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Comparaison de 2 génotypes:
1-41 (moins productif: 25,1%ha/an) 18-50 (plus productif: 28,5#ma/an)

Soumis a aux traitements :

IR (irrigués pendant les saisons seches) NI (non-irrigués pendant les saisons seches)

IR2 (irrigués uniguement la seconde saison seche)

Prélevementsde P1 a P6:
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2007 2008 2009
DS1 Presaison séche DS2 2%esaison séche
WS1 Presaison des pluies WS2 2esaison des pluies
Abréviations utilisées pour les variables mesureés:
HT Hauteur Mr nervure centrale
C Circonférence LB limbefoliaire
VOB Volume sous écorce Lep épiderme inférieur
SDW biomasse de bois Uep épiderme supérieur
RDW biomasse racinaire Lcu cuticule inférieure
LDW biomasse foliaire Ucu cuticule supérieure
SLA surface spécifique SP parenchyme spongieux
MLA surface moyennefoliaire PP parenchyme palissadique
/13C compositionisotopique du carbone VB faisceau central
SD densité stomatique XV vaisseaux du xyleme
ratio S/R  ratio debiomasse aérienne/racinaire Uco collenchyme supérieur

SwWC contenu en eau du sol Lco collenchyme inférieur
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4CL
ABA
ADNCc
ARN
ATP
BP
C3H
C4H
CAD
CC
CCoAOMT
CCR
COMT
CRDPI
DE-contigs
EST
EUEGpp
F5H
FAO
FDR
GES
GIEC
GxE
GxT
HCT
HPLC
IPCC
LEA
MF
Mpb
NGS
PAL
pF
QTL
ROS
RT-gPCR
SAGE
SNP
SPIR
UE
UTR

4-coumarate:CoA ligase

Acide Abscissique

Acide DésoxyriboNucléiqgue complémentaires
Acide RiboNucléique

Adénosine triphosphate

Processus Biologique

p-coumarate 3-hydroxylase

cinnamate 4-hydroxylase

cinnamy! alcool dehydrogenase
Composant Cellulaire

Caffeoyl coenzyme A O-methyltransferase
cinnamoyl-CoA reductase

acide caféique O-méthytransférase

Centre de Recherche sur la Durabilitéad®roductivité des Plantations Industrielles

Contigs différentiellement exprimés
Marqueur de Séquences Exprimées

Efficience d'utilisation (calculée par rapport a la production primaire brute)

ferulate 5-hydroxylase

Food and Agriculture Organization

False Discovery Rate

Gaz a Effet de Serre

Groupe Intergouvernemental d’Experts sur le Climat
Interaction génotype-environnement

Interaction génotype-traitement

p-hydroxycinnamoyl-CoA:quinate shikimate p-hydroxycinnamoyltransférase

Chromatographie liquide a haute pression
Intergovernmental Panel on Climate Change
Late Embryogenesis Abundant

Fonction moléculaire

Méga (10) paires de base

Nouvelles générations de séquencage

Phénylalanine Ammonia-Lyase

Potentiel hydrique (logarithmge la charge hydraulique)
Quantitative Trait Loci : régions génomiques a effet majeur
Espéces réactives d'oxygene

Reaction de polymérisation en chaine, quantitative en temps réel
Analyse d’Expression de Génes en Série

Single Nucleotide Polymorphism

Spectrométrie Proche Infra-Rouge

Elément de l'unigéne

Régions transcrites non traduites
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Ce projet de thése a émergée2807, alors que j'étaivolontaire internationale a I'Unité de
Recherche sur la Productivité deksntations Industrielles, a P@nNoire, en République du
Congo. En charge d’une partie du programme élaration de I'eucalyptus en collaboration
avec le CIRAD, Jean-Marc Gion et Christoplmeirdan m’ont proposé de coordonner la mise
en place de lI'audacieux dispos#ikpérimental qu’'ils avaieminaginé pour étudier la réponse
a la contrainte hydrique chez I'eucalyptus.t @ssai s’inscrivait parmi un ensemble de 3
dispositifs installés au champ et se proposadéizire la plasticité (et son contrdle génétique)
de I'expression du génome jusqu’a des carastéres intégrés comme la biomasse, chez
I'eucalyptus soumis a une contrainte hydridqoes de la saison séche en République du
Congo. Les mémes questions étaient posées paaféeer au Brésil et le pin maritime en
Aquitaine. A la fin de mon vohtariat internatiorlaDécembre 2007), j'ai pu poursuivre le
travail de terrain commencé au Congo graceatribution d’une allocation de recherche du
département BIOS du CIRAREN m'installant a 'TUMR1202 (BioGeCo) de Bordeaux en
Janvier 2008. Je préserdedonc dans cette thése une ipades résultats obtenus sur le
dispositif expérimental « eucalyptus », prindgment en axant son contenu sur I'analyse des
déterminants moléculaires deré&ponse a la corgtinte hydrique.

Le manuscrit s’articulerautour de 5 chapitres.

Le chapitre introductif se propose de faire un tour d’horizabliographique du contexte et
des concepts utilisés dans la thése. Kspnte synthétiguement la problématique des
changements globaux et de leur impact Bg systemes forestiers plantés ainsi que
I'importance des foréts pour le développemeatio-économique. laborde les différents
devenirs possibles pour les foréts soumiseschaxgements climatiques, et s’attarde sur la
relation entre I'eau et la planten décrivant la réponse a lantrainte hydrique a différentes
echelles. Enfin, il synthétise I'apport demuvelles technologies de séquencage a des

guestions de recherche de génomique environnementale.

Le second chapitreprésente lesbjectifs de mon travail de #se, en spécifiant le contexte de
I'étude, les hypotheses et quest de recherche associées, ainsi que les moyens mis en

ceuvre poury répondre.



Le troisieme chapitre présente le dispositif expérimtal, et décrif’analyse de lglasticité

de caracteres écophysiologique@iscrimination isotopique du carbone, densité stomatique,
surface foliaire spécifique) en fieavec celle observable pour taoissance (hauteur,
circonférence, allocation de dmasse). Cette analyse edffectuée pour les deux clones
d’eucalyptus étudiés soumis a deux régimedriques différents (avec ou sans contrainte
hydrique), au cours des 2 prengig années de plantation. litfhobjet d’'un projet d’article

rédigé en anglais.

Le quatrieme chapitre porte sur I'étude de lplasticité phénotypique au niveau foliaire
observée a la fin de la smuwle saison seche. Il integifférentes échelles d’analyse
(morphologie, anatomie, chimie foliaire, accumwatide transcrits). Il s’'inscrit donc dans
une démarche de biologie intégrative, et fadlément I'objet d’'un projed’article, rédigé en

anglais.

Le cinquieme chapitre s’intéresse a la plasticitt moléculaire, vianalyse du
transcriptome d’apex caulinaires et duprotéome de feuilles et de tigegchantillonnés a la

fin de la saison séche. Ces aisek ont été valorisées par liéare de deux articles. Celui
portant sur le transcriptome a été soumis a BMC Genomics, et celui sur le protéome a Plant,

Cell & Environment.

Le sixieme chapitre se focalise sur lxoie de biosynthése des phényl-propanoides|
s’agit d'un suivi de lI'accumulation des transcrits liés a cette voie de biosynthese dans
différents tissus au cours des 2 premieres ant@asoissance. Ce chapitre a été rédigé en

francais et fera I'objet d’'un adie en anglais aprées la these.

Enfin, le chapitre 7 synthétise les résultatobtenus, discute des caracteres présentant de
I'interaction génotype-environnemeité composante génétique kdeplasticité phénotypique,
et des mécanismes moléculaires sous-jacentspamspectives issues de travail a court et

plus long terme y seront également exposeées.
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1 Les changements globaux

Le changement global désigne I'ensemble demgements induits dans la dynamique de la
biosphére par les activités humaines, desnt ou non (Trometter et Weber, 2005). Cela
correspond aux changements climatiques, naaissi aux autres ahgements d’origine
anthropique ayant des conséquences globalesmriEigque modification de la dynamique de la
biosphére, le changement global existe delmnigtemps ; ce qui est nouveau, a I'échelle des
deux derniers siecles, c’estrsamplification et I'accélérath de son rythme, a I'image de

I’évolution des températures moyenmesdu dioxyde de carbone dans I'atmosphére.

1.1 Lebouleversement climatique
Différentes variations de pargtres du climat ont été constatées ces derniéres années
principalement en conséquence de l'augmigon des gaz a effet de serre (GES) dans

I'atmosphere (figure 1).

1.
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0.6 -
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|
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Anomaliede température (°C)

Figure 1 : Ecarts de température par rapport aux
normales calculées pour la période 1951-1980,
pour les hémispheres Nord et Sud. Source:
http://data.giss.nasa.gov/

D’aprés les prévisions du groupe intergouverndaiatiexperts sur le climat (GIEC), il y a
peu de chance pour que ces tendances s'iEngret on peut surtout s’attendre a une

intensification des modifications du climat (IPCC, 2007).

Le réchauffement de la planéte est sans douptukaconnue de cesadlifications. En effet,
les hypotheses les plus optimsstestabilisation des émissione GES au niveau de 1990)
révelent tout de méme une augmentationufen 1,1°C d'ici a 2100. Vu le développement
continu des activités indtrielles, le scénarite plus communémemnvisagé pour 2100 est
celui ou la concentration en GCaura doublé par rapport &re pré-industrielle ; la

température de la Terre s'élevemaralde 3°C en moyenne d'ici a 2100.
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Une augmentation de la température moyenha surface de la tegrdevrait selon toute
vraisemblance entrainer une augmentationl’@eaporation et des précipitations. Il est
toutefois difficile de prédire et de mesur@vec précision les changements dans le cycle
hydrologique, vu les processus complexes deaboration, des courants atmosphériques et
des précipitations. Néanmoins, les scientiéis) du GIEC prédisentne augmentation trés
probable des précipitations alatitudes élevées et, au conteqaiune diminution probable sur
la plupart des terres émergées subtropsalconformément aux tendances relevées
récemment (IPCC, 2007).

Une autre conséquence de cette perturbationlimat est la multiplication des phénomenes

extrémes et des anomalies climatiques. Bivévénements climatiques exceptionnels ont

marqués les dernieres années : que ce satdsscaniculaires (2003 et 2006), les tempétes de
1999 et 2008 en Europe, la saison cycloniqu2afb, ou les fortes précipitations au cours de

I'année 2000, les catastrophes naturelles s¢ wiltipliées. On estime a 200 millions les

personnes touchées chaque année Eapli&nomeénes climatiques extrémes.

1.2 Impact sur les rendements des productions végétales

La variation de divers paramétres cliigaes, conséquence directe ou indirecte des
changements globaux, risque dé&ffer les rendements des cratuide facon hétérogene en
fonction des zones géographiques cafrgds. Ainsi, 'augmentation de g@tmosphérique

et de la température devraient améliorer legleenents dans les zones de hautes latitudes,
tandis que 'augmentation de température aésogila diminution des @cipitations dans les

faibles latitudes constitue une menace pour le développement durable de ces régions. Le fait
gue les jours froids soient moins nombreux et mdioids, et que les jours chauds soient plus
nombreux et plus chauds sur la plupart des terres émergées va entrainer une hausse des
rendements dans les régions froides, maishaigse de rendement et une augmentation du
risque d’incendies dans les régions chaudles. invasions de pathogenes risquent d'étre
egalement plus fréquentes. D’autre part, dimentation des fréquences de précipitation
violente risque d’accroitre I'ésion des sols, la verse de a@res cultures, voire méme de
rendre impossible les cultures sles terres détrempées. Lggmentation d’activité cyclonique
intense risque d’entrainer des pertes de réceltés dégradation dderéts par déracinement.

Enfin, laugmentation de la fréquence des pimé@oes d’élévation extréme du niveau de la

mer pourra augmenter la salinité des eauxigation, des estuaires et des systémes d’eau
douce (IPCC, 2007).
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Les stess abiotjues (sé€beresse, dmite, fortes tempéstures et stress oxgatifs...)
constitient la preniere caue de pertede prodation végéale, réduiant les redements
moyers pour les spéces cultées majares jusqua 50% (Wang 2003).Ainsi, les \ariations
environnementalesengendrés par le réchauffenent gldal risquet d'influencer les

rendenents de fagn tres imprtante (figure 2).

Figure 2: Limites potentides a la prodetion nette pimaire de la ggétation preant en comig
le déficit depression de vaeur d’eau, ¢ bilan hydrique et la temgrature (issu d Boisvenuest
Running, 2@6). Le codecouleur indgue le facter le plus lmitant pour daque zonedu
Monde.

Pour meux prévai les consguences émomiquesdes variatios de rendments de dlture, la
FAO et en trainde déveloper un maéle (http:/iwww.fao.org/climatechange/moaicc/en/)
prenanten comptdes scénads climatiqies envisaés par I'lRCC, les panmetres ded culture
d’intérét, et les caactéristiques hydrologques de laégion. Airsi, le premér cas d’éide de ce
modelea permis @ montrerqu’au Mara, seules Igcultures iriguées desaient acaoitre leur
rendenent (jusqua +20% en2050 poures légunmeuses etdurrages)sousrésene que de
I'eau dirrigation soit disponble. Les endementsdes culture devraientpeu varie jusqu’'a
2030, mais a parti de 2050 és rendemets des culres pluvales devraiat chuter @ -10 a -
30% séon les typs de cultues.

1.3 Lecasparticulier desarbres forestie rs

La praductivité d’espéces pénnes comme les arbes foresties risque d’'ére particuléerement
touché par cesvariations environnanentales. B effet, ces especesdevraient sbir ces
changenents au ours de quigues, voie d’'une sewt génératin. De par éur longévié et leur
taille, les arbres drestiers divent faireface a cesontraintesde faconrécurrentece qui a

terme Imitera la poduction e bois.
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Dans les zones tempérées ou la températurkjméere et les éléments nutritifs sont les
ressources les plus limitantes, le réchauffement climatique aura des conséquences positives
sur la productivité des foréts, a condition de ressources hydriques ne soient pas limitées
(Boisvenue et Running, 2006). Par contre, sur le tiers des terres émergées ou
I'approvisionnement en eau est limité, le r@atiement climatique pourrait avoir de graves
conséquences en terme de baisse de crossanire de mortalitéDe plus, les épisodes
climatiqgues extrémes, tels que l'occurrence ghésjuente et plus tanse de sécheresses,
risquent de concerner la mejé des foréts mondiales, gpburront voir leur croissance
réduire, et leur santé menacée a cause dgniantation de la pression due aux pathogenes
(Desprez-Loustaet al. 2006). Ainsi, en réalisarune méta-analyse, Allegt al. (2010) ont

relevé un nombre croissant d’études liantmartalité d’espéces forestieres a des stress
hydriques ou de chaleur. Si de nombreuxmbs peuvent étre émis, principalement
concernant le manque de corgsainces sur les interactionstrenclimat et mortalité des
arbres, il semble tout de méme que ces designaées montrent une hausse de la mortalité
des arbres en liaison avec é&hauffement climatique. D’autpart, la diversité des réponses

en fonction des especes rend difé la prédiction d’évolutiordes foréts dans les années a
venir. Bredaet al. (2006) ont montré que la vulnérabilada cavitation ainsi que la marge de
potentiel hydrique entre I'ouvericompléte des stomates et&vitation pouvaient étre tres
différentes d’'une espece a l'autre, chez dgpeces de foréts tempérées. Riekexl. (2006)

ont simulé la croissance de deux especes d'arbres du Mexique sous changement climatique.
La simulation a prédit que I'espece montagnelisenuera sa croissance relative de 10% au
cours de sa durée de vie, tandue I'espece de forét ombrophile tropicale 'augmentera de
25%. lls concluent que la relation entre tempéeaairprécipitations devrait avoir un role clé

plutét que 'augmentation ddempératures seules.

