesurée pour chaque arbre étudié (p<0.05; R2 compris entre 80 et 99%). Toutes ces
relations ont ensuite permis d'estimer la surface foliaire des feuilles utilisées pour les mesures

d'échanges gazeux a partir de simples mesures de longueur et largeur, non destructrices.

Sept points de mesure d'échanges gazeux ont été effectués pour chaque traitement: un point toutes les
deux heures de 8h a 20h. A chaque point, I'ensemble des feuilles d'un méme plant était mesuré, a la
suite de quoi l'une d'entre elles était prélevée. Pour la derniere mesure (vers 20h), il ne restait donc
plus qu'une feuille sur les sept présentes initialement. Sur cette derniére feuille, sept mesures

d'échanges gazeux ont donc été effectuées (Figure 29).

Pour établir les corrélations avec la signature isotopiqu¥@rde l'eau foliaire et de la matiére
organique soluble, différentes valeurs de A,eg W ont été utilisées: les valeurs précédant
immédiatement le préléevement des feuilles (no#®eg, W), mais aussi les moyennes des 2 a 7
valeurs précédant le prélevement de la feuille (NGA&8S, moyj, Wmoyj @vec j le nombre de mesures
moyennées, j varie donc de 2 a 7). Les valeurs de A, de g et de W (obtenues juste avant le prélevement
des feuilles) ont ensuite été moyennées par traitement pour chaque point de MesuRof Wmoy
respectivement). Des moyennes pour chaque individu de chaque traitement ont aussi été déterminées

(Aind, Oina» Wing respectivement).

11.2.2.4 Extraction de I'eau foliaire et du jus foliaire

Aprés chaque série de mesure d'échanges gazeux, une feuille était récoltée et mise dans un exetainer
(hermétique) immédiatement plongé dans de l'azote liquide puis stocké a —20°C afin d'extraire
ultérieurement l'eau foliaire. L'extraction de l'eau foliaire a été faite sous vide par distillation
cryogénique (West et al2006; Figure 28), par les soins de C. Hossann (UMR INRA-UHP EEF). La
guantité d'eau extraite était en moyenne de 0.72+0.35ml. L'eau foliaire a ensuite été stockée a —20°C
jusqu'a l'analyse de sa composition isotopiquE@rd, , %o).

Avant et aprés extraction de I'eau, les feuilles ont été pesées de sorte a déterminer leur poids frais (PF)
et leur poids sec (PS). Ces deux mesures ont permis de calculer le contenu en eau relatif des feuilles

(LWC =(PF-PS)/PS, %
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Pour chaque arbre, les feuilles récoltées a 8h et 18h ont été découpées en deux (le long de la veine
principale) avec une lame de rasoir. Une moitié a été utilisée pour I'extraction d'eau foliaire comme
décrit précédemment; l'autre moitié a été destinée a l'extraction de la matiére organique soluble. Pour
ce faire, les morceaux de feuilles ont été placés dans des seringues de 1 ml, immédiatement congelées
dans l'azote liquide puis stockées a —20°C. Les feuilles, une fois décongelées ont été pressées de sorte
a en extraire le jus foliaire. Ce jus foliaire (76£44 mg), contenant de I'eau et de la matiere organique
soluble a ensuite été séché sous vide pendant 24 heures environ. Le culot ainsi obtenu (13+8 mg) a été
utilisé pour analyser la composition isotopique *# et en’3C de la matiére organique soluble
(alSOMos, 513CMos 9%o).

11.2.2.5 Analyse de la composition en oxygéne 18 et en carbone 13

Les analyses de la composition’8@ de la matiére organique soluble ont été effectuées sur 0.3 4 0.4
mg de matiere. Pour l'eau, la prise d'essai était de 0.2ul. Dans la mesure du possible, trois répétitions

de chaque échantillon ont été analysées pour I'eau et la matiére organique soluble.

Toutes les analyses de composition%hont été réalisées par C. Bréchet (UMR INRA-UHP EEF) a
l'aide d'un spectromeétre de masse isotopique (GV Instruments, Angleterre) couplé a un Euro-Pyr-OH
(Eurovector, Italie) pour I'analyse de I'eau et a un analyseur élémentaire EuroEA (Eurovector, Italie)
pour l'analyse de la matiére organique. L'analyse du signal isotopique de I'ensemble des échantillons
(eau et matiére organique) se fait par pyrolyse: formation de CO a haute temperature 1230°C, en

absence d'oxygéne et en présence de carbone vitreux.

Les analyses de la composition'3@ ont été réalisées par C. Hossann (UMR INRA-UHP EEF) sur un
mg de matiére organique a l'aide d'un analyseur élémentaire carbone-azote (Na 1500 Carlo Erba,
Italie) couplé a un spectrométre de masse isotopique (Thermo Finnigan Delta S, Allemagne) par

combustion sous oxygene.

Les compositions isotopiques & et™*C sont notées en delta (respectivemsiit) et 5°C, %o) et
déterminés selon I'équation suivari®¥0=(Rs-Rb).1000/Rb, ol Rs correspond au rapport isotopique
80/*0 ou'C/*C, respectivement, de I'échantillon, et Rb correspond au rapport isotdiidide ou

B¥ctC du standard (VSMOW (Vienna Standard Mean Ocean Water) et Pee Dee Belemnite,
respectivement).

11.2.2.6 Analyse statistique

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du logiciel STATISTICA Version 7.1
(StatSoft, Inc. 2005).
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Figure 30: Composition isotopique effO (5'°0) de I'eau extraite du soD( 2 pots par journée de
mesure), de la vapeur d'eau atmosphériguieet de I'eau d'arrosage (+). C1 et C2 correspondent aux
traitements a capacité au champ; S1 et S2 correspondent aux deux conditions limitantes d'apport en
eau.
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Les comparaisons entre séries de mesure et entre traitements ont été réalisées a l'aide d'une analyse de
variance (ANOVA) sur, respectivement, I'ensemble du jeu de données et les moyennes calculées par
plant et par traitement. Un test de Levene d'homogénéité des variances a permis de compléter cette
analyse. Les différences entre traitements ont ensuite été testées en utilisant un test HSD de Tukey.

Les corrélations et les régressions ont été effectuées sur les jeux de données obtenues pour chaque
feuille de chaque plant ou sur les moyennes par plant et par traitement. Les régressions entre les traits
ont été déterminées sur la base des moyennes géométriques (ou régression de type Il) (Sokal & Rohlf,
2000).

Les ajustements ont été réalisés a l'aide de l'option "Estimation non-linéaire" du module "Modéles
linéaires/non-linéaires avancés".

Toutes les analyses ont été considérées significatives pour p<0.05.

11.2.3 Résultats et discussion

11.2.3.1 Composition isotopique éfO de I'eau d'arrosage, de la vapeur d'eau atmosphérique et du sol

La signature en®0 de l'eau d'arrosage (ou eau sourd$, était trés stable tout au long de
I'expérimentation (-8.44+0.17%.; Figure 30). La signature de la vapeur d'eau atmosph&jique (
moins stable ques entre et pendant les différentes journées de mesure, était en moyenne de
-11.80+0.65%0 (Figure 30). La différence endieet &, a permis de déterminé*®0, qui représente
I'enrichissement de la vapeur d'eau atmosphérique par rapport & la source. En moj@nétit de
-3.6610.42%o le jour 1 (traitement C1), -3.56£0.52%o le jour 2 (traitement S1), -3.37+0.82%. le jour 3
(traitement S2) et -2.93+0.81%o le jour 4 (traitement C2). La composition isotopigtf® ate la

vapeur d'eau atmosphérique est une composante importante du modéle d'enrichisséi@ede en

I'eau foliaire. Dans la plupart des études (Cernwsadl., 2002; Brandest al., 2007; Sullivan &

Welker, 2007...), la valeur d&'0y est estimée &- (avece’ le fractionnement a I’équilibre causé par

les changements de phase de I'eau liquide a I'eau vapeur): la vapeur d'eau est considérée comme étant
en équilibre isotopique avec la sourdg=P«¢ ). Cette équation n'est vraie que lorsque les conditions
environnementales sont homogénes. A 25°€9.1%o, et doncA'®0,=-9.1%.. La valeur moyenne
observée dans cette étude est donc supérieure de 6%.. Dans la chambre climatique, la régulation de
I'humidité relative se fait par brumisation a ultrasons et I'eau utilisée est issue de la méme source que
l'eau d'arrosage (C. Bailly, communcation personnelle). Ainsi, 'hypothése selon lafi@jles” est

ici inappropriée. Cependant, lors des calculs utilisant le modéle d'enrichissemé6t ée I'eau

foliaire (Tableau 14), I'utilisation de valeurs 480, proches de -3%. a surestimé I'ensemble des

paramétres relatifs a ce modéle par rapport aux données expérimentales. Lors du prélévement de
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Figure 31: Cinétiques journalieres pour les traits mesurés (conductance stomatique pour la vapeur
d'eau gmoy; assimilation nette de GO A, efficience d'utilisation de l'eau intrinseque,n Wy
composition isotopique elC de la matiére organique soluble foliai®*Cyos; enrichissements en

¥0 de l'eau foliaire 4%0,) et de la matiére organique soluble foliaite¢®Qyos) par rapport a la

source) en fonction des traitements. Les symboles vides sont associés aux traitements a capacité au
champ (C1O; C211), alors que les symboles pleins représentent les deux traitements avec contraintes
hydriques (S1®; S2#). Chaque point représente la moyenne + I'écart-type de chaque traitement pour
chaque point de mesure.

L'effet traitement a été testé a l'aide d'une ANOVA sur les moyennes par individus. L'effet "temps" a
été testé a l'aide d'une ANOVA sur I'ensemble des données obtenues pour chaque individu. Les effets
traitement et temps significatifs sont symbolisés par des étoiles : ***; p<0.001; **: p<0.01; *: p<0.05;

ns : non significatif. Un test de Levene a permis de vérifier 'homogénéité des variances pour toutes les
variables (p>0.05).
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vapeur d'eau, du Gt de I'Q peuvent aussi étre piégés. Or, comme le montre la figure 7,,letCO

I'O, ont des signaux trés différents et trés largement supérieurs a I'eau. La présence de ces molécules
peut donc fausser la composition isotopiqué®nobservée. Il aurait peut-étre fallu utiliser non pas

de l'azote liquide pur, mais un mélange azote liquide-carboglace ou éthanol. De tels mélanges
présentent des températures plus élevées et évitent de congelegele'OOQuoi qu'il en soit, méme

si 'hypothése selon laquellé®0,=-¢" était inadaptée aux conditions expérimentales de cette étude,

A0y a été considéré comme égakapour I'ensemble des calculs effectués.

Théoriquement, il n‘existe pas de discrimination lors du prélévement d'eau par les racines. L'eau du sol
doit donc avoir une signature procheddeDans cette étude, la signature isotopiqu&@rdu sol 8s.)

était tres variable en fonction des traitements, et il existait une variation inter-pot du signal
relativement forte pour les traitements stressés (S1 et S2), alors que les traitements a capacité au
champ (C1 et C2) montraient des valeurs relativement similaires (-8.03+0.36%0, moyennezécart-type
sur I'ensemble des prélévements des deux jours correspondants) et présliEgadie 30). Méme si

de I'eau était ajoutée toutes les deux heures afin de réajuster le poids des pots, et malgré la couverture
des pots par des plastiques, des phénomeénes d'évaporation ont pu se produire, conduisant a un
enrichissement de l'eau du sol. En conséquence de cet enrichissement du sol, un enrichissement en
H,"®O de l'eau circulant dans le xyléeme jusqu'aux sites d'évaporation est a envisager, mais nous
n'‘avons aucune données pour le confirmer. La valedg delisée dans les calculs d'enrichissement en

0 de l'eau 4™0,) et de la matiére organique solubleé®QOyos) foliaires risque donc de biaiser les

données des traitements S1 et S2.

11.2.3.2 Effets de la contrainte hydrique sur les traits mesurés

Des différences significatives de la conductance stomatique pour la vapeur ¢gpuorfy été

relevées entre traitements (p<0.05, Figure 31). Le traitement S2 (stress fort) se différenciait trés
nettement des autres par des valeurs,dgsignificativement plus faibles. Pour le traitement S2, la
conductance stomatique moyennée pour lI'ensemble des individus représentait 60% des moyennes
calculées pour les traitements a capacité au champ (C1 et C2). Ces résultats sont conformes a ceux
obtenus en annexe 2 pour une humidité volumique de 11%. Le traitement S1, censé conduire a une
diminution de 40% environ de la conductance stomatique, n'a pas vraiment apporté le résultat
escompté: quel que soit le trait analysé, aucune différence n'a été mise en évidence entre ce traitement
et le traitement C2 (ANOVA, test post-hoc HSD de Tukey). L'absence d'effet du traitement S1 peut
étre liée a une forte variabilité inter-pot d'humidité volumique par rapport aux autres traitements
(Tableau 15).
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Aucune différence entre traitements d'assimilation nette de (BPn'a été détectée, alors que
l'efficience d'utilisation de I'eau intrinseque ;{\§tait significativement plus élevée pour le traitement

S2 (Figure 31). Aucun effet du traitement sur le contenu en eau des feuilles (p>0.05) n'a été observé,
ce qui confirme donc les résultats de I'annexe 2 selon lesquels la contrainte hydrique édaphique n'agit
sur le contenu relatif en eau des feuilles que pour des humidités volumiques trés faibles (Figure 2 de

'annexe 2).

L'eau foliaire était enrichie par rapport & la source (eau d'arrosage). Cet enrichisgefght (

variant entre 10 et 20%o (Figure 31), correspond aux valeurs trouvées dans la littérature (@trnusak
al., 2005; Barnarcet al.,2007). Un effet du traitement snt?0, a été observé (Figure 31). Cet effet

n'était toutefois pas celui attendu, puisque seul le traitement C1 se différenciait significativement des
trois autres par des valeurs A¥0, plus faibles. Pour la journée de mesure correspondant a ce
traitement, le déficit de fraction molaire de vapeur d'eau entre les espaces intercellulaires et
l'atmosphére ) était significativement inférieur (Tableau 15; en moyenne 1.35 mmof whel
différence, et jusqu'a 3.1 mmol rifade différence maximale entre les journées correspondant aux
traitements C1 et C2). Nous avons donc recalculé daprés I'équation théorique (Tableau 14) la
différence deA'™0, censée étre observée entre les traitements C1 et C2 g2 gnol n? s?,
9=25.2°C, L=0.025m eA'®0,=-9.1%.. D'aprés ces calculs, le traitement C1 doit présenter des valeurs

de A0, plus faibles de 1.3%o (pour une différence moyenney)da 2.9%. (pour une différence
maximale dev) par rapport au traitement C2. La moyenneAf©, pour le traitement C1 était de
13.2+0.6%0 contre 15.9+0.8%0 pour le traitement C2, ce qui correspond donc a une différence de
2.7%o, et est en adéquation avec les calculs précédents. Compte tenu des différences observées entre
les journées de mesure pour les conditions environnementales et de leurs répercussions sur les valeurs
de A0, entre le traitement C1 et les autres traitements, le traitement C1 a été ensuite éliminé de
certaines analyses.

Puisque la fermeture stomatique est d'autant plus marquée que le stress hydrique est important, alors,
en théorie, I'eau foliaire devrait donc étre plus enrichi&@mour le traitement S2. En moyenne, le
traitement S2 présentait des valeurd\f©, (16.7+1.1%o) supérieures de 1%o environ par rapport aux
moyennes calculées pour les traitements C2 (15.9+0.8%o) et S1 (15.6+0.7%o). Mais aucune différence
significative n'a été mise en évidence entre les traitements C2, S1 et S2 (Figure 31). En moyenne, les
traitements C2 et S1 présentaient une conductance stomatique respectivement de 0.18+0°G# mol m

et 0.20£0.10 mol fAs?, alors que la moyenne obtenue pour le traitement S2 était de 0.10+0.03 mol
m? s*. En utilisant ces moyennes dg glors, une différence d&™0, d'environ 0.9%. doit étre
théoriquement observée (podr25.4°C,v=14.8 mmol mof, L=0.025m etA'®0,=-9.1%.). Compte

tenu de la variabilité observée (écart-type compris entre 0.7 et 1.1%o pour les moyeAfes )dd
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n'est donc pas aberrant de ne pas avoir trouvé d'augmentation significati®,deour le traitement
S2.