2 Les foréts, facteur de developpement

Les foréts couvrent 30% des terres émergeesysgeu plus de 4 milliards d’hectares. Si les
foréts du monde suscitent aujourd’hui un inté@ts précédent, c’est qu’elles jouent un réle

fondamental a différents niveaux.

2.1 Lerlle desforéts
Au niveau socio-économique, elles assurergrtaduction de bois ronohdustriel et de bois
énergie indispensable au développementapi®s les projections, la population mondiale

devrait passer de 6.4 milliards d’étres humains en 2005, a 7,5 milliards en 2020 et 8,2
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milliards en 2030. Cette augmentation de popoas’accompagnera donc de 'augmentation
de la demande en matiere premieres et ppécifiquement des bessiren bois. Ainsi la
consommation de bois rond industriel devpasser de 1682 & 2165 millions déda 2005 &
2020 (FAO, 2010). De plus les politiques envirameatales poussent a accroitre la part des
énergies renouvelables telles dueilisation de bois énergieR?our répondre a ces demandes
croissantes, il faudra donc soit augmenter lefases plantées, soit augmenter la productivité

des foréts et des processigstransformation du bois rond.

Au niveau écologique, le réle des foréts diensycle mondial du carberest indiscutable. La
possibilité d’atténuer les effets des changemetitmatiques en réduisant les émissions de
carbone dues au déboisement et a la dégraddgieiioréts et en augmtant I'absorption de
carbone a travers le boisementaegestion durable des foréts tmem relief le réle essentiel
gu’elles jouent dans le maintien de la vie Barre. Les estimationsaksées pour I'évaluation
des ressources forestieres mondiales en 20R8 @010) montrent quies foréts du monde
renferment 289 gigatonnes (Gt) de carbone dunsseule biomasse. Au niveau mondial, le
carbone stocké dans la biomasse forestiGdeninué d’environ 0,5 Gt chaque année sur la
période 2005-2010, a cause essentiellement dectimivement de la superficie forestiere

mondiale (figure 3).

Figure 3: Tendance des stocks de carbone (en Gt) dans la biomasse
forestiére de 1990 a 2010. Source : FRA 2010.

De plus, les foréts jouent aussi un rélensida conservation delcosystemes, comme par
exemple la conservation des sols et des eaumaiaise des avalanches, la fixation des dunes,
la lutte contre la désertificatioou la protection cétiere. Par ailleurs, méme si il est difficile de

le quantifier, les foréts mondiales abriteraiglts d’un tiers de la bidiversité terrestre.
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Enfin, au niveau social, si plus de 10 millions de personnes travaillent dans le secteur
forestier, plus de 1,2 milliarde personnes vivant dans la pauvreté extréme dépendent d'une
maniere ou d'une autre de la forét pour subsiBter.est aussi un lieu privilégié permettant la
conservation de patrimoines culturels et la neisglace d’activités récréatives ou éducatives
(FRA 2010).

2.2 Lesforéts plantées pour répondre aux besoins croissants

La perte nette de surfacerdstiere entre 2000 et 2010 éstaluée a environ 5.2 millions
d’hectares par an (FAO, 2010). Qesrtes se situent principalentedans les pays « a faible
revenu » des tropiques (Brésil et en Indonésidis que les pays plus développés tendent a
augmenter leurs surfaces forestiéres (par ex@nepl France on constate une augmentation de
1.7Mha des surfaces forestieres depuis lesd2tniéres années). Les foréts plantées
constituant seulement 7% des surfaces ste'res avec 271 millions d’hectares, c’est
évidemment les surfaces de foréts naturellésegqulent le plus (Carle and Holmgren, 2008).
Cependant, les politiques environnementales sréseplace ces dernieres années permettent
de réduire les surfaces natursllexploitées en les classant en zone protégées: a I'heure
actuelle, jusqu'a 13.5% des surfaces forestieresdmles sont gérées en tant que surfaces
protégées (Schmittt al, 2008). De plus, les surfaces plagéendent a augmenter afin de
diminuer la pression exercée sur les forétaunedles (figure 4) : en 2000, alors qu’elles
représentaient seulement 3% des surfaces faestikes foréts de plantations produisaient

plus de 35% du bois commercialisé.

Figure 4: Surfaces forgéres plantées en 2005,
et projetées en 2030Ise 2 scénarios : le®]

si l'accroissement des surfaces plantées
diminue de moitié par rapport aux derniéres
estimations (en prenant en compte la
diminution des espaces disponibles et de la
demande), le second prenant en compte un
accroissement continu (issu de Carle et
Holmgren, 2008).

Les trois quart de ces foréts plantées fgyueh a des essences indigénes, alors qu’un quart
sont constituées d’espéces introduites (FRAO). En 2005, les coniféres constituaient 54%
des surfaces plantées pour geoduction, avec le genrBinus principalement (32% des

surfaces), tandis que les feuillieprésentaient 39%. Le geritacalyptusest le feuillu le plus
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planté au monde, occupant 8% des surfaces plantées, devant les AyamigsTectona
Castaneaet Populus Ce genre tend a occuper une place prépondérante (50% du marché en
2005) dans le commerce des fibrasurtes. Il a été introdua travers le monde sur des
latitudes trés variables : du sud de I'Eurgpsqu’en Afrique du 8d. Plusieurs programmes
d’amélioration génétique des eucalyptus sondads au Brésil, en Afrique, en Europe, ou en
Indonésie dans le cadre de la production de ggtapier, et dans certains cas, pour le bois
d’énergie (charbon de bois die® a des applications industhies dans les hauts fourneaux

par exemple).

L'importance des foréts dans les différenfdes qu’elles exercent pour I'équilibre socio-
économique et écologigue de la planete redisjrensable leur adaptation aux changements
globaux. Compte-tenu des pressions anthropiceteslimatiques inéluctables, il semble
nécessaire d’étudier des maintenant les piisg&ghd’'adaptation des écosystéemes forestiers,

afin de prévoir les conséquencesianticiper les changements a venir.

3 L'adaptation des arbres forestiers aux changements

climatiques

Face aux changements globaux, il est possitd@visager 3 situations possibles pour les

populations d’arbres forests : extinction, migration ou adaptation (Aitkenal, 2008).

3.1 Lamigration desespeces

Selon Thomagt al. (2004), un réchauffement global @¢8°C a 2,2°C en 2050 devrait se
solder a terme par I'extinction de 38 a 57% elggeces végétales dans le Cerrado brésilien, de
3 a 16% des plantes europaées, et de 24 a 40% desoteaceaesud-africaines. L'ampleur de
I'effet estimé varie non seulement avec liniédhsdu réchauffement, mais aussi avec les
possibilités de migration des especes, puiscege deux facteurs agissent en synergie :
I'incapacité a migrer vers des sites distants multiplie environ par deux les taux d’extinction
prévus. Seules les espéces tres mobiles spodant de «couloirs de migration» pourront
coloniser des habitats distants au climatsplavorable (Teyssedr&p04). L’estimation des
taux passés de migration depé&ses grace a la paléobotaniquestanalyses génétiques sont
frequemment utilisées pour prédire le pdidnde migration contemporaine (Aitkest al,
2008). D’apres Aitken (2008), le taux de migpa des espéces forestieres (en général en
altitude, et en direction des kses nord de I'aire de répaidit) est estimé a moins de 100 m

par an grace a la dispersion de graines. fdie les populationsondatrices établies, la
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longévité et la plasticité phénotypique pouparmettre la persistance de ces populations.
L'établissement de populations en effectif saffnment important et génétiquement variables
pour étre viables et devenir adaptées local¢m&regalement possible via les flux de pollen a

longue distance et I'hybridation avées populations en place (Petital, 2003).

De la méme facon, pour persister dans un enmgment alors qu’il est entrain de changer, les
populations peuvent déployer deux mécanismkasdaptation génétique et la plasticité
phénotypique (Cheviat al. 2010, figure 5).

3.2 L’adaptation génétique

L'adaptation génétique est le résultat de l@ttde la sélection natlle sur la diversité
génétique, qui va favoriser les génotypegiésux adaptés aux conditions environnementales
(Krutovskii et Neale, 2001)Une population avec une basenétque large, donc un fort
niveau de diversité génétiquwira plus de chance de cemit des génotypes adaptés aux

conditions climatiques de demain.

La diversité des populations a tout dathoéte analysée en utilisant des marqueurs
moléculaires dits neutres, c'est-a-dire noeciffs par la sélectioppur retracer I'évolution
démographique des poputats (Gonzalez-Martinezet al, 2006). Ces marqueurs
moléculaires (tels que les motificrosatellites) sont disposésau hasard » dans le génome.
Dans ce cas, on émet I'hypothése que les foéwmedutives (dérivemutation, migration)
affectent 'ensemble du génome tandis que lactién affectera des géons spécifiques du
génome. Différentes études ont montré que Veani de diversité génétique neutre chez les
arbres forestiers était globalement assez élev@i¢rpar Petit et Hampe, 2006). Ceci peut étre
expliqué par leur régime de reproduction miggirement allogame, I'importance des flux de
genes via la dispersion du pollam nombre élevé de chromos@r{&é a une possibilité de
recombinaison plus élevée), une tailefficace des populations élevée, les effets
majoritairement diversifiant de la sélectiomturelle et leur age tardif de maturité
reproductive (évitant les effetde fondation). Néanmoins, & niveau de différenciation

génétique mesurée par des marqueurs moléesllagutres entre populations est faible, le
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Figure 5 : Représentation schématique du role de laqgit@phénotypique et de la diversité génétique dans le
cadre des réchauffements climaes (issu de Vitasse, 2009).
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niveau de différenciation génétique des carastquantitatifs est généralement élevé (Petit et
Hampe, 2006). Par exemple, Tripiagtaal. (2007) ont montré que #& différenciation entre
populations dE. urophyllades iles de la Sonde estimée &ipde marqueurs microsatellites
était faible (st de 0.04), la différenciation entre poputatiestimée a partaes caracteres de
croissance et de survie est élevéer(€htre 0.07 et 0.33). Si I'on est capable de différencier
des populations au niveau taur phénotype, il doit donc étygossible de différencier des
populations en fonction de legeénotype, en utilisant des maeurs liés a des caracteres

fonctionnels.

La recherche de marqueurs moléculaires réwélme signature de la sélection naturelle
permet d’identifier des génasintérét pour I'adaptation degopulations, s'il est possible
d’écarter un signal démograghbie qui aurait pu erainer une signature similaire a la
sélection. Pour les espéces dont le génome pas séquencé comme la plupart des arbres
forestiers ou dans le cas de grand génome rf@mrrelui des coniferesfapproche la plus
utilisée consiste a focaliser les analyseslidersité sur des régions spécifiques du génome,
appelées genes candidats. En effet lesquers idéaux pour l'étude de la variation
adaptative doivent présenter les critéeres suivants : i/ étre impliqués dans le contrdle génétique
de caractéres adaptatifs, ii/ avoir une séquatmetifiee et une fonction connue, et iii/ avoir
une variation alléeligue facilement idefiable (Gonzalez-Martinez, 2006). Ces genes
candidats peuvent étre choisis en fonction desl@rofils d’expression et/ou de leur fonction
putative, et/ou de leur colocalisation avec @4 (région génomique d’térét) pour tel ou

tel caractére adaptatif d'intérét.

Dans ce cadre, un des objectifs de ma thesmsisté a rechercher des genes candidats pour

I'adaptation a la contrainte hyidue, sur la base de lewression et de leur fonction.

3.3 Plasticité phénotypique

La plasticité phénotypique d’'un génotype estapacité a produire plusieurs phénotypes en
réponse a un changement de I'environnentBnddshaw,1965; Schlichting, 1986). Comme
nous l'avons vu précédemment, elle joue un mdiportant pour I'adaptation des individus
face aux changements climatiques car cette ré&pesisplus rapide que le déploiement de la
diversité génétique, particulierement ches lespeces a cycle longopmme les arbres
forestiers, mais également car c’'est la se@p@nse possible au ®ei&u individuel (Hamrick,
2004 ; Jump et Penuelas, 2005).
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3.3.1 Comment la décrire ?
La plasticité phénotypique est souvent décpiée la courbe de réponse du phénotype en
fonction de I'environnement aplge norme de réaction (figure.®n peut alors comparer les

normes de réactions de différentes unités génétiques.

Phénotype = Génotype + Environnement + Interaction G*E ‘

Plasticité phénotypique

G
G; ]GZ G,
Gz GZ
Environnements Environnements Environnements
Effet G Effet E Effet G+ E + GxE
Plasticité Plasticité

Figure 6 : Différentes normes de réactions représentant les variations phénotypiques de
deux génotypes sur une gamme d’environnements. On peut décomposer la variation
phénotypique en effet du génotype, de I'environnement, et de l'interaction génotype-
environnement. Les deux composantes de la plasticité phénotypique sont les effets dus a
'environnement et a linteraction GXE, tte derniére représentant la composante
génétique de la plasticité phénotypique.

Dans le cas idéal, les unités génétiques alemt étre représentées par des clones pour
minimiser la variation génétique, mais fdus souvent, ce sont des familles voire des

populations qui sont compareées.

La composante environnementale représenté&rgéement des variations spatiales, soit par
des sites d’étude représentatds conditions édapho-climagties contrastées, soit par des
milieux controlés dans lesquels on modifie un ou quelques parametres environnementaux
(température, alimentation hydrique). Il estalégnent possible de décliner le paramétre
environnemental comme une variation tempoyeiéequi est le cas tygue des études portant

sur la dendroplasticité (Martinez-Meietral,, 2009).

Finalement, le phénotype étudié peut coroesipe a des caractéres les plus élémentaires
(expression de genes, parametre anatomigligesqu’a des caractéres les plus complexes
issus de l'intégration de nomdux caractéeres fonctionnels (mgance, taux de dissémination

des graines... Viollet al, 2009).
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Statistiguement, la décomposition de la &ace phénotypique est frequemment utilisée pour
expliquer les variations du @atere observé. Le phénotype est alors considéré comme la
résultante d’effets génotypiques, ewowvinementaux et de [linteraction génotype-
environnement. La plasticité phdtypique fait intervenir lesfiets environnementaux (E) et
I'interaction Génotype-Environneme(GXE) comme le montre figure 6 (Pigliucci, 1996).
De nombreux indices €vus par Valladarest al, 2006) ont été dévgdpés pour tenter de
guantifier la variation phénotypique induitergaenvironnement, erfonction du but et du
contexte de I'étude. Ainsi, la comparaison ldeplasticité phénotypique entre especes ou
populations fera intervenir @férentiellement les composantd’une analyse de variance a
deux facteurs et interaction (G, E, et GXE), targlie pour la comparaison de la plasticité de
différents caracteres, il sera plus pertingfitiliser des indices faisant intervenir des

régressions, comme par exempl@damte de la norme de réaction.