La contrainte hydrique étant de trées courte durée, et les échanges gazeux étant des mesures
instantanées, travailler sur des fractions telles que la matiére organique totale ou la cellulose, aurait été
inadapté. Nous avons donc étudié la signature isotopigtf®ete la matiére organique soluble, facile

a extraire, et représentant théoriquement une intégration a court terme @e &koix repose sur le

fait que la matiére organique foliaire soluble est composée en majorité de sucre, ce qui a été conforté
dans notre étude par des mesures de pourcentages de N, C, O et de compositions isotdiiqees en

0. En moyenne, les pourcentages d'azote étaient faibles (0.67+0.30%), avec une variabilité toutefois
assez importante, alors que pour de la matiére organique totale foliaire, ce pourcentage se situe autour
de 3.1+0.4% (moyennexécart-type obtenue pour le chéne pédonculé sur I'ensemble des
expérimentations menées de 2004 a 2006). Un tel pourcentage d'azote correspond a 10% environ
d'acides aminés dans le mélange. Le pourcentage de carbone des échantillons de matiére organique
soluble était, quant a lui, de 37.9+1.2% (valeurs inférieures aux valeurs théoriques de glucose/fructose
(40%) et de saccharose (42%)). Au cours de ma thése, quelles que soient les analyses effectuées sur
des sucres solubles foliaires extraits, le pourcentage de carbone était toujours inférieur au pourcentage
théorique et avait des valeurs proches de celles observées dans cette étude. Dans cette étude, le
pourcentage d'oxygéne était de 53.6+1.2% (analyses faites sur 86 échantillons), et significativement
supérieur au pourcentage théorique (51.5%) calculé sur la base de 80% de saccharose gRicon

1997) dans un extrait de sucre pur. La présence de sucres anhydres est certainement a exclure
puisqu'alors les pourcentages d'O auraient été plus faibles et les pourcentages de C plus élevés.

La composition isotopique eiC ©"Cyos) des échantillons de matiére organique soluble (-27.3 a
-27.9%o) était de l'ordre des valeurs observées pour des sucres solubles extraits a partir de feuilles de
chénes pédonculé de cette méme famille de plein-freres (-27.0+1.1%0 pour I'étude présentée dans le
chapitre 1.4.2.1, et -27.5+2.4%0 pour les données relatives au chapitre I1.3). La matiére organique
soluble était enrichie effO par rapport a la source de 30 & 40%. (Figure 31). Ces valeurs sont en
accord avec les valeurs trouvées dans la littérature pour de la matiére organique soluble foliaire
(Gessleret al, 2007) ou prélevée dans le phloeme (Keitedl.,2003; Cernusakt al.,2005; Barnard

et al., 2007; Brandest al., 2007...). De plus, la composition isotopique %@ moyenne (sans le
traitement C1),8®0Oyos= 28.6+1.3%o, était proche des valeurs obtenues sur les sucres solubles
foliaires aprés extraction (cf chapitre 1.3, &fO=29%.). Toutes ces analyses concourent a la
conclusion que ces extraits contenaient majoritairement des sucres solubles, méme si la présence
d'autres molécules (acides aminés, acides organiques, et tanins) n'est pas a exclure. Une analyse HPLC

sur ces échantillons est prévue afin de déterminer la quantité de sucres contenus dans ces extraits.
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Aucun effet traitement n'a été noté sur les valeur$'d@yos (Figure 31), en particulier pour le
traitement S2, pour lequel Vétait significativement plus élevé. Ces résultats vont a l'encontre des
travaux de Peuket al. (2006) selon lesquels la signature isotopique”€nde la fraction soluble
foliaire est trés sensible a la contrainte hydrique. lls observent en effet une augmentation significative
du signal isotopique (environ 1%.) chez des provenances de hétre soumises a une sécheresse
édaphique. Cependant, le stress imposé dans I'étude de d?alk@006) est plus fort que celui de

notre étude.

De la méme facon que polit?0,, un effet traitement a pu étre observé pbliOyos. Le traitement

C1 présentait, en moyenne, des valeursAf®yos plus faibles (de 4%. environ) que les autres
traitements. Toutefois, contrairemenf 0., les moyennes d&'®0y0s des traitements C2, S1 et S2
étaient trés proches (respectivement 37.4+1.2%o, 36.6+1.5%0 et 37.1+0.8%o).

[1.2.3.3 Stabilité des mesures au cours de la journée

En phytotron, les conditions environnementales fixées ont inhibé les rythmes circadiens d'échanges
gazeux, puisque les consignes ont été établies de sorte a maintenir une intensité lumineuse, une
température et une humidité relative constantes pendant la période de jour. L'analyse de I'effet "temps"
(basé sur les moyennes par traitement et par point de mesure, Figure 31) montre que les valeurs
moyennes pour chaque trait étaient relativement stables tout au long de la journée. Quelques profils de
variation sont toutefois remarquables. Tout d'abord,\Wugmentait tout au long de la journée. Cette
augmentation était liée & une diminution dg, geffet "temps" significatif & 10%), alors que 4 était

plus stable. Nous n'avons observé aucun effet "temps" ni sur la composition isotopitiegfo

de la matiére organique soluble, ni AifO,. L'absence d'effet "temps" est relativement surprenante,
notamment pour les variables,,g A0, et A®Oyos. En effet, & partir de 8h, les conditions
climatiques de la chambre climatique était modifiée (allumage des lampes, et modification des
consignes de température). Pour que les conditions climatiques (température) atteignent la consigne
fixée, une heure environ était nécessaire. La premiére mesure de conductance stomatique aurait donc
di étre plus faible. De plus, étant donné que, la nuit, les stomates sont censés se fermer, un
enrichissement elfO de I'eau mais aussi de la matiére organique plus important était attendu en début
de journée. Ceci laisse donc supposer que les stomates étaient ouverts pendant la nuit, comme l'ont
montré des travaux récents pour différentes espéces ligneuses (Baralo@005).

Le fait d'installer les plants en phytotron permettait, en théorie, un contrdle optimal des
conditions climatiques, ce qui n'a pas été le cas. Une différence relativement faible ientre
journées de mesure s'est traduite par des variations d&'®0, importante (2.7%o), et beaucoup

plus marquée que celles observées en réponse a la contrainte hydrique (1%o.). Cependant, méme
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Figure 32: Relation entre I'enrichissement &0 de la matiére organique solubl&*¥0yos) par

rapport & la source et I'enrichissement'h de I'eau foliaire 4'®0,) par rapport a la source. Les
symboles vides sont associés aux traitements a capacité au char@y C2L]), alors que les
symboles pleins représentent les deux traitements avec contraintes hydriq@esSZl). Chaque

point représente une feuille. La droite en trait plein représente I'ajustement linéaire obtenu sur les
données:A¥0y0s= 1.3IN%0, +17.2 (R?=0.48; p<0.001). La droite en pointillés a pour équation:

A*¥0y0s= 0.7IN'%0, +25 (R2=0.47; p<0.05).
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si l'effet escompté des différents niveaux de contraintes hydriques n'a pas été atteint, une
variabilité importante a pu étre créée pour I'ensemble des traits mesurés (traitement C1, exclus):
gs 0.04-0.46 mol CQ m? s% A: 5-33 pmol H,0 m? s%; W;: 47-230 pmol CQ mol™* H,0;

8 %Cros: —29.5 - —26.2% A0, : 12 & 20%0;A¥Opos: 35-40%0. Enfin, malgré les oscillations des
variables climatiques (Figure 26), peu de variations journalieres pour les différents traits
mesurés ont été mises en évidence (Figure 31), ceci permettant par la suite ['utilisation d'un
modéle & I'équilibre pour décrire les variations deA™0, et A*Oyos en fonction des données

climatiques et de la conductance stomatique.
11.2.3.4 Enrichissement €0 de la matiére organique par rapport & l'eau foliaire

Pour certaines feuilles (récoltées a 8h et a 18h), une double analyse a été\fi@péer une moitié

de feuille, etA®0y0s sur l'autre. Une relation a été mise en évidence entre ces deux paramétres, tous
traitements confondus:

A"®0\0s=1.3*A™0, +17.2 (R2=0.48; p<0.001; Figure 32).

L'enrichissement elfO de I'eau foliaire explique 48% de la variation de I'enrichissemefiOette la

matiere organique soluble (Figure 32). Le pourcentage de variation expliquée est trés inférieur a celui
observé par Gesslet al. (2007) (93%). Le modéle reliant I'enrichissement de I'eau foliatf®() a

celui de la matiére organiqu&*fOyos) fait apparaitre le facteay, (ordonnée a l'origine, Tableau 14).

Ce facteur représente le fractionnement associé a I'enrichissem¥6t ées molécules organiques
portant des fonctions carbonyles par rapport a I'eau dans laquelle ces molécules ont été synthétisées.
Dans cette étude, la matiére organique soluble était enrichie de 17.2%. par rapport a l'eau foliaire,
valeur inférieure au fractionnement théoricgyg, compris entre 25 et 30%o (Sternberg & DeNiro,
1983; Cernusakt al, 2005; Barnaret al, 2007; Gessleet al, 2007). Toutefois, en fixamt,. & 25%o,

nous avons obtenu une relation significative (p<0.05)AB@, explique 47% de la variabilité de
A™0y0s (Figure 32).

Ces divergences dg, et de R2 peuvent étre attribuées a: (i) la présence de molécules organiques
autres que les sucres dont I'enrichissement@rest plus faible et dont la présence est variable entre

les échantillons; (i) un rechargement en eau des échantillons, malgré les précautions prises, lors de
leur transfert dans les capsules avant analyse (la signatti@ ée la vapeur d'eau atmosphérique du
laboratoire étant de —13%. environ, une réhydratation des échantillons peut conduire a une diminution
du signal isotopique enO); (iii) des variations rapides da'0, en réponse aux fluctuations
environnementales (Figure 26), contrairement®®y,0s qui ne se trouve en équilibre isotopique que
plusieurs heures plus tard (Barbetiral, 2000a; Barnarét al, 2007; Gessleet al, 2007).
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Figure 33: Relation entre I'enrichissement 8® de I'eau foliaire par rapport a la sour8&Q,) et la
conductance stomatique pour la vapeur d'egy.(Fhaque point représente la moyenne calculée pour
chaque individu de chaque traitement (traitement C1 exclus). Les symboles correspondent aux
différents traitements: C2 (capacité au champ)s1 (contrainte hydrigue modéré®):S2 (contrainte
hydrique forte):l. La courbe en trait plein représente l'ajustematd, =(1.1*17.4/g.q)*(1-Exp(-
Ond/1.1)) (R2=0.35).

A180|_
8h 10h 12h 14h 16h 18h 20h

g-8h -0.59** -0.48* -0.28 -0.01 -0.02 -0.45* -0.46
g-10h -0.51* -0.34 -0.17 -0.06 -0.25 -0.58*
g-12h -0.34 -0.10 -0.17 -0.34 -0.44
g-14h -0.36 -0.30 -0.35 -0.66**
g-16h -0.25 -0.19 -0.61**
g-18h -0.53** -0.69**
g-20h -0.78%*
Omoy 2 -0.55%* -0.36 -0.27 -0.29 -0.44 -0.76**
Omoy 3 -0.35 -0.26 -0.25 -0.44 -0.73**
Omoy 4 -0.20 -0.20 -0.43 -0.72%*
Omoy 5 -0.15 -0.39 -0.67**
gmoy 6 -0.41 -0.66**
gmoy 7 -0.63**

Tableau 17: Coefficients de corrélation de Pearson pour l'analyse bivariée des corrélations entre
I'enrichissement efO de I'eau foliaire par rapport a la sourd&@,) déterminé pour I'ensemble des
feuilles récoltées a 8h, 10h,... 20h et les différep@ugcours de la journée (mesurés a 8h, 10h, ...,
20h), ainsi que les moyennes dgpgur les deux (g, 2), trois (Gnoy 9, quatre (goy 4, €iNg (Gnoy 5), SIX

(Imoy o), €t sept (goy 7) derniéres mesures avant récolte. Les corrélations significatives a 5% sont notées
en gras et symbolisées par **; les corrélations significatives a 10% sont notées par: *. Pour I'ensemble
des analyses, n est compris entre 12 et 15 (n=15 correspond a 5 feuilles (une feuille par individu)
récoltées pour chaque point de cinétique et pour chaque traitement (C2, S1 et S2)).
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1.2.3.5 Relations entre l'enrichissement ¥® de la matiére organique, de l'eau foliaire et la

conductance stomatique

Lorsque les variations de E sont causées paalgrs une relation négative est censée étre observée
entre E e\'®0, et donc entre get A0, (Tableau 3 et Figure 6 de I'encadré 4). Dans cette étude, la
conductance stomatiqueg @t la transpiration (E) étaient positivement corrélées (R2 de 96%), alors
gu'aucune corrélation entre E etn'a été observée (p>0.05). Ainsi, conformément a la théorie
(Encadré 4), une relation négative entteeigA’®0, a été mise en évidence (Figure 33). L'équation
théoriqueA'® 0, =A"0, (1-€”)/0 (Tableau 14) a été modifiée de sorte & mettre en évidence la relation
entre getA %0, :

g

ANE

N gi A0 (Fexp

L

) (Eqgn 11)

s
ou 'B" (en mol n’s?) représente le rapport: G/ avec C la concentration molaire de I'eau et D la
diffusivité de BOS,

L'ajustement de ce modéle donne un R2 relativement faible (35%)/8fDe et g.q (Figure 33),
soulignant ainsi que 65% de la variabilité A0, n'est pas expliquée pas €ette variabilité peut

avoir été causée par: (i) les phénomenes d'évaporation qui ont conduit a un enrichissement de l'eau du
sol. En effet, nous avons pu constater que la signatutéOedu sol variait entre les pots pour les
traitements S1 et S2. La valeur dleutilisée dans le calcul d&*®°0, est donc certainement erronée

pour les individus des traitements S1 et S2. (ii) La variabilité a aussi pu étre créée par les fluctuations
des conditions environnementales (Figure 28) et notammantladiemodéle a I'équilibre n'était donc

pas forcément approprié a notre jeu de données.

Cet ajustement a aussi permis d'estimer les différents parant®fi@s:(enrichissement effO de

'eau située au niveau des sites d'évaporation), L (distance effective du trajet entre les sites
d'évaporation et les veines) & (nombre de Péclet) chez le chéne pédonculé (Tableau 14).
Connaissant Cy et D, le parameétre L a pu étre calculé a partir de la valeup'dd."ajustement
observé était: A0, =(1.1*17.4/g.0)*(1-Exp(-gnd/1.1)), d'ol: A0~ 17.4%.. Pourf=1.1, alors
L=2.1cm (pounv=14.8 mmol mof et0=25.4°C). Cette valeur de L est en accord avec les données de
la littérature. En effet, plusieurs études ont montré que L était compris entre 0.4 et 16.6 crnet(\WWang
al., 1998b; Barbour & Farquhar, 2000; Barbaatral, 2000a; Keitelet al, 2003; Cernusalet al.,

2005; Brandet al, 2007). Compte tenu de la gamme de variations@engre 0.07 et 0.33 mol ™

s%), le nombre de Pécletd(=g*1/B) varie respectivement entre 0.06 et 0.3, ce qui est inférieur aux
valeurs présentées par Waegal. (1998b) pour le genrQuercus(0.45, 0.54) ou pour les arbres
décidus (moyenne de 0.59+0.20).
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Figure 34: Relations entre la conductance stomatique pour la vapeur digau'égsimilation nette de GO
(Aing), l'efficience d'utilisation de I'eau intrinséque )V la composition isotopique €AC de la matiére

organique soluble foliairedt*Cyos) et les enrichissements éf0 par rapport a la source d'eau de l'eau
foliaire (A'®0,) et de la matiére organique solub¥e®Oyos). Chaque point représente la moyenne (+'écart-
type) pour chaque individu de chaque traitement. Les symboles vides sont associés aux traitements
capacité au champ (QQ; C2L]), alors que les symboles pleins représentent les deux traitements avec
contraintes hydriques (S®; S2M). Les équations des régressions (en traits continus) significatives
(p<0.05) et les R2 correspondants sont indiqués dans chaque graphique. Les courbes et droites en pointill
représentent les régressions "consensus” obtenues dans la partie précédente de ce manuscrit, et d'équati

Wea=-5.6*Asatt 155.9 (B=0.42, p<0.001); Wi=-46.1*LNn (g +4.3 (R=0.79, p<0.001).
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Excepté pour la premiére feuille de chaque arbre récoltée en début de journée, nous disposions de 2 a 7
mesures de (par feuille avant récolte. Des corrélations ont ainsi pu étre établies entre les valeurs de
A™0, et ces différentes mesures deamsi que les moyennes desyr les 2 & 7 derniéres mesures
(Tableau 17). Selon les séries de feuilles observées (série définie selon I'heure de prélév&eent),

et la conductance stomatique n'étaient pas corrélés. Seules les premiéres, sixiemes et septiemes séries
de feuilles récoltées (respectivement a 8h, 18 et 20h) montrent des corrélations significatives entre
A0, et g, avec des R? allant jusqu'a 61%. Si toutefois, les valeufg®@e n'étaient pas corrélées

avec I'ensemble des mesures et moyenneg deus nous attendions a ce @&, soit corrélée avec

la mesure deggprécédant directement le prélévement de la feuille, ce qui n'est pas le cas.
L'enrichissement efO de la matiére organique solublE¥,0s) était censé fournir une intégration
temporelle plus importante de la conductance stomatique (Keitel @08B). Nous nous attendions

donc & des R2, pour les relatioA$®Oyos Vs g supérieurs a ceux observés enéO, et g.
Cependant, au niveau individuel, aucune corrélation n'a été mise en évidencgqetite’@yos. De

méme, aucune corrélation significative n'a été observée/Efi@gos et 'ensemble des mesures (g-8h,

g-10h..., g-18h) et moyennes dg(@noy 2 ---Omoy ¢ (dONNées non montrées).

Les variations de g, au niveau individuel, n'expliquent que 35% de la variabilit¢ deA™O, .
Malgré cette forte imprécision, le modeéle théorique relianA™0, et g s'ajuste sur nos données
expérimentales. Les valeurs des paramétres du modéle d'enrichissement'®d de I'eau foliaire
trouvées dans cette étude sont conformes aux valeurs trouvées dans d'autres études. L'analyse
de la signature en'®0 de la matiére organique soluble n'a pas permis d'affiner les relations avec

la conductance stomatique, alors qu'elle aurait d0 permettre une meilleure estimation de celle-ci.

11.2.3.6 Validité de la double approche isotopique

La théorie prédit que lorsque la variabilité de I'efficience d'utilisation de l'eau est causée par la
conductance stomatique, une relation positive &if@ etA®0 (et négative entra™C etA'0) doit

étre observée (relation 2 du tableau 4). Pour valider cette double approche isotopique, les corrélations
ont été établies sur les moyennes individuelles et sans le traitement C1. Dans cette étude, la variabilité
de g expliquait 87% de la variabilité de l'efficience d'utilisation de I'eau intrinseqye(fljure 34).

Les relations entre;g ou Ang et W,y étaient négatives (Figure 34), et comparables aux relations
globales présentées sur la figure 16 (chapitre .4.1). Le décalage entre les régressions obtenues dans
cette étude et les régressions globales (Figure 34) sont surtout dues a l'utilisation de deux appareils de
mesure d'échanges gazeux différents, un tel décalage ayant déja été remarqué pour I'expérimentation

sur les phénotypes extrémes de 2005 (données non montrées). Conformément aux résultats montrés
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dans la partie précédente de ce manuscrit, la relation &/gs et g4 était négative, alors qu'elle

est positive entré&Cyos et Wi (Figure 34). Enfin, les corrélations en#é®0, et W,/ Cuos

étaient positives et significatives. Ces corrélations sont donc en accord avec la relation 2 du tableau 4.
Aucune corrélation n'a toutefois été détectée efi@yos et Wnd/dCyos, Ce qui est cohérent avec

l'absence de corrélation entf¥Oy0s et g.

Dans cette étude, la variabilité de Weétait liée a une variabilité de gcréée par différents niveaux

de contrainte hydrique. Dans une telle situation, nous avons pu montrer que la double approche
isotopique permettait de révéler la contribution de g sur W,. Utiliser cette double approche
isotopique dans le cadre d'études sur la variabilité entre génotypes chez le chéne pédonculé peut
donc étre envisagé.

11.2.4 Conclusions

Dans cette étude, une variabilité importante des valeufs®@e a été observée. Une grande part de

cette variabilité a certainement été causée par des problémes techniques liés au fonctionnement des
phytotrons. Cependant, méme si la part de la variabilit¢ observée des val&if®,dedue aux
différents niveaux de stress était beaucoup plus faible, une relation négative a été obteAlf©entre

et g laissant espérer |'utilisation de l'outil isotopiqii® comme estimateur de, ghez le chéne
pédonculé, mais seulement en conditions contrdlées.

Puisque l'enrichissement &0 de l'eau foliaire se transmet a la matiére organique foliaire, celle-ci

doit pouvoir étre utilisée comme estimateur ddUme fois que ce point sera amélioré (cf ci-dessous),

une des perspectives & moyen terme est d'analyser la précision avec laquelle I'enrichiss&ndat en

la matiére organique foliaire peut étre utilisé comme intégrateur de la conductance stomatique et sur
guelle période. Une expérimentation telle que celle qui a été présentée dans ce manuscrit ne permet
pas de répondre a cette question, puisque les conditions environnementales étaient totalement
artificielles (dans le but de limiter les variations de conductance stomatique au cours de la journée). Il
faudrait donc faire une expérimentation ou les variables environnementales (photopériode, température
et humidité relative) présenteraient un rythme circadien.

Cette étude nous a aussi permis d'estimer les valeurs des factdlirset A0, pour le chéne
pédonculé, valeurs qui sont en accord avec les données de la littérature. Dans le cadre de cette étude,
nous avons utilisé un modeéle a I'équilibre pour décrire les variations®@e en réponse a la
conductance stomatique et estimer ces facteurs. Ce modéle semble convenir (Figure 33), mais pourrait
éventuellement étre affiné par l'utilisation d'un modéle "dynamique", compte tenu des variations

environnementales observées. Un des objectifs de ce travail était aussi de vérifier si ces paramétres
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variaient en réponse a la contrainte hydrique. Cependant, les différencgsenigegtraitements
n'étaient pas assez fortes pour permettre d'observer des différedcéd, AA®Oy0s, et donc de ces
parametres. Enfin, nous avons pu montrer que la double approche isotopique pouvait s'appliquer chez
le chéne pédonculé lorsque la variabilité deWd, 5°C, et A0 était causée par les conditions
environnementales, ce qui nous permet d'envisager de lutiliser lorsque la variabilité est d'ordre

génétique.

Toutefois, plusieurs points de ce travail sont a éclaircir. Tout d'abord, nous avons observé que
l'utilisation de la valeur d'enrichissement ¥® de la vapeur d'eazO,) calculée a partir de
prélévement de vapeur d'eau atmosphérique entrainait une surestimation de I'ensemble des parameétres
du modéle. L'explication la plus probable est que du &@e I'Q sont piégés en méme temps que la
vapeur d'eau, ce qui a pour effet daugmenter le signdterOr, cette valeur est une composante
essentielle dans la détermination de I'enrichissemerfGerde I'eau foliaire. Au lieu d'utiliser de

I'azote liquide pur, il semblerait que I'utilisation de mélanges azote liquide-carboglace/éthanol soit plus
appropriée. Outre les techniques de piégeage de la vapeur d'eau, comme celle utilisée dans cette étude,
il existe d'autres méthodes pour accéder a la composition isotopigti® ete la vapeur d'eau
atmosphérique (Barbour, 2007). Helliker & Griffiths (2007) ont ainsi proposé d'exploiter la relation
entre la signature €0 de la vapeur d'eau atmosphérique et celle de I'eau foliaire d'une Broméliacées
(Tillandsia usneoidels Etant donné que le signal isotopique de I'eau foliaire se reflete ensuite dans
celui de la matiére organique, l'analyse d'échantillons foliaires de cette mousse permet d'accéder a la
signature enfO de la vapeur d'eau atmosphérique.

Dans ce travail, un enrichissement®@ de I'eau du sol a été observé, alors que les pots avaient été
couverts par des plastiques. La valeur de la composition isotopique de la source que nous avons donc
utilisée Qs) est certainement biaisée. D'autre part, seulement deux échantillons de sol appartenant a
deux pots par traitement ont été analysés, ce qui, compte tenu des résultats, est insuffisant.

Enfin, l'enrichissement elfO de la matiére organique solublE®y0s) n'a pas amené les résultats
escomptés. En effet, nous avions émis I'hypothése que l'analyse du signal isotopfifuelera

matiére organique soluble permettrait d'estimer une composition isotopidfi® de I'eau foliaire
moyennée pour un certain temps et ainsi d'accéder a une conductance stomatique intégrée sur cette
période. Or, nous n'avons trouvé aucune corrélation AfiBos et g dans cette étude, alors qu'il en

existait entre get A0, ou 8" °Cyos. L'analyse de la matiére organique soluble foliaire est donc a
améliorer. Dans la plupart des études, I'estimation de la composition isotopitf@edensaccharose

se fait préférentiellement par I'analyse de la signature isotopigtfi©ede la matiére organique du
phloéme (prélevements non destructifs). De plus, d'aprés Barbou(22@0a), les changements des
conditions évaporatives au moment du prélévement des feuilles peuvent modifier le signal isotopique,
et nous pouvons supposer qu'il en est de méme lors du stockage des échantillons. En effet, méme si
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toutes les précautions ont été prises pour limiter les phénomenes d'évaporation lors de la conservation
des échantillons (sachets fermés hermétiquement), une analyse immédiate de la matiére organique
soluble foliaire aurait peut-étre été plus judicieuse. D'autres causes de variabilité sont aussi a prendre
en compte: le rechargement en vapeur d'eau des échantillons, ainsi que I'hétérogénéité de leur
composition biochimique. Dans le chapitre suivant, nous avons donc testé si I'extraction des sucres
solubles foliaires, fournissant alors des échantillons plus homogenes, pouvait étre envisagée pour

accéder & leur signature isotopiquée%n
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11.3 Analyse de la composition isotopique efO des sucres solubles foliaires

La majorité des études travaillant sur la signature isotopiqd®ede la matiére organique utilise la
cellulose extraite des feuilles ou des tiges (Weingl., 1998b; Barbour & Farquhar, 2000; Cernusak

et al.,2005), la matiére organique totale (Cernustilal., 2005; Gessleet al.,2007) ou la matiére
organique soluble (Barnaet al.,2007; Gessleet al.,2007). Aucune étude jusqu'a présent ne s'est
intéressée a la signature isotopique des sucres solubles foliaires purifiés, puisque leur signal est estimé
a l'aide de l'analyse de la signature'®h de la matiére organique soluble. L'extraction des sucres
solubles foliaires nécessitent le contact de la matiére organique soluble avec un milieu aqueux, et ceci
guelle que soit la méthode d'extraction utilisée (eau, éthanol, méthanol-chloroforme-eau et toutes leurs
variantes). Compte tenu de la propension des molécules organiques a échanger leurs oxygénes avec
I'eau du milieu, est-il envisageable de travailler sur des sucres solubles foliaires purs dont I'obtention
est tributaire d'une extraction en milieu aqueux? Pour répondre a cette question, nous avons étudié
l'effet de la technique d'extraction sur la signature isotopiqti@etie sucres purs et de sucres extraits

de feuille de chéne pédonculé. Ces résultats ont été présentés sous la forme d'une publication.
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Abstract

The operating procedure for extraction of leaf soluble sugars with methanol-chloroform-water from
Dickson & Larson (1975) required different steps using water. Our initial hypothesis was that this
water was able to exchange some oxygen atoms with the soluble sugars, thus altering their oxygen
isotope signatured®Os). Therefore the objective of this study was to test the influence of the water
used for the extraction ai°0s. To achieve this, two experiments have been made using water with
different %0 scanning a range of values from —20%. to +10%.. In the first experiment, extractions
have been carried out on pure sugars (glucose, fructose and sucrose) allowing to compare their oxygen
isotope signature before and after extraction. All these three sugars were lighter after than before
extraction, but no effect of tH&O signature of the water used for the extraction has been highlighted.
Moreover, a high variability in the percentages of carbon and oxygen of the extract has been found,
which would imply the presence of water molecules that ma&dffys values.

The second experiment consisted in extracting soluble sugars from leaf organic matter of four siblings
of pedunculate oak€Xuercus robuiL.) characterized with distinct carbon isotope composition of leaf
soluble sugarsd{®C,s). The effet of thé®O signature of the water used for the extraction ori’the
signature of leaf soluble suga®30,s) was not obvious for all the siblings and no relationship was
observed betweed°C s andd'®0ys.

To conclude, this method was shown to be inapplicable for analy$® afignature of leaf soluble

sugars introducing a large variabilitydfOs.

Keywords

carbon isotope composition, leaf soluble sugars, methanol-chloroform-water extraction, oxygen

isotope composition, pedunculate oak.

List of abbreviations
5'®0s: oxygen isotope composition of pure sugafOds: oxygen isotope composition of leaf soluble

sugar;5**Cs carbon isotope composition of pure sugdfC,s: carbon isotope composition of leaf

soluble sugar; %0O: percentage of oxygen; %C: percentage of carbon; %N: percentage of nitrogen.
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Introduction

Evaporative enrichment ifO of leaf water relative to soil water has first been shown by Gonfiantini

et al. (1965). At isotopic steady state, this enrichment can be related to leaf stomatal conductance
through the so-called Peclet effect (Farquhar & Lloyd, 1993). Further, through isotope exchange (see
Barbour, 2007), the isotope enrichment of leaf water is transferred to organic molecules, which thus
are thought to reflect a photosynthesis-weighted average of diurnal variation in leaf water enrichment.
At a leaf level, oxygen isotope compositiadi®Q) has mainly been estimated on water (Cernesak

al.,, 2002), bulk material (Jaggi al., 2003; Sheshshayest al., 2005), total soluble organic matter
(Barnardet al, 2007) or extracted cellulose (Waeal.,1998; Barbour & Farquhar, 2000). However,

to our knowledge, no study on tH© signature of extracted leaf soluble sugars has been published up

to date.

To measure the oxygen isotope signatdt&) of leaf sugars, they need to be extracted from the total

leaf material. After Barnar@t al. (2007), water soluble extracts from leaves contain other water
soluble organic matter than carbohydrates with a diffef86t Thus these extracts need to be further
purified. Extraction of soluble sugars from leaves can be done with different kinds of solvents: water
(Xu et al, 2004), ethanol (Brugnodit al.,1988; Gleixneket al.,1998; Chow & Landh&ausser, 2004) or

a mixture of methanol, chloroform and water (Waetlal.,2001; Gomezt al.,2002). All of these
solvents contain oxygen and are therefore prone to exchange with the sugars, influencifi@ their
isotope signature. The exchanges of oxygen between soluble sugars and water are known to be
localized at the carbonyl group (Goto & Titani, 1941), whereas the oxygen atoms of the alcohol
groups are theoretically not exchangeable. Therefore one fifth of the oxygen in glucose can exchange.
If there is exchange of oxygen atoms between water and carbohydrates during the extraction, then the
water used for different series of extractions or laboratories would introduce a general shift on the
oxygen isotope signal measured and thus introduce a bias.

The objective of our study was to test if the oxygen isotope signature of sugars is modified during
extraction and particularly if the isotope signature of the water used during extraction has a noticeable
influence. To achieve this, we investigated the effect of water with diffétémt from —20%. to +10

%o, during the extraction procedure on pure sugars and leaf soluble sugars. The extraction method is
the one described by Dickson & Larson (1975), using methanol-chloroform-water extraction mixture.
This method is used to extract leaf sugars for carbon isotope analysis (@¢agR001; Gottlicher

et al.,2006). The first part of this work was to verify if the known oxygen isotope signature of pure
sugars (glucose, fructose, sucrose) would be changed by the extraction procedure, and if a detected

change was related to tf%® isotope composition of the water used. To validate the method further,
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Water Abbreviations 50y, (%o)

Snow S2 -19.1
Snow S1 -17.2
Distilled water D2 -9.8
Distilled water D1 -9.2
Evaporated distilled water (1/2) E24 0.3
Evaporated distilled water El 4.8
Evaporated distilled water (1/4) E2g 9.6

Table 18: 20 isotope composition of water solvent.



Partie 11:**0 et conductance stomatique

sugars were also extracted from leaves of pedunculate@adcousrobur L.). These extractions

allow: (i) to verify if exchanges are in the same order for pure sugars or for leaf extracts (ii) to assess
the stomatal control on water use efficiency for pedunculate oak, through measurements of the carbon
isotope composition, an estimator of water use efficiency, and the oxygen isotope composition of leaf
soluble sugars.