3.3.2 Interprétations biologiques

La description des normes de réaction permheetnieux caractériser t@ponse des génotypes
aux variations environnementales. Ainsi, wertain nombre d’attributs peuvent étre
définis (figure 7).

1 Enfonction des variations t Enfonctiondu temps
environnementales

I Degré de plasticité

Délai de réponse

>
L

} Réversibilité

A

} Profil de plasticité

A

} Compétence

—

Figure 7 : Parameétres utilisés pour décrireplasticité a partir de normes de réaction
construites en fonction du temps, ou de I'environnement. C : contrainte environnementale.

Si I'on étudie des variations spatiales, on peut définir le degré de plasticité (amplitude de la
réponse) et le profil de plasité (la réponse est-elle linéaiou plus complexe? De pente



Chapitre | : Introduction bibliographiqgue

positive ou négative?). Au niveau temporeh peut définir un délai de réponse, la
réversibilité potentielle de la réponse, @tserver des phénoménes de compétence, qui
correspondent a la capacité ou non de l'orgraei a répondre a des dtilirenvironnementaux

a tous les stades de son développement ontogénique.

Une des difficultés d’interprétations de la plasticité phénotypique est principalement liée a
I'intégration de I'ontogénie de l'organismeudié, c'est-a-dire lauccession de stades de
développement de l'individu depuis sa naigsa jusqu’a sa mort. La plasticité passive
(variation d'un caractere comme une conséquenda \driation de la croissance induite par
I'environnement) se distingue de plasticité ontogénétique driation dans la trajectoire
ontogénique d'un caractére induijpar I'environnement). Lesonclusions concernant la
plasticité phénotypique peuvent ainsi ‘eariconsidérablement si des changements
ontogéniques dans l'expressighénotypique ne sont pas @ssen compte (Wright et
McConnaughay, 2002). Par exemple, Climent (publié dans Chahla¢) 2005) a montré

gue Pinus canariensisne montre aucune différenceatlocation de biomasse entre des
environnements humides et secs lorsque I'on prermbepte la taille déa plante (figure 8).
Pourtant, la biomasse seche et le ratio biomasse racinaire / aérienne sont significativement
différents entre les environnements, ceci étantrdquement aux effets de taille. Pour séparer
les effets de I'ontogénie de plasticité vraiejl semble donc important d’incorporer des
covariables liées a la taille tlarbre aux modéles, ou de comeades relations allométriques
(Poorter et Nagel, 2000).

Figure 8: Régressions linéaires entre
trajectoires ontogéniques de compartiments de
la biomasse (log transformée) pour des plants
de Pinus canariensigrrigués (W) et en déficit
hydrigue (D). RDW: biomasse seche
racinaire, LDW : biomasse seche foliaire,
SDW : biomasse séche des tiges. Lorsqu’on
prend en considération la taille des plants
(représentés ici par la somme des deux
biomasses aériennes), I'allocation de biomasse
entre systéme racinaire et aérien n'est pas
différente entre les deux traitements. Pourtant,
a la fois la biomasse séche et le ratio biomasse
racinaire sur biomasse aérienne sont
significativement différates entre les deux
traitements (données issues de Climenal,
publiées dans Chambet al, 2005).
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3.3.3 Laplasticité est adle adaptative ?

Au final, la question clé poules enjeux d’adaptation est @avoir quel réle va jouer la
plasticité phénotypique sur lalear sélective des individus (sgi appelée fitness) (Alpert et
Simms, 2002), c'est-a-dire si la plasticitétuae valeur adaptative. La fithess peut étre
considérée au sens biologique (capacité d’'urviddia transmettre sedéles a la génération
suivante, comme par exemple la quantité déngs ou de pollens @uuits) pour les espéces
de foréts naturelles ou aens agronomique (capacitéud’ individu a correspondre aux
attentes du sélectionneur, comme par exempeoiasance ou le renehent) pour les espéces

de plantations.

Les réponses plastiques sont slitglaptatives si elles permette@aux individus de maintenir
leur fitness par ajustement fonctionnel a érgvde larges spectres environnementaux (figure
9). La sélection favorise akrla variation phénotypique. Lplasticité phénotypique peut
egalement étre neutre si elle n"augmente lpdgness du génotype perr. Elle n’est alors
pas soumise a sélection. Mais la plasticité ptygmgue peut également étre délétere, si elle
diminue la fithess du génotype porteur, et eBealors contre-sélectionnée (Alpert et Simms,
2002).

Figure 9 : Différents types de plasticité : (A) plasticité adaptative du
trait sous-jacent avec une augmentation de la fitness ; (B) plasticité
adaptative du caractereussjacent qui permet de maintenir la fitness ;
(C) plasticité délétere du caracté&mus-jacent qui diminue la fitness;
(D) plasticité neutre du caractéssus-jacent, qui n'affecte pas la
fitness (issu de Alpert et Simms, 2002).
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3.3.4 Lescontraintes s’opposant ala mise en place de la plasticité adaptative
Un certain nombre de contraintes peuvextpposer a la sélection de la plasticité

phénotypique.

Tout d’abord, I'expression d’'un phétype plastique plutdt quellsed’'un développement fixé
peut réduire la fitness d’'un génotype, cataceécessite la mise en place de différents
mécanismes qui engendrent des codts, tels que [Il'acquisition de I'information
environnementale (surtout chez les organisnmssessiles), la maintemge de la machinerie
sensorielle et régulatrice, la production seuctures pour le déloppement plastique.
L’instabilité développementale et les corré@as génétiques engendrent également des colts
inhérents a la plasticité phénotypique (v#teunen et Fischer,2005). L'instabilité
développementale se manifeste comme des sroeudéveloppement reflétant des variations
intra-individuelles. Si la plasticité esssociée avec des imprécisions du développement, cela
peut avoir des conséquences en terme de fithess (Detvditt 1998). Finalement, les colts
génétiques sont causés par degédtations négatives entre fdasticité d’'un caractere et la
fitness. lls peuvent étre la conséquenceadgléiotropie (le prodt d’'un gene influe sur
plusieurs caractéres), de liaison génétique (deux allelete deux génes différents sont
transmis ensemble d'un individu a sa dedaene), ou de I'épistasi(interactions entre
genes), impliquant des génes a la fois liés @ald@tion de fithess edu caractéere plastique

(van Kleunen et Fischer, 2005).

De plus, l'utilisation de la plasticité présente certaines limites (De &Vittl, 1998). Les
indices utilisés par la planfgour évaluer I'environnement peent manquer de fiabilité. Le
délai de réponse peut étreprlong pour répondre a temps avhkxiation environnementale.
C’est le cas par exemple de modifications phatogiques qui ont un temps de mise en place
assez long. De plus, undividu généraliste a plus deqisges d’étre moins performant qu’un
individu spécialisé sur son environnement plédilection. Enfin, le probleme de I'épi-
phénotype peut également limiter l'intérét deplasticité phénotypicpi: la variation du
caractere, intégrée arours du développement juvénikest souvent plus performante que

lorsqu’elle intervient de facadditive au phénotype original.

L'existence de telles edraintes demande donc de prendrecompte un certain nombre de
parameétres pour pouvoir analyser ce phénomeoengplexe de plasticité phénotypique et de
présumer de son avantage adaptatif.
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3.3.5 Lasélection de la plasticité phénotypique

Dans le cadre de l'adaptati aux contraintes environnemales, identifier des réponses
plastiques fonctionnellement adaptatives mé&aldeur colt est un enjeu majeur pour
I'amélioration génétique des arbriesestiers. |l serait alors psible de décrire et d’intégrer,
dans les processus de gestion des populatiteisiélioration, la diversité génétique en

présence pour ces réponses adaptatives, afin d'améliorer leur résilience.

A I'heure actuelle, les principaux caractéres @@enés chez les especes de plantation sont
liés a l'augmentation de la productivité, comrtes caracteres de croissance (hauteur et
circonférence), de rectitude et de branabmigle résistance aux ravageurs ou de qualité du
bois. L’amélioration génétique pour la croissa présente une contrainte majeure . ce
caractére a une héritabilité faible a moyemawec un fort effet de I'environnement sur la
variation du phénotype notament au jeune age (Kuket al, 2001 ; Granst al, 2009 ;
Stackpoleet al, 2010).

On peut alors imaginer prendre en comgié@s les programmes d’amélioration des criteres
qui renseignent sur la capacité de l'arbrént@ragir avec son environnement de fagon a
favoriser sa croissance. Pogu’'un caractere soit pris ecompte dans les programmes
d’amélioration dans de telles circonstancedailt i/ qu’il apporte un avantage en terme
d’interaction de l'arbre avec son environnementquifil soit variable i/ qu’il soit héritable

iv/ qu’il soit positivement corrélé avec les caractecibles de la sélection et v/ gu'il soit
facilement mesurable a grande échelle. En génésemble que les héritabilités calculées
pour les caracteres plastiquesnt géenéralement plus fés que pour des caractéres
classiques (Scheiner, 1993), mais de nombreétseles montrent que la variation génétique

pour les caractéres plastiques est relativémenwée (van Kleunen et Fischer, 2005).

Trouver le (ou les) caractere) (gertinent(s) pour intégrda plasticité phénotypique a un
programme d’amélioration ou, dans une moénanesure, pour analyséimpact de la
sélection de caracteres d’intérét (comme lass@anice) sur la capacité d’adaptation des arbres
aux changements climatiques n'est pas tédeode. Ayant peu d’informations sur les
caracteres qui gouvernent la pieis¢ phénotypique des arbret a fallu, dans un premier
temps, bien connaitre I'impact des contrairgesironnementales sureBpéce analysée et la

variation des caractergs’elles vont engendrer.
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Dans le cadre de cette thése, nous nous senmt&ressés a la contrainte hydrique car c’est
une des contraintes environnementales qui setebfgus influenceta croissance, donc la

productivité des arbres (Staptal, 2010).

4 Quelles réponses a la contrainte hydrique ?

4.1 L'eaudans le sol

Les qualités hydriques d’'un sol ne se désilinpas uniquement avec le pourcentage d’'eau
gu’il contient. En effet, différentes forcesterviennent en fonction de la composition
physique et chimique des sols, pour retenirepousser I'eau. Elles peuvent étre des forces
osmotiques (dues a I'attraction Beau par les ions) et/ou des forces matricielles (dues a la
nature poreuse du sol &tla présence de minéraux argilewwgmposées de forces capillaires

et de forces d’adsorption (Calvet, 2003).

Figure 10 : En fonction de la composition des sols, le taux d’humidité minimal pour
que I'eau du sol soit disponible pour la plante est variable. La capacité au champ est
la quantité d'eau que le sol est capable de retenir contre les forces de gravitation. Le
point de flétrissement permanent est la valeur du potentiel hydrique du sol a laquelle
les plantes ne peuvent retrouver la pression de turgescence, méme la nuit, en
I'absence de transption. L'écart entre ces deux vate constitue la réserve utile
(d'apres Buckman et Brady, 1965).

On peut alors définir différents parametrpsur caractériser un sol et son utilisation
agronomique. Le potentiel hydrique est la mesieréa pression requigmur extraire I'eau du

sol. Par analogie au pH, les pédologues utiliserconcept du pF qui est le logarithme du
potentiel hydrique, car celui-ci augmente tmepidement avec le desséchement du sol.
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L’échelle logarithmique permet alors de cargr aisément humidité du sol et potentiel
hydrique. L’humidité équivalente correspond adgacité de rétention maximale du sol. Au
dessus de cette valeur, le sdl @argé d’eau et il y a ruissefteent. Le point de flétrissement
donne I'humidité minimale du sol, en dessods laquelle la plante flétrit de facon
irréversible. La réserve utilisable est ldf@ience entre ces deux rhidités et indique la
fourchette d’humidité du sol pour laquelle pdante pourra se développer et le sol ne

dégorgera pas (figure 10).

4.2 L’eaudans la plante

Le transit de I'eau dans la plante s’effecamefonction du potentiel hydrique des différentes
régions traversées. En climat tempéré damsdgions humides, le potentiel hydrique d’un sol
est trés proche de zéro, tandise le potentiel hydrique deatmosphére est de I'ordre de
i100MPa. L'eau passe donc de maniere purérpégsique du sol vers I'atmosphere en
provoquant un flux physique continuel appetdtmmuum sol/plante/atmosphere (figure 11).
L'eau et les nutriments que lelsmntient sont absorbés pasleacines (au niveau de poils
absorbants) par un mécanisme osmotique, qubwauire I'eau jusqu’au cylindre central par
voie apoplastique (a travers la pareymplastique (a travers lgacuoles et le cytoplasme) et
intercellulaire. C’est la poussée racinaire. ttanspiration foliaire constitue alors le moteur
principal pour conduire cette séve brute jusgu'auilles a travers le xyleme. L’'eau arrivant
du xyleme diffuse par voie apoplasmique dansmiésophylle, et une grande partie est
eévaporée via les stomates. Cette eau jouenambreux réles dans la plante : donneur
d’électrons lors de la photosynthese, solvamir les molécules hydpbiles. Elle constitue
aussi le milieu et parfois le substrat de nosnises réactions chimiques. De plus, cette eau
permet l'organisation des sttures cellulaires en assaotades fonctions mécaniques
(maintien de la turgescence)l physiologiques (I'eaapoplasmique relie différentes cellules
d’un tissu). Finalement, elle sert égalementhiculer les produits de la photosynthése sous

forme de séve élaborée.

La teneur en eau des plantes est régulée par le maintien d'un équilibre entre absorption d’eau
et transpiration. Si I'absorption d’eau est supdme a la transpiration, on peut observer chez
certaines espéces comme les graminées plenomeénes de guttation pour éviter une
surpression hydriqgue dans les tissus foliaileans le cas inversesi I'absorption est
insuffisante, la transpiration v@re réduite, via le facteussentiel de cette régulation : la

fermeture des stomates. C’est souvent le aagule la plante suhbiine contrainte hydrique.
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Figure 11 : Le transport de I'eau ddas arbres suit les potentiels hydrique§ (lécroissants. Aprés absorption
de I'eau du sol au niveau des po#sinaires, I'eau est transportée a traderxyleme jusqu’au mésophylle. Une
partie est évaporée a travers les stm® lors de la transpiration.

(http://www.bio.miami.edu/dana/226/226F09_10.html).
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4.3 Lesstratégies mises en place en réponse ala contrainte hydrique
Chez les plantes, différentes ségies de réponse au stress iyl ont été dgites (Levitt,
1972).

- L’échappement concerne les gk vivant en régions aridds, plante effectue son cycle
végeétatif avant qu’il n'y ait un déficit en eauedtectue rapidement son cycle reproducteur
aprés une pluie. Les graines pritdsi par ces types de plantemiscapables de résister a de
longues périodes de sécheresse. Les planteévimeg n’appliquenpas cette stratégie.

- L'évitement s’applique a un plus grand e d’especes. Cette stratégie consiste a
maintenir le potentiel ldrique et a limiter au maximumélapotranspiration. Pour limiter les
pertes d’eau, certaines plantes ferment rapidérteurs stomates, d'autres réduisent leur
surface foliaire (perte de feuilles et/ou prodoctide feuilles modifiées généralement plus
petites).