Material and Methods

Water

We have used seven different types of water in the range of natural abundafiées show with

two different signatures (S1 and S2) that were collected in winter 2005 and filtered at 10 um; distilled
water with two different signatures (D1 and D2) and evaporated distilled water with three different
signatures (E1, E2and E2). Evaporated water E1 was a mix between several evaporated samples of
distilled water D1 after heating them at 65°C from 12 to 50 hours. Evaporated watartd=E2 were
obtained from distilled water (D2) that was heating for 45h and 94 hours respectively at 50°C. Each of
these types of water was used to prepare the different solutions for the soluble sugar extraction. For
one extraction all the steps using water were done with the same type of water. The different types of

water used showedO isotope compositiordt?0y) from —20%o to +10%o (Table 18).

Plant and chemicals

Pure soluble sugars used were anhydrous glucose (Sigma-Aldricht), fructose (Prolabo) and sucrose
(Prolabo).

Soluble sugars were extracted from leaf organic matter of four two-year-old cuttings of pedunculate
oak Quercus robut.) (Qrl, Qr2, Qr3, Qr4) growing in 10L containers (peat sand mixture 1/1 v/v) in

a greenhouse near Nancy (north eastern France). A complete fertilization (4.6fgslbw-release
fertiliser Nutricote T100; N, P, K; 13,13,13 + trace elements and 0.2 of llime) was provided.

Plants grew in non-limiting conditions of water supply and temperature, with ambient CO
concentration, and under natural photoperiod. Four to eight mature and fully exposed leaves were
harvested in June for Qrl and Qr2, and in September for Qr3 and Qr4, between 15:00 and 16:00 (TU)
after a sunny day. Leaves were then oven-dried (50°C) for 72h and ground to a fine powder using a

ball mill.
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Soluble sugar extraction

The method of extraction was adapted from Dickson & Larson (1975) and described in Bbaksel
(submitted) with some modifications. There are four main steps in the protocol: extraction,
purification, vacuum-drying and freeze-drying. Extraction was carried out using 50 mg of pure sugars
or organic powder with 3 ml of a three-part mixture of methanol/water/chloroform (12:5:3, v/v/v),
then 3 ml of a mixture methanol-chloroform (v/v) and 1.8 ml of water, and at least 0.75 pl of methanol
60%. The pellet was rehydrated with 0.3 ml of water and vortexed. Soluble sugars were then separated
from the aqueous extract through a multilayer extraction column, consisting of (i) PVPP
(Polyvinylpolypyrrolidone, Sigma-Aldrich, Germany) to retain phenols and tannins; (ii) Dowex -50
(H") resin (Sigma-Aldrich, Germany) used for separation of amino acids from organic acids and
sugars and (iii) Amberlite IRA-402 (Qlresin (Sigma-Aldrich, Germany) used for separation of
organic acids from sugars. Resins have to be under water for preservation during storage. Thus several
samples of resins were made, each of them with a different type of water (Table 18). The eluate was
reduced in a vacuum concentration system (speed vac, Heto). As the pellet after being dried was
viscous, it could not be easily transferred into a silver capsule for mass spectrometric analysis. Thus,
water was added in order to obtain a solution of known concentration (about 0.45 mg of soluble sugars
in 10ul of water), which was transferred in silver capsules (3 capsules e.g. repeats, for the same

extraction) and freeze-dried for 24h before isotope analysis.

Oxygen isotope composition

The 'O signatures of waters used in this experiment were analyzed using the classical CO
equilibration method of Epstein & Mayeda (1953). On€ ofnwater was equilibrated with GQit
700 mbar and 25°C until the isotope exchange reaction reach an equilibrium. Thea<é&xtracted,
separated from water vapor and analyzed offline by dual inlet (DI) with an isotope ratio mass
spectrometer Isoprime (GV Instruments, Manchester, United Kingdom). The overall analytical

reproducibility is £ 0.2%e.

0.5 mg of sugars were used to measure oxygen isotope composition with a continuous flow isotope
ratio mass spectrometer Isoprime (GV Instruments, Manchester, United Kingdom) coupled to an

elemental analyser EA 3028 (EuroVector, Milan, Italy).

Values of oxygen-18 are reported in delta %.). The sample value is expressed relative to
international standard SMOW (Standard Mean Ocean Water).

5'%0=(R-Ry)/R;.1000

where Rand R refer to the®0/*°0 ratio in the sample and in the SMOW standard, respectively.
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5Cs (%) %C %N &°0s (%) %0
NE Extract. E Theor. NE Extract. E NE Extract. NE Theor. NE Extract. E
415 -11.5¢01 - 400 398 359+06 * 004 004:002 301303 533 533:02 54817
253 -25.4#0.1 -~  40.0 39.7 36.2+1.2 0.02 0.05:0.02  285%0.2 53.3 53.240.1 54.440.8
-25.3 -25.240.1 421 419 37.9+1.1 0.02 0.04:0.02  29.4%0.2 515 51.3+0.2 50.9+1.3 -

Table 19: **C and 'O isotope compositions (respectivedy’Cs and 5'%0s), percentages of carbon (%C),
nitrogen (%N) and oxygen (%0) for non extracted (NE) and extracted (Extract.) sugars. Theoretical values are
noted in the column Theor. Data are averages = SD of three to five extractions. The effect of extraction (E) on
&"Cs, 805, %C and %0 was noted with a star when it was significant at 5% and with "-" when it was non

significant.
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Carbon and nitrogen percentages and carbon isotope composition

One mg of soluble extracted sugars (pure sugars as well as leaf sugars) was used to determine the
carbon isotope compositiod™{C) and the nitrogen and carbon concentration with a continuous flow
isotope ratio mass spectrometer (Delta S; Thermo Finnigan, Bremen Germany) coupled to an
elemental analyser (Na 1500 Carlo Erba, Italy) for carbon and nitrogen content on a mass basis. The
relative abundance 01C (%0) was expressed as:

d"C=(R-Ry)/R;,.1000

where R and R refer to the'*C/*“C ratio in the sample and in the Pee Dee Belemnite standard,

respectively.

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using STATISTICA Version 7.1 (StatSoft, Inc. 2005) and
effects were considered significant at p<0.05.

Comparisons between extracted and non extracted sugars for percentages of O, C adttNname
performed using difference tests between mean value (for all the extractions) for extracted sugars
versusstandard value, i.e. non extracted value.

Comparisons between extracted and non extracted sugars for oxygen isotope composition was
performed using difference tests between mean value for extracted seigusstandard value, i.e.

non extracted value for each extraction with a different type of water.

Results

Comparisons of isotope and atom composition of pure soluble sugars before and after extraction using
different types of water

Values of oxygen and carbon isotope compositidi¥¢ and 3°Cs, respectively), percentages of
oxygen, nitrogen and carbon of pure and extracted sugars are shown in Table 19. For non extracted
sugars, percentages of oxygen and carbon were close to the theoretical values. For extracted and non
extracted sugars, the %N was close to the detection limit. For extracted sugars, percentages of oxygen
and carbon are variable and differ from theoretical values as well as values obtained from non
extracted sugars. Percentages of carbon were significantly lower for all sugars. Percentages of oxygen
were significantly higher for glucose and fructose compared to non extracted sugars, whereas no
difference was obtained between extracted and non extracted sucrose (Table 1&g iEbeope

composition of the extracts was not significantly different from the non extracted sugar values, except
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Figure 36: Relationships between the oxygen isotope composition of pure Sdfag)(and the

oxygen percentage (%0). Open and closed symbols represent respectively non extracted and extracted
sugars. For glucose (circles), the regression equatio®fs= 54.9-0.48*%0 (R2=0.86; p<0.05;

solid line). For fructose (squares), the regression equationt¥©¢555.1-0.50*%0 (R2=0.35; p<0.10;

dashed line). For sucrose (triangles), the regression equatiod'{®s= 55.1-0.52*%0 (R2=0.70:;

p<0.05; dotted line).

3"CLs (%) %C %N 501 (%o) %0
Qr1 -28.3+0.1  37.8+1.1  0.20+0.03 30.1
Qr2 -30.8+0.1  39.8+1.1  0.23+0.05 29.0
Qr3 -26.2¢0.1  36.1¥0.8  0.19+0.03 28.3 46.2+2.3
Qr4 -245+0.3  36.6+1.1  0.26+0.05 28.6 44.6+1.1

Table 20: **C and*®0 isotope compositions (respectivél{’C s and 5'®0.s), percentages of carbon
(%C), nitrogen (%N) and oxygen (%0) for leaf soluble sugars. Data are averages + SD of three to five
extractions.
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for sucrose (Table 19), however the difference between non extracted and extracted sugars of 0.08%o is
under the precision of mass spectrometry (0.15%o).

Whatever the type of water used for the extraction, extracted sugars were always depfi@ed in
compared to non-extracted sugars by 0.1 up to 3.2%. (values observed for glucose) (Figure 35). The
extraction introduced a large variability in th# signature compared to the signature of non-
extracted sugars (for which the standard deviation is around 0.2 %., Table 18). Therefore, the
comparisons betweed®0 means for extracted sugars a1tD values of non extracted sugars for

each type of water was not always significant (Figure 35).

We have calculated the relationship betwd¥®s and 5'°0,, expected for 10, 30, 50% of oxygen
exchange between water and sugars (Figure 35). Assuming tfabflé&ygen atom in hexose is
completely exchanged with water (with an oxygen isotope compositisfi@jf), after mass balance
procedure, the sugar will change to:

(5*8"0s.ne+1* 8'%0,)/6 = 5"%0s. 10960

with &"®0s.xe the signature iffO of non extracted sugars adidOs.100the signature iffO of extracted

sugars if all the hexose molecules (100%) have exchanged their oxygen. Then, for a premdrtion
hexose molecules that have exchangeddti@is therefore:

(1-X)* 8"°0s.ne +X* 8°0s.100= 8 "Os.ext

with 5%0s.c the signature ift®0 of extracted sugars fof of hexose that have exchanged their
oxygen. However, no significant relationship was detected bet&&y, and 5'®0s for all sugars

(Figure 35; p>0.05). Moreover relative differences between sugars (non extracted glucose is the most
enriched whereas non extracted sucrose is the lighter) were not conserved for the different extractions
(Figure 35). Nevertheless, strong negative relationships between the percentage of oxygen and
5'®0s have been observed (Pearson's coefficient from —0.59 to —0.93 and p<0.05 for glucose and

sucrose and p<0.10 for fructose, Figure 36).
Isotope and atom compositions of leaf soluble sugars

Some residual nitrogen was found in leaf soluble sugar extracts (Table 20). This means that amino
acid are present in the extract. Taking into account an average of each atom (C, H, N, O, S) for amino
acids, we have found that our leaf soluble sugar extracts were contamined with 3% of amino acid. The
carbon percentage of extracted leaf soluble sugars was included between 36 and 40% (Table 20). The
range of carbon isotope composition of soluble sugarf€ &) was large 5.3%o, and the repeatability

was high within extractions of a same individuals as shown by the standard deviation in the table 20.
According to a non-parametric test of Kruskall-Wallis, difference® s between individuals were

significant. The percentage of oxygen was only analysed on two individuals and gave values around
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Figure 37: Isotope composition if®O of extracted leaf soluble suga®®Q.s) depending on the
signature of the watedt®0y, %o) used for extractions. Data are averages + SD for each individuals:
Qrl: e, Qr2: o, Qr3: o, Qr4: m. For Qrl, the regression equation i$'%0,s= 31.2-0.16*3%0,
(R2=0.93; p<0.001; solid black line). For Qr2, the regression equatiod'i®.s= 30.3-0.17*8%0,
(R2=0.88; p<0.001; dashed line). For Qr4, the regression equatiddi®@= 28.7-0.03*8%°0,,
(R2=0.40; p<0.05; thin line). No significant relation at 5% for Qr3 has been highlighted.
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45%. The percentage of oxygen was not correlated with the oxygen isotope composition of extracted
soluble sugars&?0,s).

5'®0.s average values were included between 27.1 and 31.9%. for all the extractions and the overall
individuals. Differences if?O signature were significant between Qrl and Qr2 and the differences
between their respectiv@®0, s were conserved and similar for all extractions (Figure 37). The
difference between Qr3 and Qr4 was not significant, and no clear trend was observatiQyjth

With a covariance analysis (separate slopes models) including the individual as a qualitative variable
and 80y, as a quantitative variable, we have shown significant effects (p<0.008f@ug for the
variable individual and for the interaction individudfO,. These findings imply significant
differences among slopes of the relationships betw&&d.s and 30y. With this model,

50,5 averages for each individual have been estimated (Table 20) and no correlation has been

observed between these means&i@, s values (R=-0.50; p=0.50).

Discussion

Comparison of isotope and atom compositions of pure soluble sugars before and after extraction

In aqueous solution, monosaccharides are present in six different forms that are in equilibrium. For
glucose, these forms are: the open-chain form with the free aldehyde function, the hydrated aldehyde
(gem-diol), two pyranose forms, and two furanose forms (Maple & Allerhand, 1987). The hydration
process during which oxygen exchange can occur is on the open-chain form (free aldehyde or ketone
functions).

The oxygen exchange rate depends on the proportion of mole fraction of open-chain species present in
the aqueous medium (Wertt al, 1981). However these forms generally don't exceed 1.5% at
equilibrium for monosaccharides at 25°C and for a pH of 7 (M¢gd., 1990; Cortest al., 1991).
Therefore, the rate of oxygen exchange at 25°C is slow (Risley & Van Etten, 1982). According to
Risley & Van Etten (1982) this is due to the relative stability of the ring forms of the sugars. The
percentage of open chain at equilibrium compared to the tautomeric forms is dependent on the type of
sugar molecule: for fructose, it is 0.8% (Megaal, 1990), whereas for glucose, it is 2.8%%6
(Hayward & Angyal, 1977). Therefore the oxygen exchange between water and fructose is higher than
with glucose (Megat al, 1990). Sucrose is a disaccharide composed of one molecule of glucose and
one molecule of fructose. It is a non-reducing sugar that has no open-chain form: neither of the rings is
able to open, which should make oxygen exchange reactions theoretically impossible. Nevertheless, in
the present study, we have observed a depletion fiG@hsignature of sucrose, as well as for the other
hexoses (glucose and fructose). Thus, these depletions can not be related to oxygen exchanges with the

solvents of the extraction. This finding is supported by the fact that no correlation has been observed
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%C %0
anhydrous hexose 40 53
monohydrate hexose 36 57
dihydrate hexose 33 59
pentahydrate hexose 26 65
sugar
anhydrous sucrose 42 51
monohydrate sucrose 40 53
dihydrate sucrose 38 55
pentahydrate sucrose 33 59
amino acid 32-65 16-48
organic acid (mon_ocarbo>_<y|i_c acid _with short carbon chain, monoacid as pyruvate, diacid as 19-67 19-76
succinate, triacid as citrate)
tannin gallic acid, ellagic acid, gallotannin, ellagitannin 49-56 42-47

Table 21: Percentages of oxygen (%0) and carbon (%C) of molecules that may be found in leaf soluble sugar

extracts.
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Figure 38: Relationships
between the percentages of
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for the extract versus the
content of water (from 0%
(dry sugars) to 100% of
water). The grey areas
represent the range of values
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between thé®0 composition of hexose$'fOs) and the'®O isotope composition of wated'{Ow)

(Figure 36).

3¢ isotope compositiondtCs) was used as an indicator of a potential contamination of the sugars
during the extraction procedure. A potential contamination could arise in particular from the resins that
contain carbon polymer. However, as no difference has been observed before and after extraction, no
molecule containing carbon has polluted the extract. As carbon molecules often bring oxygen atoms,
the oxygen isotope compositiod'{0s) is not perturbed by such a contamination. Even idtf@s of

extracted sugars has not changed, this is not the case for the carbon and oxygen percentages which are
highly variable among the overall extractions (see standard deviation in Table 19). The average of
carbon percentage for the three sugars was lower than the theoretical percentage or the percentage
observed for the non extracted sugars, whereas the percentage of oxygen was higher for extracted
glucose and frutose and similar for extracted sucrose compared to non extracted sugars.

A lower percentage of carbon and a higher percentage of oxygen are explained by adding water
molecules to the extract. As the samples used for %0 and %C determinations were distinct (two
different mass spectrometers), these two variables could not be related. However, the %C and %0
determined in the extracts has been related to the percentage of water needed to have these observed
ranges of values (Figure 38). From this analysis, we could expect the presence of around 10% of water
in our samples. The water molecules can have two sources. First, freeze-drying may have been partial
and heterogeneous among capsules. This implies that sugars conserved molecules of water solvent, but
in a "non-equivalent fashion". In this case, the analys&®6f of extracted sugar$'fOs) may reflect

the 3'%0 of the water solvent{?0y). However, no correlation betwe@Os and 5'%0,, has been
observed. Thus water can be conserved but this is not the factor that determifi@sstheature of

the sugars. A second source of water can be assigned to water vapor. Indeed sugar molecules are
highly hygroscopic. As atmospheric water vapour is depletédiir3'°0y=-13.3%o: value obtained

from atmospheric sample in the lab), a higher presence of water vapor in the samples would decrease
5"0s and thus result in the observed negative correlation between the percentage of oxyd&sand
(Figure 36). Frond'®0s for each extraction anit?0y, the percentage of water presents in each extract

has been recalculated with a mass balance procedure, i.e.:

3'®0s.ne(1-X) +8°0v*x=8"0s ¢

with &'®0s.ne the signature ifO of non extracted sugas;?Os.e the signature infO determined for
extracted sugars, and x the proportion of water molecules present in the extract.

This calculation leads to a proportion of water molecules included between 0 and 8% for all the
extractions and the three sugars. This proportion is in accordance with the proportion previously found
with %C and %0O. Therefore, if exchanges of oxygen occur during the extraction, this phenomenon is

partly hidden by the association with "external" water molecules. With this experiment, we may
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conclude that the hygroscopic properties of sugars (i.e. their ability to attract water molecules) are the

source of the variability in th&0 signature.

Isotope and atom compositions of leaf soluble sugars

The percentage of nitrogen found in the extracts implied the presence of molecules such as amino-
acid. Therefore, amino-acid may not be completely retained by the resins and the same phenomenon
can be hypothesized for organic acid. Moreover, oak leaves contain high quantity of tannin and
polyphenol that are not completely retained by the PVPP as indicated by the yellow coloration of the
final extract. All of these molecules have different %C and %0 (see Table 21 for examples) compared
to sugars. The presence of those molecules in leaf sugar extracts could explain why the observed %C
and %O are lower than expected. Indeed, since the percentage of oxygen for monosaccharide and
disaccharide is 53.3% and 51.5% respectively and as for pedunculate oak, sucrose represents about
80% of leaf soluble carbohydrates (Picetnal, 1997), therefore we expected that the percentage of
oxygen would be close to 51.5%. In the same way, carbon percentage was expected to be close to
41.6% supposing that extract is mainly composed of sucrose. All these observations imply that the
extract does not exclusively contain soluble sugars. Howet@rs is in the range of values expected

for leaf soluble sugars (Brugnoli & Farquhar, 2000) and are in good agreement with values found for
pedunculate oak by Picoet al. (1997) (-31 to —28%0) or by Roussel al. (submitted) (-28.9 to
-24.7%o).

Moreover, the oxygen isotope composition of extracted leaf soluble su¥®ss( was included
between 27.5 to 31.9 %0, which was in agreement with the review of Scénatl(2001) where the

80 composition of carbohydrates in plants varied from 28 to 36%.. However, our values are a little bit
lower than values obtained for leaf or phloem organic soluble matter (between 25 and 40%.) used as a
proxy for %0 of sucrose (Keitedt al.,2003; Barnarct al.,2007).

Contrary to pure sugars, relationships betw&€6,, and 5'%0,s were observed but not for all the
individuals, whereas no correlation was reported betv®#h < and the percentage of oxygen. The

mix of leaf soluble sugars with other molecules may have decreased the hygroscopic properties of the
extract. Therefore, this allows to highlig® exchanges between sugars and water of extraction (as
found for individuals Qrl, Qr2 and Qr4). However the magnitude of these exchanges are not
reproduced between the two different campaigns of extractions (the first using Qrl and Qr2 organic
matter, and the second using Qr3 and Qr4 organic matter), and this phenomenon is not well
understood yet.

The different trees for which leaves were harvested'f, s represented a range of carbon isotope
composition of soluble sugars (Table 20), indicating a large range of water use efficiency. For these

trees it has been shown (Rousstehl, submitted) that the variation in water use efficiency is largely
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due to variation in stomatal conductance for water vappa(gl a positive relationship betwe&fC

of leaf soluble sugars and lgas been obtained. According to Farquitaal. (2007), when trees are in

the same environmental conditions, at lowgrtlie average leaf wat&t°0 would be expected to be

more enriched than at greater s organic matter is expected to reflect the signature of the water
where it is produced, a higher signaturé®® of leaf soluble sugars would reflect a lowerlg this

study, differences iR™C.s were not reflected ‘%0, s values and no relationship was observed
between 3*C s and 5®%0,s. Therefore, the analysis @™O,s as a tool to dissociate stomatal
conductance and photosynthetic capacity from water-use-efficiency and thus carbon isotope

composition is not convincing.

Conclusions

To our knowledge, few data concern the analysis of soluble sugars extracted from leaves. In this paper,
we have shown that the use of pure sugars to test the extraction procedure is not relevant since their
hygroscopic properties may hiddD exchanges between sugars and water of extraction. For leaf
extracted sugars?O exchanges are more obvious. However, we need other experimentations to
confirm this process. One objective of this work was to study the possibilility tf@smmposition

of leaf soluble sugars to dissociate the effect of assimilation eff@® stomatal conductance for

water vapor on water use efficiency. At this stage of the experiment, the variability between

individuals found for leaf sugafC composition was not reflected in sugf&® composition.
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I1.4 Conclusions

L'objectif principal de cette partie était de vérifier si l'outil isotopitf@epouvait étre utilisé comme
estimateur de gafin de dissocier les composantes photosynthétique et transpiratoire lde dbuble

approche isotopique”®C/*®0) a été validée lorsque la variabilité de la conductance stomatique était
créée par les conditions environnementales. Une analyse, actuellement en cours, sur les 54 génotypes
de chéne pédonculé étudiés au cours de 2006 permettra de valider cette approche lorsque la variabilité

n'est plus environnementale mais génotypique.

L'utilisation de la matiere organique soluble, en tant qu'estimateur de la conductance stomatique, reste
a perfectionner (conditions de prélévement, de conservation... des échantillons). Cependant,
['utilisation de matiére organique soluble semble étre plus appropriée que l'analyse de sucres solubles
extraits. En effet, I'obtention de matiére organique soluble ne nécessite pas d'étapes d'extractions, ce
qui permet donc un gain de temps considérable, et n'introduit pas deidies étapes d'extractions

sur la signature effO. De plus, si de futures expérimentations permettent de montrer que la signature
en*®0 de la matiére organique soluble foliaire représente une estimation intégrée dans le temps de la
conductance stomatique, il s'agira alors d'un outil trés intéressant pour analyser un grand nombre
d'individus en un temps relativement court. Cette approche pourra alors étre utilisée dans le cadre

d'étude de génétique quantitative.
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Conclusions/Perspectives

Cette thése s'inscrivait dans un projet combinant deux approches: écophysiologique et génomique afin
de comprendre les mécanismes physiologiques et génomiques sous-jacent a la variabilité d'efficience
d'utilisation de l'eau chez le chéne pédonculé. Ma thése ne portait que sur l'approche
écophysiologique. Elle a permis d'apporter les premiéres conclusions relatives a la premiére étape de
ce projet, a savoir déterminer les causes physiologiques et /ou anatomiques de la variabilité observée
en conditions non-limitantes. Pour ce faire, de nombreux traits foliaires physiologiques (capacité
photosynthétique, conductance stomatique...) et structuraux (anatomie foliaire), mais aussi des traits
"plante entiére" (productivité...) liés a l'efficience d'utilisation de l'eau ont été analysés. De tous ces
traits, la conductance stomatique et ses composantes (anatomiques ou réponse a l'environnement) est
celui qui contribue le plus a la variabilité génétique intra-famille observée. Cette premiéere étape
comportait aussi une étude consistant a vérifier la validité de la double approche isofd@iItia (

afin de décomposer des différences d'efficience d'utilisation de Il'eau en composantes
photosynthétiques et transpiratoires. Les travaux relatifs a cette étude ont donné des résultats

encourageants, mais de nombreuses améliorations sont encore a apporter.

Bien que les travaux présentés dans ce manuscrit donnent des pistes quant a ce qui détermine la
variabilité de l'efficience d'utilisation de I'eau au sein de cette famille de chéne pédonculé, ils ne
permettent pas d'assigner de fonctions précises aux régions génomiques liées a la variabilté de
détectées par Torti (2005) et Breneéelal. (2008) (Figure 8). En effet, les génotypes constituant les
phénotypes extrémes comportent des combinaisons d'alleles de différentes régions génomiques qui
vont en faveur d'une forte ou d'une faible efficience d'utilisation de I'eau. Une fagon d'étudier une
région spécifique du génome et de constater son implication sur la détermination du phénotype est
l'utilisation de mutants ou de lignées particulieres pour la région d'intérét. Chez les arbres, mis a part
chez le peuplier, ce genre d'étude n'est pas possible (temps de génération trop importants). Cependant,
au cours de ma thése, nous avons utilisé une autre alternative concernant le choix de 54 génotypes, et
pour lesquels seules quelques données ont été montrées dans ce manuscrit. Pour étudier l'impact de
certaines de ces régions sur le phénotype, le choix de ces génotypes s'est porté sur les données
génotypiques acquises pour I'établissement de la carte génétique: ces génotypes ont été sélectionnés de
facon a former des groupes d'individus se distinguant uniqguement par une région précise du génome.
Deux régions génomiques présentaient un fort intérét. La premiére est située sur le groupe de liaison
11m. Sur cette région plusieurs QTLs liés a la variabilitA'd@ pour différentes années et conditions

sont colocalisés (Figure 8). La deuxieéme est située sur le groupe de liaison 2m. Sur cette région des
QTLs liés a la variabilitt dA’C et des capacités photosynthétiques (estiméedazote et la
chlorophylle foliaire) colocalisent (Figure 8). La détection de QTL revient a associer l'alléle d'un ou

plusieurs marqueurs et la valeur phénotypique d'un trait. Les marqueurs utilisés pour établir une carte
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génétique ont deux alléles possibles: s'ils sont détectés, ils sont notés "+", sinon, ils sont notés "-". Si
un QTL lié a la variabilité d'un trait est détecté dans une région génomique, cela signifie que l'alléle +
(ou -, selon les cas) est associé a une forte valeur phénotypique du trait, et inversement. L'exploitation
des données de cartographie génétique sur toute la famille a ainsi permis de définir des ensembles de
génotypes présentant la combinaison allélique adéquate au niveau de la région d'intérét. Parmi ces
génotypes, seuls 15 ont été retenus. Cet ensemble de 15 génotypes présentait soit les alléles "+", soit
les alleles"-" pour les marqueurs flanquant la région d'intérét. Pour le reste du génome, nous avons fait
en sorte qu'il soit le plus hétérogene possible. Ainsi, l'objectif était de comparer les moyennes

phénotypiques de I'ensemble des génotypes "+" a celles de I'ensemble des génotypes "-" pour ressortir
les différences liées a la région sélectionnée. Cette étude était donc basée sur un QTL a effet fort: un
seul allele en faveur d'une efficience haute ou basse. De ce fait les traits, pour lesquels des différences
auraient été trouvées entre ensemble de génotypes "+" et ensemble de génotypes "-", auraient pu étre
reliés a la région génomique d'intérét. Compte tenu d'une forte hétérogénéité de taille des plants et de
conditions lumineuses peu favorables, cette étude n'a pas pu étre menée a bien. Toutefois, pour les
génotypes choaisis sur la base des marqueurs flanquant la région d'intérét située sur le groupe de liaison
11m, nous avons trouvé que |'ensemble de génotypes "-" avait des valeurs moy&if@gme.05)

et de conductance stomatique (p<0.10) supérieures a l'ensemble de génotypes "+". Ce résultat était
donc cohérent avec le fait que les alléles "+" des marqueurs flanquant la région d'intérét située sur le
groupe de liaison 11m sont associés a une forte efficience d'utilisation de I'eau. lls confirment aussi les
résultats présentés dans la premiére partie de ce manuscrit: I'implication de la conductance stomatique
dans la variabilité de I'efficience d'utilisation de I'eau en conditions non-limitantes. Enfin, ces résultats
nous permettent de conclure que la région 11m influence l'efficience d'utilisation deidielau
conductance stomatique. Il semblerait donc que cette région contienne des génes impliqués dans la

variabilité de la conductance stomatique au sein de cette famille de chéne pédonculé.

La deuxieme étape consistait a caractériser le comportement individuel de génotypes de cette famille
en conditions de sécheresse édaphique dans l'optique d'une meilleure compréhension des mécanismes
d’acclimatation a ces conditions environnementales. Cette étape a été entamée au cours de ma thése.
Une premiére expérimentation, présentée en annexe (annexe 2) a tout d'abord permis de décrire la
réponse de la conductance stomatique a un desséchement progressif du sol d'une population
d'individus. Les résultats de cette expérience ont ensuite été utilisés pour définir des niveaux de
contrainte hydrique a appliquer afin d'obtenir une réduction précise de la conductance stomatique,
notamment en 2006 sur les 54 génotypes. Mais les résultats ne sont pas concluants du fait des
conditions météorologiques (luminosité). D'autre part, les arbres étant trés grands, le stress a été trés
mal maitrisé avec de grandes variations journaliéres du contenu en eau du sol. Une des perspectives a

court terme est donc de refaire cette expérimentation.
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Conclusions/perspectives

En paralléle de cette approche écophysiologique, des études de génomique sont actuellement en cours.
Ces travaux ont pour objectif d'identifier les transcrits différentiellement exprimés entre les
phénotypes extrémes, mais aussi entre les groupes de génotypes étudiés lors de ma deuxieme année de
thése, en 2006. Ces banques différentielles permettront de fournir des génes candidats. La mise en
commun des résultats écophysiologiques et génomiques permettra de mieux comprendre la variabilité
des stratégies au sein de cette famille de chéne pédonculé en condition optimale, mais aussi en
conditions de stress hydrique. Une deuxiéeme facon d'obtenir des génes candidats est d'étudier
I'expression de genes reconnus comme influencant le trait d'intérét chez d'autres especes. Ceci a en
partie été abordé dans ce manuscrit avec I'étude de I'expression d'ERECTA pour laquelle nous avons
mis en évidence une corrélation positive entre les variabilités naturelles de l'efficience d'utilisation de

I'eau et de I'expression de ce géne.

Les traits les plus pertinents (écophysiologiques mais aussi genes candidats), identifiés au cours des
étapes précédentes, pourront alors étre mesurés sur la famille compléte de facon a les cartographier et
a analyser les co-localisations avec les QTL précédemment détectés (Torti, 2005; Breaidel

2008). L’étude de ces co-localisations permettra d’avancer vers une interprétation fonctionnelle de la

variabilité génétique de l'efficience d'utilisation de I'eau.

Une grande variabilité d'efficience d'utilisation de I'eau a ainsi pu étre démontrée au niveau intra-
famille. Les travaux de Ponton (2002) ont montré que cette variabilité existait aussi au sein de
populations naturelles de chéne pédonculé. L'objectif a plus long terme est donc de savoir si ce qui a
été observé au sein de cette famille de chéne pédonculé est extrapolable a n'importe quelle population
de chéne pédonculé. L'approche isotopigti€/€0) fournit un outil pointu de comparaison de
I'efficience d'utilisation de I'eau, entre génotypes, sous conditions environnementales similaires. Dans
la mesure ou des liens entre comportement écophysiologique en conditions non-limitantes, en
conditions limitantes et génomique peuvent étre établis, le comportement écophysiologique d'un chéne
pédonculé et son devenir pourrait étre déduit a partir d'une "simple" analyse isotopique. Des
implications importantes de I'utilisation de cet outil isotopique pourraient alors apparaitre dans le cadre
de la gestion et de la sélection de génotypes de chéne pédonculé moins sensibles aux épisodes de

sécheresse.
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Annexe 1

Annexe 1: Réponse de la conductance stomatique au VPD chez le chéne pédonculé

I ntroduction

Les travaux de Brendet al. (2008) ont montré qu'il existait une forte variabilité intraspécifique de
réponse de la conductance stomatique pour la vapeur dgaw @gficit de pression de vapeur d'eau
entre la feuille et I'atmosphére (VPD), dans la famille de chéne pédonculé étudiée dans ce manuscrit.
Un QTL (Quantitative Trait Loci) de la réponse deg VPD a été trouvé sur le groupe de liaison 9m,
indiquant une variabilité génétique pour ce caractere. Ce QTL colocalisait avec un QTL lié a la
variabilité d'efficience d'utilisation de I'eau intrinséque estimée par la discrimination isotopique du
carbone £°C). Cette observation indiquerait qu'une partie de la variabili#'h observée au sein

de cette famille pourrait étre liée a une variabilité de réponsg ae \gPD. Cependant, cette étude
ayant été faite sur le terrain, il est difficile de dissocier I'impact du VPD d'autres facteurs régulant g
(sécheresse édaphique, température, lumiére...). Il est donc intéressant d'étudier dans cette famille de
chéne pédonculé la variabilité intraspécifique de réponseg de YPD, sans que les autres facteurs
environnementaux n'interviennent dans la régulation du comportement stomatique (i.e., conditions

non-limitantes d'apport en eau, de température...).