- Certaines espéces tolérantes sont dotées de mécanismes leur permettant de supporter le
stress hydrique, lorsque le potehtaydrique diminue, elles ajient le potentiel osmotique de

leurs cellules afin de maintenir leurgescence et ainsi conserver leur rigidite.

En réalité, le déficit hydriquest composé de différentes formes de contraintes associées : la
diminution de la disponibilité en eau dansstd, une augmentation du stress osmotique, une
diminution de [I'humidité atmosphérique, ainaugmentation de la température, une
augmentation de I'intensité lumineuse, etc... kiégations de stress hydrique sont fortement
limitantes pour la productivité du fait que lesupies doivent avant toaissurer leur survie
(Chavest al, 2003).

4.4 Laréponse al'échelle de la plante

Face a la contrainte hydrique, les plantes ont une gamme de réponses assez complexes, qui
varient au cours du temps en fonction des especes, néanmoins, un certain nombre de réponses
sont communes a la plupart des végétauxinB’maniere générale, les mécanismes mis en
place visent a conserver I'eau dans la planteugmentant I'absorption de I'eau mais aussi en

diminuant les pertes (figure 12, Chaetsl, 2003).
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Réponse along teen  Réponse a court terme

Ajustement osmotique
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Fermeture des stomates
Réduction de la surface Diminution de
transpirante I'assimilation de C
Réduction de la
croissance aérienne
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Figure 12 : Diagramme représentant les réponses a la contrainte hydrique possibles de la plante,
a court ou a long terme, adapté de Chated. 2003.

4.4.1 Lesréponses communes

Différents ajustements permettent d’optiaris 'absorption d'eau: tout d'abord, la
réallocation des ressources nutrifweers les racines afin de faigar I'explordion racinaire.
L’efficacité de I'absorption de I'aadans le sol dépend a la faie leur extension spatiale et
de la densité du systeme racinaire (Levitt, 198@s reallocations peuvent aller jusqu’a la
sénescence des feuilles aggmair recycler les nutriments elfes contiennent dans les
feuilles et tiges juvéniles (Chavext al, 2003). Ce phénomeéne de sénescence permet
également de réguler les pertes en eau, caireimuant sa surface foliaire totale, la plante
réduit sa transpiration. Lardinution de la surface foliaire peégalement prendre la forme
d’un arrét ou d’'une diminution da croissance des feuilles, wila réductiordu nombre et

de la viabilité des bourgeons foliaires (Brédal, 2006), ce qui a plus long terme limitera le
développement du houppier. L'enroulement dedlésuet la variation de angles d’insertion
des feuilles permettent également de limiter letepeen eau en réduisdi@bsorbance de la
lumiére (Ehleringer et Cooperd992). Néanmoins, le phénoméne majeur permettant la
limitation des pertes en eau réside en la fermeture des stomates, ce qui permet de réguler la

vitesse de transpiration de#lu par rapport a la vitessehbsorption par les racines.

Un des premiers processus touché par laraiomé hydrique est l'divité photosynthétique.
Cette diminution d’activité peut étre liée afexmeture stomatique ou a un affaiblissement
métabolique. En effet, la fermeture des stomates engendre consécutivement une diminution de

la diffusion de CQ@ a l'intérieur des chloroplastesdWwlor, 1995). Cela a pour conséquence
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directe l'interruption du cycle de Calvila RuBisCo n’ayant plus de substrat £/ &t donc la
production en composés organiques devienitdien D’autre part 'augmentation de la
concentration en ions da le chloroplaste, pactliérement des ions Mg perturbe le flux de

protons nécessaire adgnthese de I'ATP.

La plante doit également seopgger contre les contraintgsimaires qui entrainent des
réponses spécifiques (varans de I'osmolarité cellulaireu secondaires qui engendrent des
réponses non-spécifiques au stress hydri@eeumulation d’especes activées d’oxygenes

(ROS), augmentation de la températtoliaire, carences minérales) (Beatkal, 2007).

Pour maintenir la turgescence cHdite et stabiliser les protéisest structures cellulaires, la
concentration en ions est augmentée grace a lI'accumulation d’osmolytes. Ces osmolytes
peuvent étre des sucres commealfinose, le sucrose, le tréhalose ou le sorbitol, des alcools

de sucre comme le mannitol, des acides aminés comme la proline, des amines comme la

glycine-bétaine ou des polyamines.

Les especes activées d'oxygéne (ROS) swworitairement formées au niveau des
chloroplastes. En effet, au cours ldephotosynthese, lorsque la fixation de Gf3t limitée

par la fermeture des stomates, les électrorixaet plus qu’'usuellement a I'oxygene, ce qui
conduit a une accumulation de ROS dans leroplaste (Dat, 2000). D’autres ROS peuvent
également étre produites au cours de lagrkspiration quand IRuBisCo utilise I'Q a la

place du CQ et forme des peroxydes d’oxygene, ou par l'auto-oxydation des composants
réduits de la chaine respiratoire dans litochondries. Les RO®lles que les ions
superoxydes, les peroxydes d’'oxygéne etréekcaux hydroxyles peuveltre des signaux
induisant des mécanismes protecteurs €Cf4.5.2.2) aussi bien que des agents qui
endommagent les cellules. En effet ces moléduesement réactives irdent la capacité de
réparer les dommages causés au photosystierreactivent les emymes par oxydation de

leur groupement thiol, mais oxydent aussi digsrprotéines, lipides et acides nucléiques
(Halliwell et Gutteridge, 1999).es mécanismes de détoxificatides ROS peuvent étre des
mécanismes non enzymatiques ou enzymatiques. Les antioxydants non enzymatiques
comprennent majoritairement : I'ascorbate (vitzenC), le glutathion, le tocophérol (vitamine

E), les flavonoides, les alcaloides et learoténoides. Les mécanismes enzymatiques
comprennent les enzymes superoxyde-dismutagesmxydases et catalases (Bartels et
Sunkar, 2005).
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4.4.2 Laspécificité desarbres

Face a la contrainte hydrique, les arbres gndisent des autres plantes supérieures par deux
caractéristiques principales : i/ leur croissarbien plus importante implique un systeme
vasculaire plus étendu de plus grands besoins en ealileiur longévité peut les exposer a

subir de facon répétée des variations devilemnement au cours de leur cycle de vie.

Comme nous l'avons vu précédemment, la traaspin par les feuilles constitue le principal
moteur du flux d’eau a travers fgante. Donc plus la surface foliaire d'une plante sera
développée, plus ses besoins en eau semrgéquents. Or, chez lesbres a maturité la
surface foliaire est nettement plus élevée que lgdseautres plantes, ce qui conduit a une plus

grande transpiration, et dona plus grand besoin d’eau.

Une autre spécificité des arbres est leur tdillascension de la seve jusqu’aux feuilles est
réalisée grace a la tension exerpaela transpiration. Celle-citegssurée par capillarité et est
donc conditionnée par une continuité hydrauliqueasiers toute la plant€Tyree et Ewers,
1991). Or, chez les arbres, la continuité hydraulidpie étre assurée sune grande distance.
Lors du déficit hydrique, le potentieydrique au niveau des few$ peut atteindre des valeurs
tres négatives, et la tensigue subissent les colonnes d’ealu est conduite la seve brute
gagne en intensité. Sous déete tensions, il est possible@jla colonne d’eau se rompe (on
parle alors de cavitation) : le conduit se rétrgdair et ne peut plus conduire la seve.

Pour maintenir I'intégrité deeur systéme hydraulique, les abipeuvent déployer différentes
stratégies (Breda et al .,2006): i/ mettre eacpldes processus de régulation a court terme et
réversibles tels qu’'une réduction etranspiration par fermetides stomates, ou ii/ utiliser

des réponses a plus long terme comme le renforcement du xyléme grace aux lignines pour
résister a la cavitation, réduileur surface transpirante spiar réallocation de biomasse ou
sénescence, et ameéliorer la conductance hyduayli'augmentation de la biomasse racinaire

semblant étre alors la meilire stratégie dans ce but.

4.5 Laréponse au niveau moléculaire

Les recherches menées sur la réponseécutdire a une confrge abiotique ont
essentiellement été menées cheabidopsis thaliangSekiet al, 2002, Bray 2002), et chez
les plantes de grandes cultures (Zhehgl, 2004 ; Yanget al, 2004). Les résultats obtenus
ont permis d’avancer I'hypothése que la répahgm stress n’est pas fi@it de I'expression
d’'un seul gene mais de I'expression coordordigr grand nombre d’entre eux. Les délais de

réponses variés de ces genes (de la secondeemkine) ont amenéifkar et Bartels (2002)
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a émettre I'hypothese que les genes de la s&gpprécoce fourniraient une protection initiale
et une amplification du signal alors queuxegui répondraient tarddment pourraient étre
impligués dans la tolérance au stress hydridues geénes induits paontrainte hydrique
peuvent étre classés en 2 groupes selon la®ipes pour lesquels ilsodent (Shinozaki,
2007):

- protéines de régulation quitérviennent dans la transdumti du signal et I'expression de
genes de réponse au stress.

- protéines de structures ezgmes qui interviennent dansttdérance aux stress abiotiques.

4.5.1 Laperception du signal de stress

A priori, le changement de pression osmotiglaes les cellules constitue le déclenchement
majeur de la réponse moléculaire a la mnte hydrique chez les plantes au niveau
moléculaire (Shinozaki et Yamaguchi-Shinazak®97). Comme aucune molécule végétale
n'a été réellement identifiee comme osmosens&awRir comment la pla@ ressent le signal
de stress reste encore une question non éeci@ertains homologues d’osmosenseurs de
levures ont été trouvé chez Arabidopsis, comiielK1l (Urao et al, 1999). D’autres
candidats ont été proposés en praren compte leur profil exgssionnel et leur fonction, tel
gue le gene NtC7 qui de pour une protéine memamaire réceptrice (Tamued al, 2003) ou

Crelqui code pour un récepteur de cytokinine (Reisal, 2003).
4.5.2 Lesgenesde régulation impliqués dans la transduction du signal

4.5.2.1 Transduction du signal ABAagpendante et indépendante

L'utilisation de mutants insensibles a I'ABet de mutants défients pour 'ABA, amontré
gue le signal « stress hydrique » peut empruddex types de voies de transduction majeurs :
'un ou I'expression des genesduits dépend de 'ABA et I'dte ou cette expression est
indépendante de I'ABA (figure 13, Bray, 199Bhinozaki et Yamaguchi-Shinozaki, 1997).
Ces voies de transduction nécessitent la syntt@$acteurs de transcription qui se fixent sur
une partie du promoteur des genes ciblepeldp élément de réponse. Ces éléments de
réponses fonctionnent alors comme des élénesgts'est-a-dire qu'ilségulent I'expression
de génes localisés sur la méme molécule d’ABNinozaki et Yamaguchi-Shinozaki, 2007).
Parmi les genes ayant une induction ABA-déperajaaies facteurs de transcription de type
MYC et MYB (Abeet al, 1997), NAC (Fujiteet al, 2004) et bZIP (Unet al, 2000) ont été

mis en évidence. Parmi lesrmgs ayant une induction ABA-ingéndante, les facteurs de
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transcription appartenant a la famille ERP2 (Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 2005)
ainsi que NAC (Trarmt al, 2004) ont été décrits.

Figure 13: Les voies de transduction du signal entre la
perception du déficit hydrique et I'expression de génes peuvent
étre dépendantes ou indépendantes de I'acide abscissique (ABA),
et font intervenir des éléments de réponse, sur lesquels peuvent
se fixer des facteurs de transcription (MYC/MYB, bZIP).
D’aprés Shinozaki et Yargachi-Shinozaki, 1997.

Si le réle de 'ABA comme messager du sigdalstress hydrique est établi depuis longtemps
(Jackson, 1997) et que son réle dans le conti®lia fermeture des stomates est avéré (Borel
et al, 2001), l'effet de I'ABA sur la croissanates organes reste soigna controverse et
semble dépendre des nombreux facteursdé€stale croissance, température, organe
considéré...). Il y a de fortes chances pgue I'ABA interagisseavec d’'autres signaux
chimiques (pH ou autres hormones) ou avec dasport d’éléments nutritifs dans la séve
brute (Bahruret al, 2002). En effet, il semble que lareeture des stomates, la croissance et
la sénescence des feuilles swieontrélées en sad’exposition a une otrainte hydrique, par
un réseau complexe de signalisations hormanalguant, entre awgs, I'éthyléne (Beaudoin

et al, 2000), I'acide jasmonique (Sembdner et Parthi993), I'acide salylique (Senaratna

et al, 2000) ou les cytokinines (Tra al, 2007).
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4.5.2.2 Lesmessagerssecondaires

Les messagers secondaires sont des motequéemettant la transduction d'un signal
provenant des récepteurs a laface cellulaire jusqu'a des moléesi cibles a l'intérieur de la
cellule, dans le cytoplasme ou le noyau. ll#ration d’'un messager secondaire se fait
généralement par liaison d'un ligand (par exemple une hormone) sur un récepteur
membranaire. Le messager secondaire @oits induire une cascade de réponses qui
permettent d’amplifier le signal, et ainsi déclencher une réponse cHiwe. Il existe une
multitude de messagers secondaires dégasr répondre a la contrainte hydrique :
I'adénosine3’-5’ monophosphate ou AMP cygcle (Assman, 1995), I'acide phosphatidique
(Munnik, 2001). Nous nous focaliserons dans Iegeaphe suivant sur kgnal calcique et

les espéces activées d’oxygeéne (ROS).

Le signal calcique a été impliqué dans la répaaglivers stimuli extratlulaires associés a
des réponses intracellulaires (Hong-&aal, 2008). Jusqu’a présentpis differentes classes
de signaux calciques ont été decrdans le cas de la coainte hydrique : les canaux
calciques perméables auans, les antiports Ga/ H' et les pompes & calcium @a
ATPases). Les effecteurs des voies de thactson des signaux calciqupsuvent étre classés
en deux catégories : d’'une part, les captguisaires sensibles au calcium comme les
protéines kinases dépendantes du calcium (CDP&jpatre part, les substrats activés en aval
qui représentent le dernier effecteur ¢ voie de signalisatio (canaux ioniques,

phosphorylation, concentrationtogolique en calcium).

La production de ROS résulide I'excitation ou de la dhction incomplete d’oxygéene
moléculaire. Comme nous l'avons décrit auparavant, leur accumulation peut causer des
dommages a [l'environnement cellulaire etftérant les biowliécules par oxydation.
Néanmoins, les variations spatiales et teml@s de concentration en ROS sont également
interprétées comme des signaugessaires pour la croissancegéveloppement, la tolérance

aux stress abiotiques, la réponse aux pathoggtnasmort cellulaie programmée. Les ROS
activeraient les cascades MAPK (protéines $@saactiveées par les facteurs mitogenes),
réguleraient les flux de calciunet induiraient des facteurs deanscription spécifiqgues a
chaque type de ROS (Gechev al, 2006). Par exemple, I'oxygéne singulet induit des
facteurs de transcription des familles ERF et MYB cAezbidopsis thalianatandis que le

peroxyde d’oxygene régule les protéines de choc thermique.
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Avec les interactions possibles entre voies de signalisation, la complexité du réseau de
transduction du signal via les messagers secaxleand la caractérisation de ces messagers

difficile, et de nombreuses quest®restent encore en suspend.