La conductance stomatique diminue en réponse a l'augmentation de VPD (Monteith, 1995). Cette
fermeture stomatique évite une déshydratation de la feuille provoquée par une demande évaporative
trop importante. Il existe plusieurs hypothéses concernant les mécanismes sous-jacents a une telle
régulation (cf Frankset al, 1997):. (i) effet "feed-back de la transpiration (i.e, conductance
stomatique*VPD) sur la conductance stomatique: la transpiration augmente du fait d'une demande
évaporative plus forte, ce qui conduit a une chute du potentiel hydrique des cellules de garde
entrainant leur plasmolyse et donc la fermeture des stomates; (iijfeéfdforward: les cellules de

garde percoivent directement les variations de VPD (sans que le statut hydrique de la feuille soit
affecté) mais les mécanismes a la base d'une telle régulation sont encore inconnus a ce jour.

En principe, la réponse deau VPD suit une relation sigmoidale. Cette relation présente deux parties:

(i) pour de faibles VPD, gest stable et maximal g, (i) & partir d'un certain seuil de VPD, g
diminue jusqu'a atteindre une valeur minimum (proche de 0). Chez le chéne pédonculé, Brendel et al.
(2008) ont observé une fermeture des stomates a partir d'un VPD de 2 kPa, et une fermeture compléete
pour un VPD de 5 kPa. Dans la littérature, divers ajustements (pour revueetCagnl999) sont

utilisés pour décrire la deuxieme partie de la relationsg/PD (i.e., zone de diminution de gn

réponse a l'augmentation du VPD), et dépendent de la gamme de VPD utilisée. lls peuvent étre

logarithmiques (Grossnickle et al2005), exponentiels (Grossnickle & Fan, 1998) ou linéaires
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(Holscheret al, 2006). Compte tenu de cette multitude de relations, il est difficile de se focaliser sur
un parameétre commun décrivant la réponse daugVPD. Par exemple, Holschet al. (2006) et

Brendel et al.(2008) utilisent la pente de la régression linéaire enfret g¢PD pour décrire,
respectivement, une variabilité inter- et intra-spécifique. Cependant, ce parametre n’est pas applicable
pour des relations de types logarithmique et exponentielle. Pour des relations de type logarithmiques,
Orenet al.(1999) ont utilisé le facteur m (cf encart Figure 1) qui quantifie la sensibilité des stomates
au VPD, pour décrire les différences de réponse;de §PD en inter- et intra spécifique. Ce facteur
renseigne sur la cinétique de diminution demyréponse au VPD et sa valeur est d'autant plus élevée
gue la diminution degest forte lorsque le VPD augmente. Oetral. (1999) ont aussi montré que ce
facteur est fortement corrélé a la conductance stomatique mesurée pour un faiblg,MPRBirfgi, un
individu/une espéce caractérisé(e) par wg glevé aura une fermeture stomatique plus importante
qu'un individu caractérisé par un.g faible. D'un point de vue expérimental, la détermination de ce
facteur nécessite la réalisation d'une cinétique de diminutiog mugune gamme de VPD étendue.

Nous avons donc cherché dans la littérature d'autres indices de sensibilité des stomates au VPD,
présentant une forte variabilité inter- ou intra-spécifique, mais plus faciles a déterminer. Franks &
Farquhar (1999) ont ainsi proposé le factgqui correspond au rapport de la conductance stomatique
observée pour un VPD de 2kPa)(gur la conductance stomatique observée pour un VPD de 1kPa
(g0). @ varie entre 0 (lorsque les stomates se ferment complétement en réponse a I'augmentation de

VPD: @=0), et 1 (si aucun changement de conductance stomatique n’'est observé entre 1 et 2 kPa:

h=0).

Les trois objectifs de ce travail sur la réponse gaugVPD chez le chéne pédonculé étaient les

suivants:
0] confirmer 'existence d'une variabilité entre génotypes de réponsadé&/§D
(ii) analyser la variabilité entre génotypes des indices de réponseadeVPD issus de la

littérature

(i) relier la variabilité entre génotypes de ces indices ef/d& g

Matériel & Méthodes

Matériel végétal et conditions de culture

Sept bouturesQuercusrobur L.) issues de la famille F1 de plein-frére de chéne pédonculé étudiée
dans ce manuscrit ont été utilisées, chacun de ces plants représentant un génotype distinct (118, 136,
173, 178, 186, 214, 348). Les boutures ont été produites par 'TUMR BioGeCo (INRA Pierroton,

Bordeaux) puis transportées a I'INRA de Nancy ou elles ont été transférées dans des pots de 10L
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Figure 1. Evolution de: (a) la conductance stomatique a la vapeur d'egu(lfy I'efficience
d'utilisation de I'eau intrinseque (Jet (c) la transpiration (E) en fonction du déficit de pression de
vapeur d’eau (VPD) pour sept génotypes de chéne pédoitugEotype 178; @génotype 186; ¢
génotype 214;0, génotype 118;A, génotype 13611, génotype 173>, génotype 348). Les
symboles pleins et vides sont associés aux génotypes des group&shle(@our des VPD<1.5kPa)

et 2 (g fort pour des VPD<1.5kPa), respectivement. Chaque point représente la moyenne (+ I'écart-
type) déterminée sur I'ensemble des feuilles d’'un méme génotype. La zone grisée (VPD inférieur a 1.5
kPa) représente la partie pour laquelle les valeurg steng maximales et stables.4{9.

L'encart représente l'ajustement logarithmique déterminé entee \JPD pour le génotype 348.
Chaque symbole correspond aux mesures effectuées sur une feuille de ce génotypeow un

VPD de 1 kPa ; g g pour un VPD de 2 kPa; m : facteur de sensibilité des stomates au VPD selon
Oren et al. (1999); &™ valeur de VPD pour laquelle la conductance stomatique est nulle
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contenant un mélange tourbe/sable (1/1, v/v). Les chénes ont été fertilisés avec de I'engrais a
libération lente (Nutricote T 100 13-13-13, NPK) et avec du calcaire magnésien (amendement
calcique) a raison de 4,5 g'let 0,2 g [* respectivement. Les plants ont été cultivés en serre

(conditions contrdlées de température, arrosage a capacité au champ, photopériode naturelle,

concentration ambiante de O

Réponse de la conductance stomatique au déficit de pression de vapeur d’eau (VPD)

Toutes les mesures ont été effectuées a l'aide d'un systeme ouvert de mesures d'échanges gazeux
LiCor 6400 (Li-6400, Li-Cor, Lincoln, NE). Les conditions de température, de flux de photon dans le
PAR (Photosynthetic Active Radiation) et de flux d'air dans la chambre de mesure ont été fixées a
25°C, 1200 umol ms® et 300 pmol § respectivement. Les mesures ont été effectuées pour une
fraction molaire de CQambiante: 378+12pumol fs* (moyenne + écart-type). Pour chaque feuille,

avant chaque début de mesure, une période d'activation de la photosynthése était nécessaire. Cette
période (de 40 mn environ) était variable entre génotypes mais aussi entre feuilles d'un méme

génotype.

Les courbes de réponse de la conductance stomatique au VPD ont été effectuées sur 3 a 4 feuilles de
lumiére par génotype, matures au moment de la mesure. Pour établir une courbe de réponse de la
conductance stomatique au VPD, la vapeur d'eau a été progressivement piégée grace a de la driérite de
fagon a avoir 6 a 10 paliers de VPD par feuille entre 1kPa et 3.0 kPa de VPD environ (maximum
atteint avec cet appareil). A chaque palier, 3 mesures consécutives d'assimilation nett¢Aje deO
conductance stomatiques)gde transpiration (E) ont été effectuées. Le rappor #dgs a ensuite

permis de calculer l'efficience d'utilisation de I'eau intrinsequi (W

Les courbes de réponse deag VPD étaient de type logarithmique (encart Figure 1) et ont permis de
calculer les facteurg (rapport des conductances stomatiques observées pour des VPD de 2 et 1 kPa;
Franks & Farquhar, 1999) et m (Orenal, 1999).

Pour chaque feuille de chaque génotype, les courbes de réponsaud¥RD ont été standardisées
afin de s'affranchir des conductances stomatiques maximgg® & minimum (Gin). Gmax €t Gnin
représentent les deux conductances stomatiques extrémes pour la gamme de VPD utilisée. Ceci nous a
permis de déterminer, pour chaque palier de VPD, la diminution relative de conductance stomatique
(gre) coOrrespondante:

- g _gmin
e g -0

max min

g
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Figure 2: Relation entre la diminution relative de conductance stomatique pour la vapeur deetu (g

le déficit de pression de vapeur d'eau entre la feuille et I'atmosphere (VPD) pour les deux groupes de
génotypes M: groupe 1 (génotypes caractérisés par pg faible, cf Figure 1);01: groupe 2
(génotypes caractérisés par waxdort, cf Figure 1)). Chaque point représente la moyenne (£ I'écart-
type) des valeurs dg.goour chaque groupe en fonction du VPD. Pour le groupé)]l lajustement
sigmoidal a pour équation;,g100-[100/(1+exp(-4.1*VPD+8.3))], R?=0.88; pour le groupe 2 (- -),
I'ajustement sigmoidal a pour équatiop=#00-[100/(1+exp(-4.1*VPD+7.5))], R?=0.89.
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ol g est la valeur de conductance stomatique au palier de VPD considéré.
Les courbes obtenues sont des sigmoides (Figure 2), variant entre 100 @=0% (9=gn), dont
I'équation est la suivante:

g =100-—100____

(-aVPD+b)

rel ]:l-exp

ol a et b sont les parametres de I'équation a déterminer.

A partir des équations de chaque courbe (et donc chaque feuille de chaque génotype), le VPD pour
lequel g, = 50% (et donc le VPD pour lequel la conductance stomatique a diminué de 50%) a été
calculé:

VPDsp=b/a.

Analyse statistique

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du logiciel STATISTICA Version 7.1
(StatSoft, Inc. 2005).

L'effet génotype a été testé a l'aide d'une ANOVA. Un test de Levene d'homogénéité des variances a
permis de compléter cette analyse. Les différences entre traitements ont ensuite été testées en utilisant
le test HSD de Tukey.

Les corrélations et les régressions ont été effectuées sur les moyennes par génotype. Les régressions
entre les traits ont été déterminées sur la base des moyennes géométriques (ou régression de type II)
(Sokal & Ronhlf, 2000).

Les ajustements sigmoidaux ont été réalisés a l'aide de I'option "Estimation non-linéaire" du module
"Modéles linéaires/non-linéaires avancés".

Toutes les analyses ont été considérées significatives pour p<0.05.

Résultats & Discussion

Evolution des échanges gazeux en réponse au VPD

Quel que soit le génotype, la conductance stomatique pour la vapeur djefimifguait en réponse a
'augmentation de déficit de pression de vapeur d’eau entre la feuille et I'atmosphere (VPD) (Figure
1a). De tels comportements deogt été décrits chez le chéne pédonculé (Morecroft & Roberts, 1999),

et d'autres espéces de chénes (Mediavilla & Escudero, 2003). Dans notre étude, la diminysen de g
faisait en deux phases, plus ou moins prononcées selon les génotypes (Figure 1a). Pour VPD<1.5 kPa,

gs restait constant. A partir de ce seuil, diminuait selon un ajustement de type logarithmique.



Trait

Génotype l T Wi m SoTm 0 VPDgy
178 4 0.06£0.02 * 120+16 @ 0.06+0.02 2 3.6+05 @ 0.45+0.05 2 2.0£0.2
Groupe 1 186 3 0.05+0.00 * 129+4 @ 0.04+0.00 2 48+0.2 * 0.56+0.01 ® 2.0£0.0
214 3 0.06+0.02 *® 119+10 2 0.05+0.01 2 4.8+09 @ 0.55+0.05 2.0+0.3
118 3 0.17+0.02 ° 75¢#3 b 0.09+0.01 ®° 8.5+¢1.8 ° 0.67+0.03 ¢ 1.7
136 3 0.1810.04 ° 7111 ° 0.12+0.03 ° 52409 °? 0.58+0.05 °° 1.8+0.0
Groupe 2 b b be ab bc
173 3 0.15+0.02 896 0.09£0.02 5.9+1.5 0.60+0.06 1.940.1
348 3 0.15+0.03 ° 80+10 ° 0.11+0.02 ®© 47405 * 0.55+0.03 & 1.7+0.0
Effet génotype p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 ns

Tableau 1: Moyennes (xécart-type) pour chaque génotype des traits mesurés ou estimés: conductance
stomatique pour la vapeur d'eau et efficience d'utilisation de I'eau intrinséque définie pour un VPD
inférieur a 1.5kPa (respectivemenf,get Wi ), indices de sensibilité aux stomates (np)e¢t valeur

de VPD pour laquelle la conductance stomatique est nuit)(ealculés a partir d'ajustements
logarithmiques, et valeur de VPD pour 50% de fermeture stomatiquesdMiEDerminée a partir des
courbes standardisées de réponses@e (yPD. L'effet "génotype" a été testé a l'aide d'une ANOVA et
I'hnomogénéité des variances a été vérifiée par un test de Levene. Pour un trait donné, deux lettres
différentes indiguent une différence statistique significative (p<0.05; test HSD de Tukey, n différent).
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D’aprés la figure 1la, deux groupes d’individus a comportement similaire ont pu étre mis en évidence.
Le premier groupe (génotypes 178, 186 et 214) présentaient des conductances stomafiques (g
définie pour VPD<1.5kPa), significativement plus faibles pour de faibles VPD mais aussi sur
'ensemble de la gamme de VPD utilisée, par rapport aux génotypes constituant le deuxiéme groupe
(118, 136, 173 et 348) (Tableau 1). La diminution gergréponse au VPD était plus forte pour les
génotypes du groupe 2 que pour ceux du premier groupe (courbes non paralléles, Figure 1a). Il
semblerait donc qu'il existe une variabilité de réponse des stomates au VPD pour les sept génotypes de
cette étude, comme l'ont montré les travaux de Bregtdal (2008) sur cette méme famille de chéne
pédonculé. Une telle variabilité a aussi été mise en évidence sur d'autres ligngaglicata Donn

(Grossnickleet al, 2005),Picea glaucax P. engelmanni{Grossnickle & Fan, 1998).

L'évolution de I'efficience d'utilisation de I'eau intrinséque;,(Wapport de A sur en réponse a
'augmentation de VPD était variable selon les génotypes (Figure 1b): pour les génotypes du groupe 1
(faible gnay, W, restait constante sur toute la gamme de VPD, alors que pour les génotypes du groupe
2 (fort gnay, Wi augmentait en réponse a l'augmentation de VPD. Pour de faibles VPD (VPD<1.5kPa),
W, (alors notée W) était significativement plus faible pour les génotypes du groupe 2 (Tableau 1).
Pour de forts VPD (VPD>2.5kPa), cette tendance s'inversait étaivplus élevé pour les génotypes

du groupe 2 (Figure 1b). Cette observation implique donc une diminutionesrergponse au VPD

proportionnellement plus importante pour les génotypes du groupe 2.

La transpiration (E) restait stable en réponse a I'augmentation de VPD, quel que soit le groupe (Figure
1c). Ces résultats confirment donc les assertions de Franks & Farquhar (1999) selon lesquelles pour les
arbres des foréts tempérées la réductiondengéponse au VPD est telle que la transpiration est

maintenue constante (régulation par « feed-back » de la transpiration (rahk$997)).

Indices de sensibilité des stomates au VPD

A partir de 1.5 kPa, la diminution dg gu VPD suivait une relation de type logarithmique (encart
Figure 1). A partir de ces ajustements, différents paramétres ont été déterminés (encart Figure 1):
I'indice ¢ (rapport des conductances stomatiques observées pour des VPD de 2 et 1 kPa; Franks &
Farguhar, 1999), le facteur m qui décrit la cinétique de diminution ee geponse a 'augmentation

du VPD (Orenet al, 1999), ainsi que la valeur de VPD pour lagquelle la conductance stomatique est
nulle (é*'™ Orenet al, 1999)).

Dans notre étudep était compris entre 0.45 et 0.67 (Tableau 1). Ces valeurs sont en accord avec les

travaux de Franks & Farquhar (1999) qui ont montré que, pour les arbres des foréts tempérées, cet
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indice était proche de 0.5, caractérisant ainsi des espéeces sensibles au VPD. Nous avons trouvé des
différences significatives entre génotypes pour cet indice (Tableau 1). Cependant, ces différences ne
sont pas fonction du groupe de génotype défini sur la base des valeyss de g

Cet indice signifie donc que pour un VPD de 2kPa, la conductance stomatique est diminuée de 50%
environ par rapport a,g. Cependant, le calcul de cet indice dépend fortement de la valeur seuil de
VPD pour laquelle gcommence a diminuer. Ce seuil peut étre variable en fonction des études. Ainsi,
dans cette étude, nous avons défini un seuil de 1.5kPa, alors que Rtealdé2008) notent ce seuil a

2 kPa pour la méme famille de chéne pédonculé. Ainsi, le calcg) dans le cadre de I'étude de
Brendel et al. (2008) n'aurait renseigné en aucune facon sur la sensibilité des stomates au VPD,
puisque la conductance stomatique était maintenue constante jusqu'a 2kal)d'De ce faitp ne

parait pas étre un indice adéquat pour l'analyse de la variabilité intra-spécifique de la sensibilité des

stomates au VPD et a donc été éliminé pour la suite de cette étude.

Les valeurs du facteur m étaient comprises entre 0.04 et 0.12 fJl Im (kPa)* (Tableau 1). Selon

Oren et al. (1999), pour différentes especes du genre Quensiest compris entre 0.01 et 0.11 mol m

2s' Ln (kPa)'. Cette gamme, obtenue en inter-spécifique est donc similaire a la gamme de valeurs que
nousavons obtenues en intra-spécifique pour plusieurs génotypes de chéne pédonculé. Des différences
significatives entre génotypes pour ce facteur ont pu étre mises en évidence (Tableau 1).

Enfin, la valeur de VPD pour laquelle st nulle (8™ était comprise entre 3.6 et 8.5 kPa. La plupart

des génotypes de cette étude présentait une valeuf*depmche de 5kPa (Tableau 1), ce qui
correspond a la valeur trouvée par Brereledl. (2008) sur cette méme famille de chéne pédonculé,
mais aussi a la gamme observée par @tesd. (1999) pour différentes especes du geQuercus

(entre 3 et 6kPa). Excepté le génotype 118 pour ledlBlest trés élevé, aucune différence entre
génotypes de ce trait n'a été mise en évidence (Tableau 1). Cependant, ces VAlesomite
approximatives, puisque nous n'avons pas de données au-dela de 3kPa pour les confirmer. I
semblerait d'ailleurs que l'ajustement logarithmique ne soit pas toujours adapté a nos données. Cette
observation prévaut principalement pour les génotypes du groupe 2. &dmaur lesquels gatteint

un plateau pour des VPD>2kPa. Au-dela de ce VPD, nous avons donc défini une conductance
stomatique minimale (g,). Les courbes de réponse deag VPD ont ensuite été standardisées entre 0

et 100% (Figure 2) pour s'affranchir des différences glg gnais aussi de conductance stomatique
minimum (pour un VPD>2kPa) entre génotypes. A partir de ces courbes, nous avons calculé la valeur
de VPD correspondant & une fermeture stomatique de 50%s¢VRB valeur moyenne de VR

tous génotypes confondus, est de 1.9+0.2kPa et aucune différence entre génotypes n'a été détectée
(Tableau 1).
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Figure 3: Relations entre la conductance stomatique pour la vapeur d'eau maximgleo(g
I'efficience d'utilisation de 'eau intrinséque ;(jVobservée pour des valeurs de VPD inférieures a 1.5
kPa, l'indice de sensibilité des stomates au VPD (m), et le facteuy, ARIEUr de VPD pour 50% de
fermeture stomatique) déterminé apres standardisation des courbes de répgasevizDg Chaque
point représente la moyenne (+ écart-type) pour chaque géndilipgéqotypes du groupe L3
génotypes du groupe 2). Les équations des ajustements linéaires sont les suivantes : g#0.84*g
(R?=0.89; p<0.001); m=-0.001*W+0.20 (R?=0.90; p<0.001); VREF-2.46*Qnaxt2.15 (R2=0.85;
p<0.01); VPBx=0.006*W, 5+1.31 (R2=0.88; p<0.01).
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Corrélations entre ces indices ef\Wyl

Conformément a ce que nous avons montré tout au long de ce manuscrit, dans cette étude la variabilité
entre génotypes de MW (calculée pour un VPD inférieur a 1.5 kPa) était négativement corrélée
(R?=0.98; p<0.001) & la variabilité entre génotypes gle (@esurée pour un VPD inférieur & 1.5 kPa).

Nous avons ensuite établi des corrélations entree?\g..x et les indices m et VRPpafin de voir si la
variabilité entre génotypes de.gW.s pouvait étre liée a une variabilité entre génotypes de ces

facteurs.

Pour ces sept génotypes de chéne pédonculé, une corrélation poéiti84Rp=0.001) entre,g, et
lindice m a pu étre observée. La relation établie en intra- et inter-spécifique pat@tga999) (m

= 0.6*g) se vérifie aussi dans cette étude (m=0.344.01). Compte tenu de la corrélation existant
entre g, et Wi 5, le facteur m est négativement corrélé \®°=0.90, p<0.001). En d'autres termes,
un génotype caractérisé par upglevé (et donc % faible) présentera une diminution depdus
marquée en réponse a l'augmentation du VPD qu'un génotype caractérisé parfaiblg (et donc
W5 fort). Cette association (faible/fgible m/fort W) a aussi été observé pour des populations de
Thujaplicata (Grossnickle et al.2005).

Malgré l'absence de différences entre génotypes pour le facteus, \WiRB corrélation négative a été
observée entre ce facteur ef,g(R?=0.85; p<0.01), alors qu'une corrélation positive a été mise en
évidence entre VP et W, 5 (R?=0.88; p<0.01) (Figure 3). Ainsi, les génotypes du groupe,2 (9

fort) avaient une fermeture stomatique plus rapide que les génotypes du groupe 1 (Figure 2). Ce
facteur permet donc d'appuyer les résultats trouvés pour l'indice m: il existe une variabilité entre ces
génotypes de chéne pédonculé de réponse des stomates au VPD qui se traduit de la fagon suivante: la
sensibilité des stomates au VPD sera plus importante (m éleve, WRB faible) pour un génotype

caractérisé par un.g élevé (et donc un faible Y.

Conclusions

Ce travall, bien que ne comptant que sept génotypes de chéne pédonculé, montrent que des différences
de réponse des stomates au VPD peuvent aussi étre détectées au sein de cette famille. Les génotypes
présentant une conductance stomatique plus élevée pour un VPD faible (inférieur & 1.5 kPa) ont une
fermeture stomatique plus importante en réponse a lI'augmentation de VPD. Cette observation se base
sur l'utilisation de deux facteurs: l'indice m caractérisant la cinétique de diminutigereégponse au

VPD, et le seuil de VPD induisant 50% de fermeture stomatique{y.PD
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Pour mieux appréhender la variabilité de réponsedeugvPD, il serait intéressant de faire une
expérimentation en conditions totalement contrblées, ou différents traitements de VPD seraient
appliqués en étendant la gamme de VPD de 0 a 5kPa. Ainsi, plutdt que de faire varier rapidement les
conditions de VPD sur 6 cm? de feuille, I'ensemble du plant serait alors exposé a des conditions
constantes entre traitrements. Ce type d'expérimentation permettrait aussi de vérifier les ajustements

utilisés.
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Annexe 2: Water status and stomatal closure responses of pedunculate oguércus roburlL.)

rooted cuttings to water stress

Roussel M, Lederle M, Bogeat-Triboulot MB, Dreyer E, Guehl JM and Brendel O

Abstract

Several experiments study the intraspecific variability of plants under stress in forecast of global
change. To study drought, the level of water stress has to be strong enough to observe stomata closure
but not too strong otherwise stomata close completely. In order to observe intraspecific variability
within a pedunculate oak family under water stress, we have done the present study to define the level
of water constraint to apply in order to observe 50% of stomatal closure. One-year old rooted cuttings
of pedunculate oakQuercus roburL.) were grown in pots in greenhouse and with non-limitant
fertilisation conditions. Half of the trees constituted the well-watered group and were watered daily to
field capacity whereas the others belonging to the stressed group were submitted to an imposed
drought by withholding watering during 24 days. The decrease of water content in the soil was
measured thanks to two approaches: (i) a retrospective study of the soil relative extractable water
(REW) and (ii) the volumetric humidity (VH) measured regularly during the experimental period. A
daily follow-up of the transpiration of the entire plant and measurement of stomatal conductance
showed that these parameters are affected since high value of REW or VH and have been found to
decrease with water stress in a logarithmic fashion. A 50% relative decrease of stomatal conductance
or daily total plant transpiration for stressed plants compared to control treatment was found for a VH
of 13.1% and 14.4% respectively and a REW of 37.6% and 41.8% respectively. Predawn leaf water
potentials and relative water content were found to be poor estimates of the water stress detected by
the plants since they maintain high values until severe drought (VH of 7.6% and REW of 20.8%). An
analysis of the osmotic potential at full turgor on one day for which stress was moderate showed that it
was significantly lower in stressed trees, and we found an osmotic adjustment of 0.2 MPa. This
osmotic adjustment may be one reason to explain the maintaining of the leaf water status. Thus
pedunculate oak rooted cuttings showed an early closure of stomata in response of low water stress

while the water status of the plant is little altered until large level of stress.

Keywords: drought, pedunculate oak, relative stomatal closure, water status.

Abbreviations: g; stomatal conductance for water vapor (meOHM? s%):; REW: soil relative
extractable water (%); RWC: foliar relative water content; T: daily total plant transpiratiosO)g H
VH: soil volumetric humidity (%)%, leaf osmotic potential at full turgor (MPa},: predawn leaf

water potential (MPa).



Annexe 2

Introduction

With the expected increase of drought events in response to climate global changes (Salinger, 2005),
studies have focused on the understanding of the intraspecific variability observed among forest trees
and more precisely on the faculty of the different genotypes within a same species to modify their
behaviour face to different stress (Aspelmeier & Leuschner, 2004). To study drought acclimation
using potted seedlings, the level of stress needs to be defined and verified. The main objective of the
present work was to relate the level of drought stress to stomatal closure. The produced data could be
used in further studies to precisely define the level of drought stress needed to cause a definite level of
stomatal closure.

Several experimental procedures to produce and qualify a drought stress for potted seedlings are found
in the literature. For some studies, water supply is completely withheld during the experiment (Picon
et al, 1996), whereas others maintain one defined level of water deficit (Aspelmeier & Leuschner,
2004) or fix several drought levels (Xiongwen, 2002; Zheingl.,2005) and watered in consequence.

In studies where one or more levels have been fixed, the applied level of drought is fairly diverse as
well as the experimental procedure. For example Ritah (1996) watered their stressed pedunculate

oak in order to provide 40% of the average amount of water used by the well-watered plant®tGulias

al. (2002) used two levels of water stress (moderate and severe) which are based on the soil water
deficits causing 50% and 75% respectively of decrease in maximum stomatal conductance. The two
parameters mainly used to verify the soil water deficit are the relative extractable soil water content
(REW) and the volumetric humidity (VH). The first one is a destructible method often used in field to
follow a water stress, whereas the latter is a non destructible method widely used in pots or field
experiments (Thomas & Gausling, 2000; Gieger & Thomas, 2005). For example, Aspelmeier &
Leuschner (2004) fixed their water stress to 50% VH of the water content at field capacity for an
experiment oBetula pendula

In experiments where levels of drought are fixed, this level is difficult to define since (i) the drought
level has not to be too strong to avoid a complete closure of stomata and hence reduce intra-
experiment (species, family etc) variability and (ii) if the stress is not strong enough, then no or little
water deficit related stomatal closure will be observed. Indeed it appears from studies that have
correlated plant gas exchange and particularly transpiration with the soil relative extractable water
(REW) that there are two sections in the relationship (Ireinal., 1998; Sinclairet al.,2005). The

first part showed that transpiration is independent of the decrease of REW up to a threshold from
which it decreased very swiftly. According to Bréegal. (1995), and for trees, independently of
species or forest soil type, a REW value of 40% is often cited as a threshold below which transpiration
decreased. Study of Sinclai al.(2005) showed that this threshold is included between 26% and 37%

among woody species cultivated in pots. However stomatal conductance might be too reduced at low
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level of stress (Brédat al, 1993) and decrease in a linear or logarithmic fashions with the decrease in
soil water content as shown by Xtial. (2006) for three grass species.

In the present work we have investigated the responses of pedunculate oak rooted cuttings in response
to soil drying while withholding water supply in order to have a dynamic follow-up of the drought
effect. The first objective of this study, in perspective of further works, was to define a level of water
stress to apply in order to provide 50% of stomatal closure measured either by stomatal conductance or
transpiration quantifying by weighting. Another goal of this study was to assess the time-course of
different parameters generally used to verify the water deficit. At the soil level REW and VH were
used to follow the soil drying, whereas at the leaf level the parameters the most often used to describe
the water status of a plant are the leaf relative water content (RWC), the leaf osmotic potential at full
turgor Wy or the predawn leaf water potentifl,f which is expected to be in equilibrium with the
"wettest" soil water potential assessed by roots (Aussenac &98#l). The more negative §4,, the

more water-stressed are the trees. The comparison of the time courses of these parameters will give

some indication of their suitability to follow the water deficit in drought experiments with potted trees.

Material & Methods

Plant material and growth conditions

24 one-year old rooted cuttings of pedunculate @@kefcus roburlL.) were provided by INRA
Pierroton and then transferred to a greenhouse near Nancy (north eastern France) in December 2005.
Later they were transplanted to 10 L containers with a peat and sand mixture (1/1, v/v). A complete
fertilization (4.5 g ! of delayed-release Nutricote T100; N,P,K; 13,13,13 + trace elements and 0.2

g L™ of of lime was given to provide non limiting nutrition conditions over all the experimental
period.

Cuttings were randomly distributed on a table in a greenhouse. Soil surface of each pot was covered
with transparent plastic canvas to prevent evaporation from soil.

Twelve of the 24 rooted cuttings were grouped to constitute the control treatment and watered daily to
field capacity. The twelve others rooted cuttings set up the stress treatment. This experiment began on
July 12" (day 0) and ended on August™ay 30). From day O to day 6 all the trees were watered
daily at field capacity. For one week before day O, trees were watered in the evening until water
percolated. The next morning, trees were weighted and weight of pots were ajusted with wet soil to
make weight at field capacity homogeneous between the overall trees. From day 6 until the end of

experiment (day 30), water supply was withheld for the stressed trees.
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Soil water content

Water stress was followed with two technigues. Determination of water content in soil may be either
non destructible with a TDR (Time Domain Reflectometry, Trase TDR-systems, Soilmoisture
Equipment Corp.) at 15cm depth three to five times per week (VH, %) or destructible thanks to
determination of the soil relative extractable water (REW, %). REW was determined retrospectively
using equation:

REW=daily extractable water/soil extractable water at field capacity.

Daily extractable water was calculated as the difference between pot weighi andgyot weight at

the wilting permanent point (see below for the determination of the wilting point).

Soil extractable water at field capacity was calculated as the difference between pot weight at field
capacity (determined from the six first days of the experiment) and pot weight at the wilting
permanent point.

REW and VH were strongly correlated (REW= 3.1*VH-2.6; r=0.96, p<0.001, n=258).

Plant water relations

Daily transpiration for each plant was obtained through daily weighting at about 16:00 (TU). Daily
total plant transpiration (T, g) was then calculated by subtracting pot weight on two consecutive days.

For twelve days during the experiment stomatal conductagcprtml m? s*) was measured on two
fully expanded leaves per tree using a porometer (Li-Cor 1600, USA.). Three to five points per days
were made between 7:30 and 13:30 TU. In further analyses the average of these three to five points

per day and per individuals were used.

Predawn water potential’f, MPa) was measured for four days (1, 9, 15 and 23) with a Scholander
pressure chamber (Scholand¢ral, 1965) on small mature twigs. For each date three to four rooted
cuttings were used for the control treatment while four to eleven trees for the stress treatment. We
could not use all of the plants for each date because our plants were small and we could not harvest too

many leaves.