4.5.2.3 Larégulation transcriptionnelle

Comme son nom l'indiquéa régulation de la tracription permet le contrdle de I'expression
des geénes par action sur le niveau destraption de I'ADN. Cde-ci est effectuée
principalement grace a des facteurs de stdption qui peuvent & classés en deux
catégories : les élémertsrégulateurs (reconnaissance d’élément de réponse directement sur
la région promotrice du géne) ou les factemams+égulateurs (reconnaissance d’'un autre
facteur de transcription lié ou de I'ARN polymésaslLes facteurs deanscription sont ainsi
constitués de différents domaines : un domadadixation a I’ADN, un domaine d’activation
de la transcription, epour certains facteutsans-régulateurs, un®3®domaine qui permet de
fixer un élément annexe permettant de réalifsetion d’'un message extérieur a la cellule,
comme un message hormonal. Les familles de fesctdel transcription ont été ainsi définies
selon les domaines de liaison a I'’ADN utilisés.

Comme nous l'avons vu précédment, de nombreux facteurs tanscription sont impliqués
dans la réponse a la contraihtgdrique, qui incluent les faites DREB (élément de réponse
a la déshydratation), ERF (facteur de réponsé&thyléne), protéing en doigt de zinc,
WRKY, MYB, bHLH (Hélice-Boude-Hélice), bZIP (facteur aligsiére de leucine), NAC et
des facteurs a homéodomaine (Shinozaki, 2003).

4.5.3 Lesgenescodant pour des protéines de structure et desenzymes

Si l'activité de nombreux genes peut étredifiée de facon passv par la contrainte
hydrique, notamment dans le cas des genegiassa la photosynthese ou au métabolisme
primaire qui sont sous exprimeés, certaineggont été décrits comme étant potentiellement

impligués dans les mécanismes de tolérance actifs a la contrainte.

4.5.3.1 Osmorégulation

La diminution du contenu en eau de la pdarpeut entrainer des deéséquilibres de
concentration en solutés entr@cuole et cytoplasme. Différents mécanismes sont alors mis en
place pour parer aux dégats que cela pourrait engendrer :

i) 'évacuation des ions excédtaires du cytoplasme ou lecompartimentation dans des
vacuoles. Les genes impliqués codent pourtidesporteurs ioniques, comme par exemple le
géneAtNHX1codant pour un tranepteur vacuolaire NaH" (Shi et Zhu, 2002).
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ii) L'ajustement de la pression osmotique par accumulation de solutés compatibles, tels que la
proline, la glycine bétaine, descseas et des polyol¢revue par Seket al, 2007). Ces
composés peuvent étre accumulés a de fodescentrations sans altérer ['activité
enzymatique. De nombreux géenes intervenants d& biosynthése de ces composés ont éte
montrés comme impliqués dansré&ponse a la contrainte hygiie, et certains ont méme éteé
utilisés en transformation gérgitie pour ameliorer la toléranéda contrainte hydrique chez
certaines especes (Umezaetal, 2006). Par exemple, lintrogssion de genes lié a la
biosynthése de la bétaine issus d’'un mmrganisme améliore la photosynthese et la
croissance che&rabidopsis lorsque les plants sosbumis a déshydratation.

4.5.3.2 Protection desmacromolécules

Lorsque I'environnement cellulaire devienihapproprié (changemé de pH, stress
osmotique...), la protection des macromoléculegsedjue les protéines peut étre assurée par
des protéines chaperonnes. Une protéine chaperest une protéine dont la fonction est
d'assister d'autres protéines dans leuoaturation, en leur assurant un repliement
tridimensionnel adéquat. Le rdle des pnoédi chaperonnes est de prévenir les dommages
potentiellement causés par une perte deti@mcprotéique due a un mauvais repliement
tridimensionnel. Une des plus connues de cefimed est une protéine de liaison se situant
dans le réticulum endoplasmique appelée BiBlée chez le soja, la surexpression de cette
protéine chez le tabac lui aféré une plus grandelérance a la contrainte hydrique avec
une amélioration de la croissance (Alvinal, 2001). Elle semble aussi étre impliquée dans
la sénescence foliaire (Valergeal, 2009).

Les protéines LEA (Late Embryogenesis Abundawtise, 2003) sont accumulées dans les
derniéres phases de la formation des grainkEsstue les plantes sosbumises a des déficits
hydriques. Bien que leur rble reste asset coanu, il pourrait étresimilaire a celui des
protéines chaperonnes (Umezagtaal, 2006). Ces protéines somsociées a la protection
des macromolécules, par liaison ou remplam@mde I'eau pour les protéines les plus
hydrophiles, ou en séquestrant les ions pasipl®téines les plus hydrophobes (Bartels and
Sunkar, 2005 ; Battagliet al., 2008).

4.5.3.3 Protéines de détoxification

Comme nous I'avons vu précédemment, la proadnae ROS peut permettre la transduction
du signal de stress, tout en alydas conséquences déléteraslsdonctionnemet cellulaire.
Des mécanismes de détoxification des ROS pewalerd se développer afin de protéger les

structures cellulaires. Ces réactions compeant des mécanismes non enzymatiques, comme
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I'oxydation de I'ascorbate et duughthion. On sait également gdes molécules telles que les

tocophérols, flavonoides, alcale&let caroténoides sont intplés dans la détoxification non

enzymatique des ROS, mais les mécanismes mjauesont encore mal connus (Apel et Hirt,
2004). Les mécanismes enzymatiques comprénres superoxydes dismutases, les
peroxydases et les catalagBartels and Sunkar, 2005).

4.5.3.4 Aquaporines

Le contrble des flux d’eau est un phénoméng@guorgoour permettre awellules et aux tissus

de s’adapter a la contrainte hydrique. Parmigeotéines facilitant les mouvements d’eau, les
aquaporines jouent un réle majetitles facilitent la diffusiorde I'eau en formant des pores
spécifigues dans la membrane. Les aquaporines sont membres d'une famille de protéines
appelées protéines majeures intrinseque (Miajtvmsic Protein, MIP), parmi lesquelles on
retrouve celles localisées dans le tonoplastB)(Tet dans la membrane plasmique (PIP). En
général, les aquaporines sorgstrexprimées dans les tissus aisgance rapide et dans les
cellules impliquées dans le pagsale flux d’eau a haut déb8i plusieurs études ont montré

gue les génes codant pour des aquaporinesrgtuits par la déshydratation, permettant une
plus grande perméabilité a I'eau et ainsi ddifecie flux d'eau (Maurel et Chrispeels, 2001),

il y a aussi des exemples d’aquaporines réprine@esas de déshydratat, ce qui induirait

une diminution de la perméabilité membranaire pour permettre la conservation de l'eau
cellulaire (Bartels and Sunka2005). Ainsi, la r§ulation de I'expresion des aquaporines
pourrait étre fonction du délai de réponse, iaguge de I'organe considéré (Maurel, 2007).

4.6 L’eucalyptus sous contrainte hydrique

L’eucalyptus a la réputation d’étren grand consommateur d’eau (Zakidal, 2010). De
nombreuses études se sont attachées a eldampact de l'alimentation hydrique sur la
productivité, décortiquer le flux d’eau dafsrbre, ainsi que mettre en évidence les
mécanismes de tolérance a la contrainte hydrique. Ces études ont été conduites en serre
(Merchantet al, 2007 ; Martinset al, 2008 ; Teixeiraet al, 2008), en plantation (Stapéal,
2010 ; Warrenet al, 2007 ; Campioret al, 2006) ou méme en populations naturelles
(MacFarlaneet al, 2010 ; Merchangt al, 2007 ; Zeppeét al, 2004).

En ce qui concerne la production, la majodés études montrent que I'alimentation hydrique
semble plus limitante que I'alimentation minérale. Par exemple au Brésil, &tap€2010)
ont montré que I'augmentation de fertilisatiom pgpport aux fertilisatios traditionnellement
effectuées n'augmente pas paoductivité (autour de 46 Hha/an), tandis que lirrigation

augmente la croissance de 30% (6Zhavan). La méme tendance a été observée par Campion
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et al. (2006) en Afrique du sud sur les biomasaésgennes et racinaireBifférentes études

ont montré des capacités difféerentes @gEmotypes a maintenileur croissance quand
I'alimentation hydriqueest limitée (Tatagibat al, 2009; Silvaet al, 2004), permettant ainsi

de définir certains génotypes mieux adapi@s certaines airede répartitions.

Au niveau foliaire, les eucalyptus ont desilles relativement épaisses avec des faibles
concentrations en azote et phosphore dues dobegaeneurs en éléments minéraux des sols
dans lesquels ils sont installés (Whitehead et Beadle, 2004). Leur index de surface foliaire
(Leaf Area Index) augmente avec la disponibilité hydrique, ceci conduisant a de plus forts
taux de transpiration (Hubbaged al, 2010). Les feuilles ont un turn-over relativement long,
pouvant aller jusqu’a 3 ans pour les especesegions tempérées, et leur croissance est
maximale au cours des saisons les plus humides (Whitehead et Beadle, 2004). Lors de
périodes de sécheresse prolongées, la sémesden feuilles est tres commune (Nouvedbn

al., 2010 ; Pooket al, 1997). Sur les populations naturelless angles foliaires sont plus
élevés dans les régions les plus séches de faéligsttandis que les fdlés sont plus proches

de I'horizontal dans les rémis plus tempeérées (King, 1997).t@eadaptation réduit la charge

de chaleur subie en diminudtterception lumineuse.

Le bilan hydrique de plantats d’eucalyptus fait appel a diféhts paramétres qui ont été
évalués afin d’améliorer Igsratiques sylvicoles (Zhangt al, 1996). Parmi ces parametres,
I'interception des précipitations par la cagepa été estimée sur divers peuplements (en
Australie, Israél, Inde, Brésil) entre 10 3% des précipitations anelles (Whitehead et
Beadle, 2004). L’estimation des taux de trarajon est un des parametres les plus analysés.
Différentes méthodologies ontéétléveloppées (revues par Whitehead et Beadle, 2004) : les
mesures des flux de séve sont les plus utilisées (MacFagtaaé 2010), mais il est
également possible de mesurer les taux despreation par eddy covamce (mesure de la
turbulence de I'atmosphere ; Cabealal, 2010), par mesure d’échange gazeux (Seesl,

2009) ou de les estimer grace a I'équation den@-Monteith reliant I'évapo-transpiration
potentielle a diverses doées métorologiques (Carneied al, 2008). Les différentes études
montrent que la transpiration est réduite loestp température ou le fitdt de pression de
vapeur d'eau augmente ou lorsglieumidité relative diminue (Coolet al, 1999). Ce
phénoméne est particulierement etveble au cours da saison seche ou la transpiration est
rarement plus élevée que 2mm d’eau transgeggour, tandis qu’elle peut atteindre jusqu’a
8mm sur des plantationgriguées (Whitehead et Bdad 2004). La régulation de la
transpiration est une des questions clésreeherches en écophysiologie menées sur
I'eucalyptus. Les différences saisonnieres éteeaspéces ou populatipourraient étre liées
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a l'interaction entre surface foliaire, déficit daturation de l'air, déit hydrique du sol et
potentiel hydrique foliaire (Whitehead et B&gd2004). La sensibikt de la conductance
stomatique a été décrite comme un parameligepour la régulation de la transpiration
(Warren et al., 2007), bien que ce parameétre keétbe plus sensibk un déficit hydrique du
sol, qu'a un déficit de pression de vapeur d’eau dans l'air (Wateal, 2008). Pour
conserver un taux de transpicatinécessaire a leur croissaries, eucalyptus semblent avoir
une capacité importante a développer leur systagieaire a de trés grandes profondeurs, et
de facon opportuniste en profitasbit de gradients hydriquesrdale sol soit des pluies
(Drakeet al, 2009). Ainsi, Thongo-M’bowet al. (2008) ont montré aoours de la premiére
année de croissance, que la formation de radines était fortement liée au contenu hydrique
du sol, I'élongation des racinesés a la fin de la saison deslips étant 11 fois supérieure a
celle mesurée a la fin de la saison séche au Congo.

Les eucalyptus, ayant un métabolisme en s&Bnblent avoir une activité photosynthétique
relativement élevée par rapport aux autres@sppérennes, ceci étant principalement di aux
taux maximum de carboxylation et de transpoélettrons (revues pa&¥hitehead et Beadle,
2004). La photosynthese semble étre pai@oainent sensible aux changements de
température et les taux de photosynthése également limités par la contrainte hydrique
(Cha-Um et Kirdmanee, 2010). Pdimiter les effets délétéres d@ contrainte hydrique, les
eucalyptus mettent en place des mécanismes d’ajustement osmotique (Metraha007).

Il a été montré que le quercétol, un flavateode type flavonol, €sin composé principal
rentrant en jeu dans la tolérance de diverses espégasatiyptusa la contrainte hydrique
(Merchantet al. 2010 ; Merchantt al. 2009 ; Arndtet al, 2008). Concernant d’autres
composés osmoregulateurs, des résultats contradictoires ont été publiég.. ciaeginata
Warrenet al. (2007) mettent en évidence que les sucres solubles constituent une majeure
partie des composés responsables de I'ajueté osmotique par rapport aux acides aminés,
en particulier pour la proline, alors que &&m et Kirdmanee (2010) montrent une forte
augmentation de proline chBz camaldulensitors d'un stress hydrique ou salin.
Comparativement, tres peu d’études ont été menées au niveau moléculaire. Comparant des
séquences connues d’Arabidopsis aves @88Ts d’eucalyptus, Soares-Cavalcagttial.
(2009) ont mis en évidence 86 clusters représedtmfacteurs de transcription de type MYB
impliqgués dans la réponse a la sécheresse at/atress salin. De la méme facon, dos Santos
Barros et al. (2009) ont identifié 51 génes bdogues correspondant a 9 familles
multigéniques codant des osmoprotectants, les plus représentés appartenant a la voie de
biosynthése des tréhaloses et des cystéfPmsune approche de génomique fonctionnelle,
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Tsuchihiraet al. (2010) ont mis en évidence une ctatién positive entre tolérance a la
sécheresse et le niveau detpmes codant les aquaporirdes membranes plasmiques (PIP)
chezE. camaldulensisEn transformant génétiquement un hybfideurophyllax E. grandis
par deux genes de radi®sPIPlet RsPIP2 ils ont montré que la dérégulation de ces deux
géenes avait des effets déléteremdis que la surexpression B&2 augmentait I'activité
photosynthétique et la croissarateez I'eucalyptus. Enfin, certargenes décrits pour d’autres
especes comme impliqués dans la réponsecantrainte hydrique ont été mis en évidence
chez l'eucalyptus, lors d’'une réponse fanid, comme une tocopherol cyclagggSXD1(El
Kayal et al, 2006) et un facteur deamscription CBF (Gambcet al, 2007).

Etant donné le peu de données moléculaires obtenues pour la réponse dtugealiypusa

la contrainte hydrique, une vision globale Bexpression du transcriptome semble étre
indispensable a une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires mis en jeu dans

ce contexte. Tel était un debjectifs de cette thése.

4.7 Comment étudier la réponse ala contrainte hydrique?

La réponse a la contrainte hydrique implicqies processus complexes et affecte tous les
organes de la plante. L'impact de la séekse a été particulienent étudié sur un des
parameétres majeurs ayant trait a ¢g@omie : la production. Ainsi, Graniet al. (2007) ont

montré que sur 11 sites forestiers dispex@ss toute I'Europe, laécheresse de 2003 a
conduit a une chute de la production priméirete pour 8 sites par rapport a 2002, qui s’est
répercutée les années suivantes, avec une intensité variable selon les sites et les especes
(figure 14).

Figure 14 : Les effets de la sécheresse sur la produstimaire nette (GPP) et la respiration des écosystémes
(TER) sont variables selon les espéces considérésontireprésentées les diminutions de ces 2 parametres
estimés quotidiennement quand I'eau extractible diminue de 1 a 0,1. Les coniferes (C) semblent enregistrer des
pertes de productivité plus faibles que les espécesiliesecaduques, qu'elles soient méditerranéennes (M) ou

non (B). Issu de Graniet al, 2007.
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D’autre part, la compréhension des mécanisnoes-gcents de la réponse a la contrainte
hydrique est cruciale pour pouvainticiper et/ou antérer la réponse des arbres en fonction
des variations environnementaleAinsi, les scientifiques se sont attachés a décrire les
mécanismes mis en jeu a différentes échelRss. exemple, on peut décrire I'impact de
I'alimentation hydrique au neau morphologique par la degtion des allocations de
biomasse entre partie aérienne et racinae. niveau physiologique, les flux d'eau ou
d’éléments minéraux dans le continuum gabhte / atmosphere sont souvent approchés
grace a l'élaboration de modeles (figure 1B)lisant des variables environnementales
(données climatiques et pédologiques) et ptggiques (flux de sevepotentiel hydrique

foliaire, croissance radiale...).

Figure 15 : Exemple de modélisation du continuum sol-plante-
atmosphére prenant en compte des flux hydrauliques (F) et le
stockage d'eau (P), et donc les potentiels hydrigae et les
résistance de flux (R) (Zweifet al, 2007).

Les études physiologiques peuvent étre cotépt par I'étude de coupes anatomiques de
différents tissus. Par exemple, I'étude de l'anatomie des feuilles d'olivier a permis a
Chartzoulakis et al. (1999) d’émettre I'hypothese qukes différences de rendement
photosynthétique entre deux variétés souméame contrainte hydrique en I'absence de
différences pour leurs parameétres hydrauligpesirraient étre liées aux différences de

conformation de leur mésophylle. En effet lai®&® qui présente lplus grande proportion
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d’espace intercellulaire, possede égalementplne forte conductance gazeuse a travers ces

espaces, ce qui favoriseraitrendement photosynthétique.

De nombreuses études de dosage biochimiques ont également contribué a une meilleure
compréhension des mécanismes de réponseaenteainte hydrique. Le dosage biochimique

de I'ABA (Julliard et al, 1993), ainsi que de molécules osmorégulatrices telles que la proline
(Troll et Lindsley, 1955) ou les sucres (Asthwi957), ou des espéces activées d’oxygéne ont
permis de mieux comprendre slemécanismes oxydatifs (Bartokt al, 1998), ou
'osmorégulation ayant lieu au cours de Ianttainte hydrique. Cedosages font appel a
différentes techniques, pleis les dosages immunologiguepour I'ABA, jusqu’a la
résonnance magnétique nucléaire (RMN) pdes acides aminés et sucres, ou la
chromatographie liquide haute pressiofP{{€) pour les métabolites secondaires.

Enfin, au niveau moléculaire, les approchestgmmiques se sont essentiellement faites grace
a des gels de séparation des protéines en deuxisions (par la charge et par la taille) et
identification par spéctrométrie de masse (Ploneoral, 2006, Bedoret al, 2010). Les
analyses du transcriptome étant techniquembrd aisées, elles ont été largement utilisées
ces derniéres années pour tenter de déchifieracteurs moléculaires de la réponse a la
contrainte hydrique (Seki et al., 2007; Deyhatvsl., 2009). Deux principales approches ont
été utilisées : i/ sana priori par le séquencage de transcrits et I'analgssilico de leur
distribution, ou grace a des puces contenantriilisrs de transcrits de fonction connues), ou
pas et ii/ avea priori grace a la PCR quantitative sur des génes candidats.

Cette thése s’est focalisée sur la compréhardgs mécanismes moléculaires mis en jeu dans
la réponse a la contrainte hydrique de da&yptus, notamment grace a l'utilisation de
méthodes de séquencage nouvelle génération YN&&Squi a permis d’obtenir une vision
large du transcriptome exprimé au cours dedatrainte. La prochaine partie se propose
d’introduire ces nouvelles technoleg et de présenter leur ind€ dans le cadre d’études de

génomique environnementale.
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5 Les NGS pour répondre a des questions de recherche

en génomigue environnementale
5.1 Du séquencage « Sanger» aux NGS

Depuis 1977, les travaux de séquencage étdaegément dominés pdiutilisation d’'une
méthode de séquencage développée Sanger et Coulson (Sanger al, 1977). Cette
méthode est basée sur une technique dgmgwisation de I'’ADN incomplete grace a
I'utilisation de didésoxynuctitides (ddATP, ddCTP, ddGTdu ddTTP) en mélange avec des
désoxyribonucléotides utilisés classiquement PCR. La terminaison se fait de maniéere
statistique suivant que I'ADN polymérase utilism lbu I'autre de ces nucléotides. Il en résulte
un mélange de fragments d’ADN de tailles craiteg, qui se terminent tous au niveau du
didésoxyribonucléotide incorpoans la séquence. Ces fragments sont ensuite séparés par
électrophorése, ce qui permet de repérer laipnsie chaque désoxponucléotides dans la
séquence. Cette méthode deusncage, relativement colteustepeu rapide a néanmoins
permis de réaliser les lers séquencagesplais de génome, oone celui de 'homme
(Landeret al, 2001 ; Venteet al, 2001) et de la plante modedeabidopsis thaliangAGl,
2000).

La révolution que représente les NGS, c’espdevoir séquencer des millions de fragments
d’ADN en parallele (Marguliegt al, 2005), sans étape de clonage nécessaire. Apres étre
coupés mécaniguement et liés a des adaptatesrfagments a séquencer sont soit fixés sur
des microbilles (454 et SOLiD)soit sur une lame de verre (lllumina) puis amplifiés
séparément par PCR. Ensuite, le séquencagepaepnent parler consiste a « lire » une base
in situ sur chacun des fragments, a acquérir l'ienagrrespondante puis a passer a la base

suivante.

Les différentes technologies développées diffénerincipalement sur la préparation des

échantillons a séquencer et sur lahmée de séquencage utilisée (Metzker, 2010).

La préparation des banquesupetre basée sur une amiglition clonale d’échantillons
provenant de molécules d'ADN uniqguepu a partir d'une seule molécule
d'ADN.L’amplification clonale peut se fa@rgrace a une PCR en éision (les molécules
d’ADN sont fixées sur des billes), ou une amgiifion en phase solidéxation sur une lame

de verre).
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Ces méthodes sont relativement complexesjatelent beaucoup de matériel génomique et
nécessitent des PCRs qui peuvent induire €eeurs telles que des mutations. Lorsque
I’échantillon est réduit a une seule molécule @M il suffit d’immobiliser la molécule sur le
support, soit grace a une amorseit grace a la molécuADN elle-méme, soit grace a la
polymérase.

Jusqu’alors, quatre méthodes de séquengageété développées: l'addition d'un seul
nucléotide, la terminaison réversible cycliqleeséquencage en temps réel et le séquencage

par ligation.

La méthode d’addition d'un seunlcléotide est utilisée date technologie Roche/454. Lors

du pyroséquencage, les nucléotides sont ajdetsins apres les autres. Si le nucléotide
ajouté dans le milieu réactionnel correspond a @tandu par la polymérase, il est incorporé
dans le brin en cours d’élongation Bbere un pyrophosphate, ce qui, par cascade
enzymatique, produit un signal lumineux. Lgrsl lumineux est capté et reproduit sous
forme d’'un pic dont la hauteur est fonction dumiwe de nucléotides incorporés en méme

temps.

La terminaison réversible cyclique (dévelopgese Illumina/Solexa) utilise I'incorporation
réversible de nucléotides fluorescents suividad&cture optique di& fluorescence. Il y a
terminaison de synthése grace a l'utiisa d'un groupement de protection attaché au
nucléotide qui stoppe la synthése d’ADN. A daite de lincorpaation, les nucléotides
restants sont éliminés, et la prise d'imagemmt alors de déterminer quel nucléotide a été
incorporé. L’élimination du groupement deofection permet la restauration du groupement
fonctionnel du nucléotide incorporé, ce quirpet a I'ADN polymérase d’incorporer le

prochain nucléotide, et ainsi de suite.

Contrairement a Il'utilisation des terminateurs réil@es, le séquencage en temps réel ne fait
pas appel a des arréts du processus de st |'ADN (utilisé chez Pacific Biosciences).
Cette méthode implique la prise d’'image continue lors de la synthése d'ADN grace a des

nucléotides marqués.

Enfin, le séquencage par ligation (technologiksétchez SOLID, Life/APG) fait appel a une

ligase pour identifier les nucléotides présents a une position donnée dans une séquence
d'ADN. Contrairement aux autres méthodestecenéthode n’utilise pas d’/ADN polymérase

pour synthétiser un deuxieme brin d’ADN, maiséasibilité d'inadéquen de la ligase pour

déterminer la séquence de la molécule de I'ADN cible.
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Au final, la différence entre ces principaléechnologies réside principalement en des
différences du nombre de fragnte que I'on peut séquencer et de leur longueur (tableau 1).
Par exemple, la technologie 454 qui fait apppeles amplifications par PCR en émulsion de
'’ADN cible et au pyroséquencage permet siequencer de longs fragments (330pb en
moyenne), mais pour relativement peu de séqes par run (envirobM soit 0,45Gb), en
comparaison avec la technolodllamina qui utilise une anification par PCR en phase
solide et un séquencage par ternspairéversible cyclique et gérédes lectureplus courtes
(75-100pb) pour un grand nombre de séquenddsd® séquences par run soit 35Gb voire
200Gb annoncés avectichnique HiSeq2000).

Tableau 1: Comparaison des caractéristiques de différentes méthodes de séquencage développées, d'aprées
Metzker, 2010.
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5.2 Denombreuses possibilités d’utilisation

L'utilisation d’'une technologie plutét qu’'une ta@ est souvent dictée par l'utilisation que I'on
veut en faire. Les possibilités d’application d&SS sont diverses et peuvent intervenir dans
de larges champs disciplinaires. Nous lister@ les utilisations mjaures qui en ont été
faites.

5.2.1 Seéquencagede novo

Les lectures obtenues par séquaage peuvent étre assemblées les unes avec les autres afin de
reconstruire des génomes. Ainsi, la premigtiisation de NGS a permis de séquencer le
génome bactérien ddycoplasma genitaliunfMargulieset al, 2005). Au début, I'utilisation

de ces technologies était réservée a des mgtitemes tels que ceux des bactéries (Chaisson
et Pevzner, 2008 ; Hernandeizal, 2008). En effet, un des dgfinajeurs pour séquencer des
génomes de grande taille elst trouver des zones de recament spécifiques entre lectures
relativement courtes, sachant g’'grand nombre de séquencesire des régions entieres)
sont répétées dans les génomes (Pop eb&glz2008). Si un des éléments pour améliorer le
recouvrement consiste en l'allongementiaéngueur deséquences (Chaissenal, 2004),

les séquences les plus longues obtenues aved@&ssont encore trop courtes pour parer
completement a ce probléme. L'obidien de paires de lectures (lstance entre deux lectures
est connue) a permis également de pouvoir orddeaeséquences obtersuet ainsi améliorer

I'assemblage (Fullwoodt al, 2009).
Deux stratégies de séquencage alors été développées :

- Le séquencage aléatoire global qui consastdtenir des séquencagpariées a différentes
échelles génomiques. On procede alors auesgage des extrémités de grands fragments
génomiques de plusieurs centaines de milliers de nucléotides, qui permettent d’assembler les

contigs en vastes ossatures (scaffolds) et detdéteertaines erreurs a l'intérieur des contigs.

- Le séquencage hiérarchique qui consistesgrabler des lecturesesfauchantes a I'échelle
de grands fragments génomiques préalablemetonnés en une canpdysique. Ces grands
fragments sont alors insérés dans des vecfiius souvent deshromosomes bactériens
artificiels, BAC), puis séquencés aléatoimh Cette stratégie demande un effort de

cartographie physique supplémentaireishp@rmet un assemblage plus aisé.

L'utilisation de ces différentestratégies a ainstonduit a la publication croissante de

séquencagede novode nombreux génomes (tableau 2) : chez les animaux, celui du panda
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géant (Liet al, 2010) et de la dinddomestique (Dallouét al, 2010) ; chez les plantes, celui
de la pomme (Velasocet al, 2010) du cacao (Argout et &010) et du concombre (Huarg
al., 2009) par exemple, qui ont été partiellemsdquencés grace aux NGS. Actuellement le

génome de I'eucalyptus est également@rs de séquenccagd’aide des NGS.

Tableau 2: Projets d’assemblage de n@adisés avec les NGS, revues par Skatd, 2010

5.2.2 Reséquencage

Pour des génomes de faible taille, il psissible de reséquencer le génome entier pour
différents génotypes afin d’anabrsla variation génétique, détassocier a la variatbilité
phénotypique. Cette méthode est fréquemmenségilchez les organismes procaryotes pour
mettre en évidence des mutations entre degdigrpathogénes et non pathogenes, et ainsi
identifier éventuellement des sites de r@sises aux antibiotiques ou des sites liés a la
pathogénicité. Par exemple, Andries al. (2005) ont pu montre grace a l'analyse
comparative des séquences génomiques de ligedessantes et sensibles a un antibiotique,
gue I'action de ceaintibiotigue suMycobacterium tuberculosigblait des ATP synthases.

Pour des génomes de plus grande taldereséquencage a été frequemment utilisé pour
rechercher des mutations dans des régiongéeasblsur de grandes populations. Par exemple,
Dahlet al. (2007) ont mis au point une méthode ppauvoir amplifier et séquencer 10 genes

liés au cancer colo-rectal surli§nées cellulaires (6 lignées de cellules atteintes du cancer
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colorectal, 1 lignées atteintes du cancer du stifh,lignée témoin). lls ont ainsi pu mettre en
evidence 200 positions qui présentaient du polyhisme entre les lignées étudiées, soit des
substitutions d’'une seule basmit des insertions délétionsorsque I'on dispose déja d'un
génome de référence, comme c’est le cag perI especes modéles comme, entre autres,
'Homme (Landeret al, 2001 ; Venteret al, 2001), la drosophile (Adamst al. 2000),
I'arabette (The Arabidopsis genomatimtive, 2000), ou le peuplier (Tuska al, 2006), la
puissance des NGS permet de multiplier les échantillons séquencés. C’est ainsi que sont nés
les projets Hap Map pour le génomemain (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/) et 1001
Genomes pour Arabidopsis (http://www.1001gemerarg/), qui se proposent de mettre en
commun les efforts de reséqgage de différenteéquipes pour identifreet cataloguer les
mutations entre génomes de milliers de génotypes différents. Cela devrait permettre

d’accélérer nettement la recherche de mutagbtigtude de leurs effets sur le phénotype.
5.2.3 Séquencagedu transcriptome

5.2.3.1 Analysesd’abondance de transcrits

Le séquencage de transcritaipétre utilisé pour quantifid’abondance des ARN messagers,
en comptant le nombre de lectures trouveéass les banques constituant tel ou tel contig.
Cette technique est appelée RNA-Seq, et raogppeu a peu l'analyse d’expression de genes
en série (SAGE) développée par Velculestal. (1995), basée également sur le séquencage
de fragments d’ADN, mais apres restriction pobtenir de courtfragments (13-17pb). La
méthode RNA-Seq est non seulement plus aiséettie en place et moins chéere, mais permet
également d’atteindre les ARN faiblemeekprimés, alors que la méthode SAGE se
cantonnait aux ARN les plus exprimés (WaB009). Le tableau 3 préste les différentes
études publiées utilisant cette méthode.