The analysis of relative water content (RWC) and osmotic poteltialMPa) was performed one

time during the experiment in order to have the largest range of responses: from well-watered to
highly stressed. As the time-course of VH showed that the stressed trees began to have a significantly
lower water content since day 7, we have chosen day 21 to have a substantial stress enough for
stressed trees. On the morning of day 21, two leaves of each plant were harvested and immediately

weighted (fresh weight, FW). Then the petioles were submerged in deionised water and kept at 4°C in
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darkness for 24h for full rehydratation. Surface water was then rapidly removed from the leaves and
the petiole and weighted to have turgid weight (TW). Leaves were then oven-dried at 50°C for 48h
and weighted (dry weight, DW).

RWC (%) = (FW - DW)/(TW - DW) 100

On the morning of day 21, two other leaves were harvested to determine the osmotic pstgntial (
and then immediately weighted. One of these two leaves was placed in a 1 mL syringe, freezed in
liquid nitrogen and then stored at —20°C for further analyses of osmotic potential at actual turgor
(Wm). The second one was fully rehydrated as described previously for RWC, weighted, and placed in
1 mL syringe for osmotic potential at full turgor{¥ After measurement of osmotic potential using a
Wescor 5500 vapor pressure osmometer (Wescor, Inc., Logan, Ut), leaves were dried at 50°C for 48h
and weighted. From the leaf used $% we can assess another measurement of RWC’ and calculated
osmotic potential'P,r) as described in Nguyen-Queyrestsal. (2002):

Wi = (Wi *100)/RWC’

As osmotic potential at actual turgd¥.f) and osmotic potential derived from full turgdb.{-) are

not significantly different (test-t for dependent samples with p=0.08) and significantly positively
correlated (r=0.89, p<0.001), we have only ud4g thereafter calledV;,. Osmotic adjustment was

defined as the difference between the avetgr stressed and well-watered trees.

Wilting point determination and supplementary data

After this experiment, stressed trees were conserved for further analyses especially measurement of
wilting point, because at the end of the experiment trees were not yet at this point. Plastic canvases
were removed to accelerate the decrease of soil water content. During this period before wilting point
additional measurements of VH (nearly everyday), and¥nand RWC were done to assess their
values for important level of drought. This supplementary data allowed drawing the relationship

between water status and soil water content parameter (only VH).

Statistical analyses

For RWC and¥;, one-way analysis of variance (ANOVA) or Mann-Whitney Ranked Sum Test (U

test) when variance homogeneity (analysed with a Levene test) was not observed were used to assess
the significance of treatment effects using STATISTICA software Version 7.1 (StatSoft, Inc. 2005).
For VH, the difference between control and stressed plants was tested as described above for each
date.

Daily total plant transpiration and stomatal conductance were analysed in terms of relative value for
stress treatment compared to control treatment. To achieve this, for each date of measurement, an
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Figure 1: (a) Evolution of soil relative extractable water (REW, circle), and soil volumetric humidity
(VH, squares) for control trees (open symbol) and stressed trees (closed symbols). Data are averages
(+ standard deviation) of the twelve trees of each treatment.

(b) Evolution of leaf predawn water potenti&lj for control trees (open symbol) and stressed trees
(closed symbols). Each point represents the average (tstandard deviation) for each date and treatment.
The grey area represents the time when all the 24 trees were maintained at field capacity. The insert
represents the distribution of predawn leaf water potential for the day 23.

Stars indicate dates with significant differences at 5% between the two treatments.
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average for these traits for each treatment was calculated. Then, the difference between control and
stressed treatment has been reported to the value of control treatment. Thus, a relative value of 0%
implies that gor T are similar for both treatments, whereas a relative value of 100% indicates that
stomata of stressed trees are completely closed.

For all analysis, the significance level was fixed at 5%.

Results

Soil and plant water status

Figure 1 shows temporally modification of soil volumetric humidity (VH), soil relative extractable
water (REW) and predawn leaf water potenth})( At field capacity VH was 32.3+2.5%. At the
wilting point VH was 4.4+0.3% for this kind of soil mixture. For the control treatment, VH was
maintained between 30 and 35% whereas for stress treatment soil moisture declined gradually from
the beginning of drought (day 6) to day 30 where it was 9.0+1.9% (Figure 1a). REW decreased from
100% to 23.5+7.7% at day 30 (Figure la). Within the control treatment valuéy fhiictuated
between —0.18+0.03 MPa and —0.36+0.09 MPa (Figure 1b). Among stress treatment inter-individual
variability was large, especially for the last date of measurement, day 23 (Figure 1b). The insert in
figure 1b showed that the standard deviation was large because of the heterogeneousness of the water
stress between the pots at this date.

Relationship between VH and, (Figure 2) showed tha¥, was maintained to high values (less
negative) until strong levels of drought (below 7.6% of VH and 20.8% of REW) Whedecreased
strongly.

Relative leaf water content (RWC) was significantly different between stress and control treatments
(p=0.02) at day 21. Though RWC for stress treatment was lower, values were still relatively high
(RWC=92%). Moreover additional data showed that, similafp RWC was maintained to high
values and then declined rapidly for VH below 7.6% (Figure 2). Thus the decrease of RWC matched
closely with the decrease &, (Figure 2). Osmotic potential at full turgow) was significantly

higher (p=0.01 derived from a non-parametric test) for control treatment (-1.51+0.13) than stress
treatment (-1.72+0.28) and osmotic adjustment represented an average of 0.2 MPa (differences
between the average of control trees and the average of stressed trees). Siijlaitoof the
stressed treatment showed a high variance due to the heterogeneousness of the water stress between

the pots.
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Figure 2: Leaf predawn water potentiadf) and leaf relative water content (RWC)sasl volumetric

humidity (VH). Open squares, closed squares and symbol "+" represent respectively control, stressed
and supplementary¥, data; open circles, closed circles and symb®l' fepresent respectively
control, stressed and supplementary RWC data. Each point is an individual value measured for one
date.

Figure 3: Relative decreases of
stomatal conductance for water
vapor (g, closed circles) and daily
total plant transpiration (T, open
circles) of stressed treatment
compared to control treatmens
soil relative extractable water
(REW).

Equations of regressions are:
0<=-51*log(REW)+236, R2=0.90,
solid line; T=-44*log(REW)+215,
R2=0.95, dashed line. A second
relation has be drawn foggs REW
(0 0O), in which two segments
have been determined: for
REW<50%: g=-2.2*REW-133; for
REW>50%: g=-0.4*REW+42. The
values of REW obtained for a 50%
of decrease of gor T are shown
with the two dotted lines.
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Plant water relations during drought

Relative decrease of daily total plant transpiration (T) and stomatal conductance for water gapor (g
for stressed treatment compared to control trees responded logarithmically to REW (Figure 3) or VH
(data not shown). Relative decrease of stomatal conductance seemed to evolve in two phases (Figure
3). First g decreased slowly (0% to 25% compared to the control treatment) between 100% and 50%
of REW (or between 33.4% and 17.1% of VH) whereas for stronger levels of drought (REW<50%)
relative stomatal conductance declined strongly until 80%. This pattern was less pronounced for T
(Figure 3). 50% of stomatal closure was reported for nearly similar level of stress for both J and g
REW was 41.8% (or VH was 14.4% ) and 37.6% (or VH 13.1%), respectively.

Discussion

Stomatal conductance and daily total plant transpiration decreased in response to soil drying as
observed in several studies on pedunculate oak (¥ival.,1993; Picoret al.,1996; Triboulotet al.,
1996;Cater & Bati¢ 2006). Many experiments showed a two-phases relationship between soil relative
extractable water (REW) and canopy conductance, transpiration, or stomatal conductance for water
vapor (@) (Irvine et al.,1998; Sinclairet al.,2005; Brédeet al.,2006): first gas exchange decreased
slowly until a threshold of available soil water and then linearly with the water content (Sinclair,
2005). For oak controversial results have been found. Bréda (1994) showed a linear relationship
between gand REW for adult pedunculate oak trees grown in a natural stand, whereagtBaéda
(1995) found a two-phases relationship. Thomas & Gausling (2000) did not find any difference in
stomatal conductance between stressed and control pedunculate oak seedlings for a moderate water
stress, which is in agreement with a two-phases relationship. The threshold often cited for trees in
literature was a REW 40% or minus for field experiment or pots (Beéadh,1995; Sinclairet al.,

2005). Though in the present study, a breaking point at 50% of REW has been defined, this threshold
did not clearly appear. Indeed, our data set is not important enough to well describe what happened
around and below this threshold (Figure 3). Moreover this pattern is not found for the relationship
between daily total plant transpiration (T) and REW, for which we have a higher number of
observations. Thus, the logarithmic relationship between REW amdTg we have then reported in

this study, seemed to fit the best. Therefore our study highlighted an early stomatal closure in response
to drought. However our results could be biaised by the fact that we did not take into account the
different soil kinetics of drying out: the stressed rooted cuttings with the fastest soil drying have
attained a REW of 20% on day 15, whereas the slowest one attained a REW of 38% on day 30. Thus
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the values of REW (or soil volumetric humidity, VH) taken for 50% of stomatal closure reflectgd in g

as well as in T, would be cautiously used.

The second aim of this work was to define soil and plant variables allowing to follow a stress in order
to use it in later studies. REW can not be used as a continuous indicator to verify the level of stress to
reach because this is a destructible method and only a retrospective study allowed to access to these
data. Nevertheless this study confirmed a close relationship between REW (that integrate the entire
volume of the soil in the pot) and VH (that is only influenced by the firStch5 of soil in the pot).

We showed that 50% of VH reported to VH at field capacity reflected a REW of 50%. Thus VH is an
useful indicator of the applied water constraints.

Several studies on the effect of drought used the predawn leaf water poténtial define the plant

water status. For pedunculate oak, Brétal. (1995) found that’, was insensitive to variations of

REW above 40%. In our study the threshold of VH below wHigldeclined sharply was as low as

7.6% which corresponds to a REW of 20.8%. Opposite to stomatal closure that is sensitive to the
driest area of the soif, only reflected the wettest zone of the soil in contact with the root system
(Aussenact al, 1984) and did not estimate correctly the capacity of a plant to recover water from the
soil (Cruiziatet al, 2002). In pots, rooted cuttings of pedunculate oak maintained their leaf water
content until high water stress (Figure 2). Indeed, despite signifiéadifferences between the two
treatments, these differences are relatively low between stressed and control treatments (0.6MPa at the
maximum and late in the experiment) aHgldid not show a clear tendency to decrease when it was
plotted against VH until high degree of stress (Figure 2). Stomata closed whgrdab not show

large differences between stress and control treatment. This phenomenon is widely observed among
pedunculate oak studies (Picenal.,1996; Fortet al.,1997). Stomatal closure may be influenced by

the hydraulic and non hydraulic pathway. The hydraulic pathway implies that stomata close in
response of reduction of the water status. The non-hydraulic pathway involves different processes
reviewed in Davie®t al. (2002) where the most well-known is the release of abscisic acid (ABA) by
roots in response to soil drying and transport to leaves where it promotes stomatal closure.
Nevertheless studies on pedunculate oak did not provide evidences of any role of ABA in sensing
drought stress (Triboulat al.,1996; Fortet al.,1997). The present study showed that rooted cuttings
were able to sense increase in tension in soil since they closed their stomata very early in the drought
without large modification of the water status. Thus non-hydraulic pathway might operates since very
low level of stress. Nevertheless, hydraulic aspect do not have to be eliminated because although there
were weak, significant difference between stressed and control trees have been shBysirfoe

day 9.

The leaf relative water content (RWC) followed a similar pattern Wgaffrigure 2). The maintenance

of the water status may be in particular assured with the osmotic adjustment that occurs in leaves and
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oak species can avoid development of negative potentials too, through osmotic adjustment (Thomas &
Gausling, 2000). Indeed, osmotic potential in leaves decreases with increasing water stress to prevent
loss of water and so on prevent stopping of essential physiological functions as stomatal opening. This
process is possible thanks to synthesis of products like LEA (Late embryogenesis proteins), amino
acids or sugars that increase leaf keeping back of water (for a review, see Ingram & Bartels, 1996).
Studies that have worked on the osmotic adjustment in pedunculate oak gave divergent results.
Thomas & Gausling (2000) found an osmotic adjustment around 0.4MPa, whereast\4kif1996)

found no decrease of the leaf osmotic potentg) (n response to drought. According to Badial.

(1999) the employed method to assess osmotic adjustment have a large influence on results. Moreover,
differences found between studies for osmotic adjustment depends on the quickness with which the
stress is set. Indeed, Collet & Guehl (1997) showed that a slower development of stress induce a
higher osmotic adjustment for sessile 0@k petraeq. In the present study we have found an osmotic
adjustment of 0.2MPa. But it is not very obvious if the osmotic adjustment played an important role in
the maintain of the water status. We can wonder if the osmotic adjustment was low because there was
no important decrease in RWC and thus no request to synthesize molecules that could maintain it, or if
the stress was too quick to observe an important adjustment, or if there was no decrease in RWC
because there was a beginning of osmotic adjustment. In the late case we would expect higher tension,
i.e. W, more negative. As it is not the case, the last assertion may not be considered with more interest.
Thus, this study showed that in terms of plant water status paraniétersRWC are poor estimates

of the water stress detected by the plants.

Conclusions

This study showed that in the case of artificial drought in pots and for rooted cuttings of pedunculate
oak, daily total plant transpiration and stomatal conductance for water vapor reacted very quickly
while the water status of leaves is little altered until large level of stress. Thus, transpiration or
stomatal conductance integrate and reflect the whole effects of water stress, as observed by Medrano
et al. (2002), whereas leaf relative water content and leaf osmotic potential are not good indicators in

our context to follow drought.
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Variabilité intra-spécifique de l'efficience d'utilisation de I'eau dans une famille de chéne

pédonculé Quercusrobur L.): causes physiologiques et/ou anatomiques

Résumé: Le chéne pédonculé est une espéce présentant une forte variabilité intra-spécifique
d'efficience d'utilisation de I'eau (WUE) dont le déterminisme génétique a été démontré. WUE est un
caractere complexe qui, a I'échelle foliaire, est défini par le rapport entre le taux d’assimilation nette de
CO, (A) et la conductance stomatique pour la vapeur d’equdg rapport - estimé par la composition
isotopique en™®C de la matiére organiqued{C)- est influencé par une multitude de facteurs
physiologiques et structuraux qui conditionnent A (quantité de chlorophylle, épaisseur des différents
tissus...) et g(densité stomatique...). La comparaison pour ces traits foliaires de génotypes issus
d'une méme famille de plein-fréres de chéne pédonculé, en conditions non-limitantes, a permis de
montrer que la variabilité de WUE, dans cette famille, était surtout liéeefrpn aux capacités
photosynthétiques. Pour approfondir ce travail, une étude a été menée sur la possibilité d'utiliser les
variations de composition isotopique en oxyg&f@/?0) de I'eau foliaire et de la matiére organique
foliaire pour décomposer des différences d'efficience d'utilisation de l'eau en composantes
photosynthétiques et transpiratoires. Les résultats de cette étude laissent envisager la possibilité
d'utiliser l'outil isotopique'0O comme estimateur de ghez le chéne pédonculé, mais seulement en
conditions contrblées, et aprés améliorations des techniques d’extractions de la matiére organique.

Mots-clefs: chéne pédonculé — efficience d'utilisation de l'eau — échanges gazeux foliaires -
discrimination isotopique du carbone — enrichissemeti@r variabilité intra-spécifique

Abstract: Pedunculate oak is a species that shows a large intraspecific variability of water-use
efficiency (WUE). The genetic determinism of WUE in this species has been demonstrated. WUE is a
complex trait which is defined at a leaf level as the ratio of neta@8imilation rate (A) on stomatal
conductance for water vapors(gThis ratio — estimated with carbon isotope composition of organic
matter §*°C) — is therefore influenced by numerous physiological or anatomical traits that influence A
(chlorophyll content, thickness of leaf tissue) g(sgomatal density...). The comparison of genotypes
belonging to a same full-sib family of pedunculate oak, in non-limiting conditions, for these foliar
traits has shown that the variability of WUE in this family was linked to the variabilityiobtpad of
photosynthetic capacity. To go further, a study has been done on the possibility to use the variations of
the isotope composition of oxygelf@/*®0) of leaf water and leaf organic matter to decompose the
differences in water-use efficiency in its photosynthetic and transpiratory components. The results of
this study has shown that tf® signature coulb be used as a proxy fofog pedunculate oak, but

only in controlled conditions, and after amelioration of organic matter extraction procedures.

Keywords: pedunculate oak — water-use efficiency — leaf gas exchange — carbon isotope
discrimination %0 enrichment - intraspecific variability
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