Tableau 3 : Etudes récentes réalisées par RNA-Setjfurentes espéces de plantes et de pathogenes.

Espéces étudiées Contextel'daide Plateforme Référence
Concombre processus de développement 454 Guo et al.,, 2010
Olivier qualité du fruit 454 Alagna et al., 2009
Raisin processus de développement 454 Bellin et al., 2009
Tomate recherche de métabolites secondaires 454 Schilmiller et al., 2010
Ginseng recherche de métabolites secondaires 454 Sun et al., 2010
Chataigner américain et chisoi réponse aux stress abiotiques 454 Barakat et al., 2009
Burkholderia cenocepacia réponse a l'environnement lllumina Yoder-Himes et al., 2009
Artémise recherche de métabolites secondaires 454 Wang et al., 2009

Espéeces de mangroveRhizophora

- . . adaptation a l'environnement 454 Dassanayake et al., 2009
mangle etHeritiera littoralis
Riz atlas du transcriptome dans différents organes  lllumina Zhang et al., 2009
Raisin processus de développement lllumina Zenoni et al., 2010
Chlamydomonas réponse a l'environnement lllumina Gonzalez-Ballester et al., 2010
Nicotiana attenuata réponse aux stress abiotiques 454 Guilardoni et al., 2010
Aspergillus oryzae réponse a l'environnement lllumina Wang et al., 2010

Mais impact de la sélection 454 Vega-Arreguin, et al., 2009
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Différents protocoles de préparatiales librairies ont été publiéle plus simple et le plus
utilisé consistant en la génératide banques d’EST non normalisées (Wedteal, 2007 ;
Shin et al. 2008 ; Barakaket al, 2009). Nielsenret al. (2006) ont également publié une
extension de la méthode SAGE avec séquendag fragments par pyroséquencage 454, qui
permet la détection d’ARN rare et d’améliot@nalyse d’expressioavec une plus grande
profondeur de séquencage. Enfin Evelahdl. (2008) ont développé erméthode permettant
de séquencer spécifiquement les régions 3’ d&Rgenes, ce qui permet de mieux distinguer
des transcrits tres proches, tels que dealggues ou pour étudidiexpression spécifique
d’alleles.

Une des difficultés d'utilisation de cette métle réside dans l'alyse statistique des
résultats. En effet, pour pouvoir mettre en éviddeseffets que I'on veuester (par exemple
entre deux conditions environnementales),falut pouvoir s’affranchir des variations
individuelles (liés aux répéibns), des variations liéea la construction des banques a
séquencer, et liees au séquencage lui-méhmesi, les données de comptage ont des
caractéristiques particuliéres guindent délicate I'élaborati d’'un modéle statistique: ces
données n‘ont pas une distribution normaleismane distribution binomiale pouvant étre
approximée par une loi de Poisson (Jiabh@l, 2009), il est donc nécesee d’appliquer des
transformations de variables popouvoir utiliser des tests pamnétriques. La capacité de
détection de genes différentiellement exprirassdirectement liée la longueur du transcrit
(Oshlack et Wakefield, 2009), il faut donc naliser les comptages par la longueur du
transcrit. Les variations entre les répétitions techniques peuvent étre expliquées par
I’échantillonnage aléatoire, ou pk présence d’'un bruit derd tel que des concentrations
différentes entre répétitions. Il fadonc tester si les variatiorstre répétitions sont bien liées
a I'échantillonnage éhtoire (Marioniet al, 2008). Enfin, les donnéelgitales d’expression
sont obtenues sur des milliers de genes eallpke, et des tests statistiques sont donc
effectués sur des milliers de variables a la slifigpothése nulle risque alors d'étre rejetée a
tort de facon importante. faut donc prendre en comple taux de fausses découvertes
possibles (FDR). Ainsi, pour prendre en congas particularités, derses methodologies ont
été développées, des plus simples tests statistiquene le test exact de Fischer, le test du
Chi-deux (Romualdi, 2001), desste utilisés sur & banques d’'ESTs obtenues a partir de
séquencage Sanger (Audic et Claverie, 1997 esutests adaptés aux NGS depuis I'analyse

de microarrays (package DEGseq ; Wahgl, 2010).
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La puissance de détection danscrits différentiellement exprimés de la méthode RNA-Seq a
engendré un grand engouement pour l'analysgpiession sur différentes especes et pour
différentes questions de recherches (tableagu® ce soit pour étudier la réponse a des stress
biotiques (Barakagt al, 2009 ; Gilardonet al, 2010), abiotiques (Yoder-Himes, 2009) voire
des processus de développement (Tated, 2009).

5.2.3.2 Autres utilisations du séquencagede transcriptome

Le séquencage de transcrits lasbase de la génomique foretnelle et peutvoir d’autres
objectifs que l'analysale I'abondance de transcrits: onupg rechercher des mutations,
observer d’éventuels réarrangements (épessaternatif) ou étuer les ARN courts non-

codants.

Séquencer les ADN complémentaires (ADNs3guis des ARN plutét que 'ADN génomique
(ADNg) permet de réduire considérablement télle des séquencesibles. Ainsi, le
séquencage de transcriptome est souvengrgrgiour la recherche de mutations. Novtesd.
(2008) ont ainsi mis en évidence 23 742 polyshsmes d’'un seul nucléotide (SNP) a partir
de 21 génotypes Hucalyptus grandigrace au séquencgage du transcriptome exprimé dans un
mélange de tissus. Les NGS semblent étrticodierement adaptées pour caractériser les
transcriptomes d’espéeces non modeles (\ée@, 2008), car elles permettent de couvrir une
large partie de leur génome pour un do@s inférieur au séquengage Sanger.

La profondeur de séquencage obtenue avec &3 pBmMet également de détecter différentes
formes d’épissage alternatif. L'épissageratéf est un processymar lequel les exons des
genes sont differemment recombinés aueau de I'ARN messager pour produire des
transcrits différents, permettant a un seul gene de coder pour de multiples produits protéiques.
Ce phénomeéne est tres fréquent, par exenipést estimé que parmi les 32 000 génes du
génome humain, 35 a 59% des genes présentsribdres d’épissage alternatif (Modrek et

Lee, 2002). L’identification de ces difféies formes est fondamentale pour la

compréhension de mécanismes fonctionnels.

Enfin, une autre application sldechnologies NGS pour l'anadysles transcriptomes est la
découverte et la quantification dedifseARN non codants (ncRNA ; Morozoea al, 2008 ;
figure 16). Les ARNnc sont des molécules d'’ARNmisont pas traduites en protéines. Cette
classe comprend les ARN de transfert (ARNt), les ARN ribosomaux (ARNr), les petits ARN

nucléaires et nucléolaires, les microARN etpetits ARN interférents (ARNsi et ARNmi).
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Figure 16 : Les différents types d’ARN trouvés dans les cellules végétales.

5.2.4 Métagénomique

Une des applications les pluysrometteuses des technologies NGS est le séquencage
d'échantillons issus d'environnement particuleussi connu sous le nom métagénomique.
Dans ces projets, I'ADN est purifié a padiun environnement comme le sol, I'eau ou une
partie du corps humain, et le mélange des espaiey sont présentes est séquencé de fagon
aléatoire ou ciblé, comme par exemple 'TARNS1&es lectures issues du séquencage peuvent
provenir de plusieurs centaines, voire de milliers d'especes différentes, présentant un défi
beaucoup plus grand que I'assemblage d'ojetpde séquencageuti génome unique. Ces
études permettent non seulement de faire umiaire taxonomique masussi d’évaluer les
processus métaboliques des micro-organisqesvivent dans les environnements étudiés
(Nowrousian, 2010).

5.2.5 Epigénétique

L'épigénétique est I'étle de la régulation dexpression des gengsli n'implique pas 'ADN
génomique. Les deux principaux types de modifons épigénétiques régulant I'expression
génique sont la méthylation de I'ADN par ladification covalente de la cytosine-5’ et la
modification post-traductionnellges histones (Callinan et Rbeerg, 2006). Ces modifications
ont la particularité d'étre héritables d'une gétd@made cellule a l'autre au cours de la mitose
voire sur plusieurs générations d'organismes@uws de la méiose, méme si leur cause a

disparu.

Les modifications post-traduotinelles covalentes des quegdsstones peuvent étre dues a
des phénomeéenes de méthylation, d’acéiytatide phosphorylation, et d'ADP-ribosylation.
Ces modifications pourraient contréler I'expresstles genes par le controle de la force des
interactions ADN-histones qui déterminentictessibilité de I'BN aux facteurs de
transcription (Schones et Zhao, 2008). Histonmest, les modifications d’histones étaient
étudiées par précipitation de la chromafiigure 17): apres liaison des complexes ADN-
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protéines, la protéine d’intérét était aloprécipitée grace a un anticorps spécifique, puis
I’ADN sur lequel elle éti liée était caractérisgoit par PCR, gPCR, microrray ou séquencage
Sanger couplé a la technique SAGE (Rahal, 2004). Le remplacement du séquencage
Sanger par les NGS (méthode appelée ChIP-8epgrmis de s’affranchir de I'étape de
restriction, et a ainsi permis d’obtenir ungeilleure résolution ¢ les autres méthodes

développées précédemment (Schones et Zhao, 2008).

Figure 17 : L'immuno-précipitation de chromatine nécessite la liaison des protéines
cellulaires & I'ADN par un traitement au formaldéhyde. L'ADN est ensuite clivé en

fragments de 500 a 1000 pb par sonication. Ensuite, la protéine d'intérét est
immunoprécipitée, 'ADN sur lequel elle était liee récupéré et peut étre amplifié par PCR,
puis quantifiée par gPCR ou microarray, ou séquencée.
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Pour étudier le niveau de méthylation d3N par séquencage, on utilise le séquencage
bisulfite qui est basé sur lagpriété chimique de bisulfitd'induire la transformation des
résidus cytosine en uracile taen laissant les cytosines métg$ intactes (figure 18 ; Taylor
et al, 2007). Ainsi, le séquencagk I'ADN traité au bisulfitepermettra de connaitre la

position des cytosines méthyléesg positions seront restéesosynes apres le traitement).

Figure 18 : Le séquencage bisulfite est basé sur la dénaturation en uracyl des
cytosines qui ne sont pas méthylées par un traitement au bisulfite. Si 'ADN
traité par bisulfite est amplifié @ séquencé, toutes les bases C non
méthylées présentes dans la séquenceatig(qui ont été transformée en U)
seront remplacées par des T dans tpit d’amplification alors que les C
méthylés resteront C. Ebomparant les séquences obtenus avec et sans
traitement au bisulfite, on peut révéler le profil de méthylation des séquences
étudiées.
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5.3 L’émergence de la génomique environnementale favorisée par les NGS

La génomique environnementadst I'application dagechniques moléculaires au service de
I'écologie et des sciencesngronnementales (figure 19). & nouvelle discipline vise a
comprendre les mécanismes de I'adaptation daderiation phénotypique en utilisant des
techniques de génomique (Ouborg et VriezeB,720La réduction des ats de séquencage et
la large gamme d'utilisations possibles #8SS constituent une révolution majeure pour les
études concernant des probldignaes environnementales. D’ufegon générale, la révolution

majeure apportée par les NGS est de pouzocéder a des données génomiques pour des

especes non modeles, a un codt relativement faible.

ADNc/BAC/ADNg Mélange de produits ADNCc/ADNg ADNg/ADNa/ADNc ADNCc/ChIP
PCR/ métagénomique

EST /génome assemblé Variation des séquences Variation d’expression

Ressources
génomiques

Marqueurs
moléculaires

Evolution génétique des populations Mécanismes génétiques de la variation phénotypique

Polymorphismes Geénes candidats

Figure 19 : Vue d’ensemble des applications possibles des NGS pour la génomique environnementale. Adapté
de Varnshneyt al, 2009.

5.3.1 LesNGSpour I'étude de la biologie de I'évolution

Comme nous l'avons vu précédemment, les chaegés climatiques risquent d’influencer
grandement la répartition des espéeces. Si les modéles bioclimatiques peuvent étre utilisés pour
prédire les risques d’extincticet de migration des espeéces,éhiorer les connaissances sur
I'histoire de la distribution des espécesdet climat est nécessaire pour pouvoir tester les
modeles avant de les appliquer a des scéndiiatiques futurs (Guisan et Thuillier, 2005).
L’histoire évolutive des populations esttrexée essentiellement grace a l'analyse de
polymorphismes entre individus : elle peut &tediée sur des espéces disparues en utilisant

de 'ADN ancien (paléogénétique), ou susdmpulations contemporaines. Dans ce cas, on
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dispose généralement de grands effegiidsir pouvoir estimer les fréquences alléliques
nécessaires a la caractérisation de daersité nucléotidiqguedes populations, et

particulierement des forcesautives qui l'influencent.

5.3.1.1 Lapaléogénétigue

L'analyse de ’ADN ancien permet de retrad@istoire évolutive des populations sur de
grandes périodes. Néanmoins, les ADN argient des caractéristigs particulieres qui
rendent difficile la mise en plaae ce type d'étude : on les trouse faible quantité, ils sont
souvent fragmentés, modifiés par des prsggoxydatifs ou hydrolytique, et sont souvent
présents en meélange de plusieurs espétas un échantillon donné. Les NGS sont
particulierement adaptées &tlide de I'ADN ancien car ellggermettent de séquencer des
fragments relativement courts (de l'ordde 250-500pb), une taille comparable a celles
trouvée pour la plupart des gémes anciens dégradés (Millat al, 2008). Par leurs
propriétés, les NGS devraiepermettre un nouvel essor detgpe d’étude, que ce soit par

analyse métagénomique, ou spécifique de certaines especes.

Pour les études de métagénomique, I'identificagt la quantificationles difféerentes especes
présentes dans des échantillons représentarrmiéronnements du passé sont possibles grace
a l'absence de clonage et a la grandgfqmdeur de séquencage des NGS, ce qui permet
d’étudier les changements subtils des dyoaes de population au ws du temps (Millaet

al., 2008). Ainsi, Sonstebet al. (2010) ont utilisé le pyroségueage 454 pour reconstruire la
flore arctiqgue de la derniére période gla@aiPour cela, ils ont comparé le mélange d’ADN
contenu dans des échantillons de pergéliset ane base de références issue de 850 espéeces
représentatives de la diviés de la flore locale. Parmi les 47 unités taxonomiques

découvertes dans un échantillon de pergélisol, 2pw#étre identifiees au niveau de I'espéce.

L’ADN ancien peut également étre utilisé paaconstruire la phglgéographie d’'une unité
taxonomique, méme si a I'heure actuelle égdes réalisées nementent qu'a quelques
centaines d’'années grace aux échantillonsndételans les herbiers, les études publiées a
partir d’échantillons plus a&gésaét soumises a controverse (Gugetlal, 2004).

A I'échelle de l'espéce, les analyses a ipattADN ancien sur les ancétres de plantes
cultivées permettent de retrackorigine et I'étendue de l'atculture, et I'impact de la
domestication sur la diversité génétique et I'évolution des familles de genes (@ugesli

2004). Dans ce cas, I'existence d’'un génomeaélérence d’'une espece proche permet de
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simplifier grandement I'assemblage et d'utilistes technologies avec des lectures courtes
(Millar et al, 2008).

5.3.1.2 Génétique despopulations &ude de marqueurs neutres

La génétique des populations permet non seeénde retracer I'évation de I'espece
etudiée, mais également d’estimer son poteatiaptatif aux changements environnementaux
en cours, en fonction de leur niveau deedsité. Cette discipline se propose d'étudier la
distribution et les changements féquence d’alléles dans Ipspulations sous l'influence de

pressions évolutives.

Ces études sont évidemmerdnditionnées par la mise eni@ence de polymorphismes
génétiques. Pour déterminer les fréquenadéliques a lintérieur des populations, la
profondeur de séquencage etplassibilité de mélanger d@sdividus des NGS ont permis
d’augmenter considérablement le nombre de dondigesnibles. S'il est encore difficile de
comparer des génomes entiers, les étudesssonent restreintes a une fraction du génome
moins large, tel que les EST (Novaetsal, 2008), les ADN méthylés (Deschamgisal,
2008), ou des genesimatérét (Kulheimet al, 2009). Néanmoins, la mise en place des projets
de type Hap Map (http://hapmap.ncbi.nirh.giov/) permet de penser que ce type de
reséquencage va pouvoir s’étendre a I'engethibgénome chez de nombreuses especes.

Le séquencage peut également étre coupléutrds techniques. Par exemple, van Orseuw

al. (2007) ont proposé une technique couplaRLP et séquencage 454 pour réduire la
complexité des séquences polymorphes, emeiant ainsi de comparer 2 ou plusieurs
lignées de mais. De plussl@olymorphismes mis en évidence grace aux NGS peuvent étre
étudiés a l'aide de méthodele génotypage a haut délmbur augmenteles effectifs

génotypés (revue par Ragoussis, 2009).

La puissance de détection de polymorphisaes NGS a permit de grandes avancées dans
I'étude de la conservatiate la biodiversité (Ouboret al, 2010). En effet, la caractérisation
des taux de mutation, de recombinaison, desg@niques, de la dérivgénétique permet une
meilleure connaissance des niveaux de diverd#gé populations et donc de repérer les
populations menacées, et de mettre en plasgdeyrammes de conservation du patrimoine
génétique. L’analyse de variations neutresamyement été utilisée pour caractériser la
diversité génétique d’especes rares ou en daigammoins, la corrélation entre variations
génétiques neutres et fitness des individws des populations menacées est soumis a

controverse (Kohet al, 2006). Voila pourquoi une des tachmajeures a laquelle s’attellent
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les généticiens des populations @gssayer d’identifier des losudont la fréquence allélique
s’écarte des valeurs du modéle neutre et d’équilibre démographique, permettant ainsi de
mettre en évidence des signatudesla sélection naturelle. Cexus peuvent étre identifiés

de 3 facons : par une approche gene-can¢édatie du polymorphisme de génes sur lesquels

on a una priori), par la détection de balayagees#if (perte de polymorphisme pour des
marqueurs voisins d'un site soumis a sélectiirectionnelle ayant subi un événement de
fixation d’'un alléle favorable), ou par tartographie de désédjbire de liaison (Kohret al,

2006). Si la détection de tels locus permeinileux comprendre I'évolution de I'espéce ou de

la population étudiée, cela permet égalententnettre en évidence des régions du génome
impliguées dans l'adaptath donc potentiellement dans Mariation phénotypique de

caracteres adaptatifs.

5.3.2 Lesmécanismes génétiques sous @@cent ala variation phénotypique

En plus de comprendre les mécanismes d’évolution des espéces pour anticiper les effets de
leur environnement futur, les NGS peuveé@gjalement contribuer a caractériser les
mécanismes génétiques mis en jeu dans la i@riphénotypique intervenant dans la relation

plante-environnement.

L’association de données phénotypiquex aonnées génotypiques en population peut
permettre de mettre en éviderd®s régions génomiques associgés variation de caractéres
d’intérét. Dans le cas de pédigrées de caafuige génétique, il s'agitar exemple d’identifier

de larges régions génomiques par la cartograi@TL. Dans le cas de grandes populations
d’individus faiblement apparentés, les étudessbaiation permettent d’identifier jusqu’a des
polymorphismes causaux de la variatiales caracteres. Comme nous l'avons vu
précédemment, la grande capacité des NG&etacter des polymorphismes en quantité
importante bénéficie également a ce type d’approche (Stepéty2010). En effet, les NGS
laissent entrevoir la possibilité de détectargénotyper des milliers de marqueurs SNP chez
un grand nombre d’individus etrsout a I'échelle d’'un génome &er. Ainsi, il devrait étre
bientbt possible de réalisetes tests d’association cheles espéeces non modeles sans
construire au préalable des cartes de liaison (8, 2009). En 2010, grace aux NGS,
Huanget al. (2010) ont pu séquencer a grande échgllé variétés de riz. L'étude de la
variabilité moléculaire en présence a permisauwteurs de détecter un total de 3,6 millions de
SNP qgu’ils ont utilisés pour conatre une carte haplotypique haute densité. Cette analyse

leur a permis d’identifier des régions ngéniques associés a 14 caracteres d'intérét
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agronomique, parmi lesquels &l étroitement liés a des gérrécédemment identifiés par

des méthodes lourdes denage positionnel.

Une autre facon de détecter des locus impsqiens I'interaction avec I'environnement est
de considérer non plus les variations nuclégties, mais la régulation de I'expression des
genes (Staplegt al, 2010). Les NGS permettent non seweitnd’établir une comparaison du
catalogue des genes exprimés entre différecteslitions, mais également d’identifier les
différences génétiques de régulation de &qaression. La technologie RNA-Seq constitue un
atout de taille pour l'analyse die plasticité moléculaire, gmermettant de dresser les normes
de réaction de milliers deatnscrits simultanément (Aublerth et Renn, 2009) et de son
contrble génétique. De plus,afialyse de séquences permet de déterminer les éléments
régulateurs ou les sites d'épigeaalternatif présents dams génome, et les différentes
méthodologies développées en relation avec N&S permettent de caractériser I'action
d’ARN non codants ou le contrble épigénétigieel’expression. Avec I'avenement des NGS,
la quantité de données ne va pas cesser desgrefila compréhension de systemes complexes
sera conditionnée par la capacité d'intégration diEférentes visions dgénome disponibles
(Hawkinset al, 2010).

5.4 L’eucalyptus, un genre modéle pour la génomique environnementale
L'eucalyptus est un arbre troplca croissance rapide et d¢ome dont le bouturage est
maitrisé (Say&t al, 2008), ce qui permet la mise emags aisée de dispositif expérimentaux
en condition naturelle ave@ktquisition rapide de donnéesur une espece pérenne.

La taille estimée du génomeedcalyptusest d’environ 600 Mpb (@ttapaglia et Bradshaw,
1994). C’est un genre diploideu@ne preuve de polyploidigan récente) avec un nombre
de chromosomes égale a 11 (Eldridgeal, 1993 ; Potts et Wiltshire, 1997). Grace a son
systéme de reproduction préféreltiment allogame et sa dostgation récente, le genre
Eucalyptus affiche un tres haut niveau de disié nucléotidique et des niveaux de
déseéquilibre de liaison trés faibl@Srattapaglia et Kirst, 2008).

Plusieurs cartes génétiques avec des centaleesicrosatellites publics et de nombreux
genes connus ont été publiés (Gatral, 2000 ; Thamarust al. 2002 ; Marquest al, 2002 ;
Brondaniet al, 2006). Une forte synténie entre les génomes des différentes espéces a été mise
en évidence (Myburget al, 2007), ce qui permet unexpmortation aisée de marqueurs
génétiques d’'une espece a l'autre. De nomb€gTix sont connus pour des caractéres liés a la

gualité du bois ainsi que la propagation vegétataréglérance au froid, et le controle de la
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floraison (revue dans Polet al, 2005; Myburget al, 2007 ; Freemaat al, 2009 ; Thumma
et al, 2010).

Des bases de données de séquences génonagpesees et les expériences d'expression
microarray ont été produitesmpaes groupes privés (Grattafiaget Kirst, 2008 ; Vicentinet

al., 2005) et des institutions publiques (Kiettal, 2004; Pawet al, 2004; Foucartt al,
2006). A I'heure actuelle, 37853 ESTHdicalyptussont disponibles aes Genbank (figure 20)
représentant majoritairement seudsth quelques especes du sous geSymphyomyrtus

E. camaldulensis E. grandis E. gunnii E. globulus et E. tereticornis Elles ont
principalement été développéssr les propriétés du bois (Paex al. 2004) ou sur la

résistance au froid poles espéces tempérées.

ESTpar espéces ESTpar organes ESTpar typesd'étude

1336 149
2016\1131324 1336 644 30702 ——

stressdetempératuresbasses différenciationduxyléme
inventairedifférentsorganes  stresshydriques

E.gunnii  Eglobulus E.grandis E.tereticornis autres feuilles  bois kyleme  apexcaulinaires  racines stresshiotiques

Figure 20: Nombre d’'EST Bucalyptuspubliés dans dbEST (NCBI) en Mars 2011.

De plus, 3 archives de séquences d’ADNc N&S sont déposés sur la base de données
NCBI : un concernant le séqugge par Illumina d’'un hybride. grandis x E. urophyllaun
second de séquences 48E. grandis et le troisieme de séquences 43.djlobulus

Deux projets de séquencage du génome de deux espEoealgptussont en cours : il s'agit
d’E. grandisséquence par le JGI aux Etats-Unis & @amaldulensiséquenceé par le Kazusa
DNA Research Institute du Japon. Par ailleurstagegs caractéristiques de base du génome
d'eucalyptus sont connues a partir du séquencage de banques BACetPaly®011),
particulierement le fait que son génome caomte peu d’éléments répétés. En effet, il est
estimé que seulement 4,2% du génonie damaldulensi®t 5,8% du génome Elgrandis
présente des éléments répétes, un taux ptugumles 10% observéseehArabidopsis, ce qui

faciliterait son séquencage (Mybwgal, 2006).

De par ses propriétés agronomiques, il acdété I'objet de nombreux programmes de
recherche dans différentes régions du mof(Bsil, Afrique du sud), tant au niveau
génétique pour la sélection de génotype®lamés, qu’au niveau éco-physiologique pour

I'amélioration des méthodes de sylviculture.
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Chapitre Il: Contexte et objectifs

1 Contexte de I'étude

Au Congo, l'eucalyptus est exporté pour la fastimn de pate a papigrincipalement, sa

productivit¢ en plantatiorindustrielle avoisine 20ftha/an. Les surfaces plantées sont
d’environ 40 000 ha, avec un projet d’extensa 60 000 ha. En 2007, Eucalyptus Fibre
Congo, lindustriel qui exploite les plati@ns monoclonales d’eucalyptus du Congo a

expédié environ 200 000 tonnes de rasdiour des clients Européens.

La productivité des plantations d’eucalyptais Congo est majoritairement limitée par les
conditions écologiques peu favorables. Taol#bord, le climat dscaractérisé par une
pluviométrie trés variable au cours de l'années fortes pluies dia saison humide (souvent
entre 50 et 100 mm par phénomene pluvieoggasionnent des pertes importantes par
drainage profond et engendrent une humigitépice au développement de pathogénes,
essentiellement des champignons foliairesa. saison séche (de Mai a Octobre) est
exceptionnellement longue pour la latitude coéee, limitant ou empéchant la croissance
sur des sols a faible capacité de réserveeam. De plus, les sols sont assez pauvres
chimiqguement, et limitent I'approvisionnememinéral nécessaire a dertes productivités
(Laclauet al, 2001). L'extréme saisonnalité du climat impose donc de disposer de génotypes
capables de s’adapter a des contraintegiramilement changeantes et des ressources
hydriques, minérales et orggoes limitées. Ainsi, malgré un effort considérable
d’introduction de matériel végétal, le nombrespéces potentiellementilisable reste trés
réduit.

Les plantations industrielles ont été dévelopmgése a I'introduction de différences especes
par le Centre Technique Forestier Tropical FT) a partir des années 1950 (Brézard, 1982)
qui a conduit a la découvertehgbrides parfaitement adaptés mais d’origine mal connue :
EucalyptusPF1 E. albax E. spp et E. 12ABLx E. saligna Par la suite, les recherches
d’hybrides interspécifiques adaptés oohduit a se focalisesur le croisemertt. urophyllax

E. grandis Un schéma de sélection récurreréeiproque a alors été mis en place des 1989
pour améliorer la valeur des hybrides interspécifigur la base de learoissance et de leur
aptitude au bouturage (Vigrmr, 1991). C’est ainsi qu'a I'ee actuelle une douzaine de

génotypes &E. urophyllax E. grandissont utilisés en phtation industrielle.

On estime entre 20 et 30 ans la durée entreéktion d’'une variété et fn de sa production.
On peut alors se demander si la productivité dariétés clonales @&és actuellement sera
affectée par les changements climatiques dif@ vingtaine d’années. Dans ce cas, on peut
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imaginer intégrer dans les programmes dectiéle des criteres permettant de prendre en
compte la capacité des génotypes a répondxre cantraintes environnementales futures.
Ainsi, la caractérisation de la plasticifghénotypique potentielleles clones issus du
programme d’amélioration ainsi guson contrdle génétique deitrpermettre a la fois de

créer des variétés susceptibles de supporter des événements climatiques extrémes (dont on
prédit une fréquence pluglevée), et dimplanter l'eaalyptus sur des régions aux

caractéristiques climatiques différentes.

2 Obijectifs de la these

Etant donné le manque de connaissances ginéal sur les caract&ral’adaptation a la
contrainte hydrique chez l'ealyptus, I'objectif de cettéhése était de deécrire un des
mécanismes d’adaptation mis en place chez esfiéce lorsqu’elle est soumise a un déficit
hydrique : La plasticité phénotypie et moléculaire, le volaliversité (autre moteur de
I'adaptation) faisant I'objet d’'un programme decherche spécifique mené au CIRAD. La
plasticité sera étudiée sur deux clones gsuades régimes hydrigselifferents grace a de
nombreux caracteres mesurés a différentes échalledjfférents organes et sur une cinétique
de 18 mois. Ces caracteres so@s k& I'architecture aénne et racinairagy I'écophysiologie, a
I'anatomie foliaire, et aux analyses du protéoshelu transcriptome. La prise en compte de
deux geénotypes permettra d’aborder la plastieité intégrant la composante "diversité”
génétique.

Associant différents champs disciplinaires, prejet devrait perme#r d’avoir une vision
globale de la réponse de la plaatk contrainte hydjue, de la plante ¢&@re jusqu’au niveau
moléculaire. Cette vision "intégrative"” d’uméme dispositif expérimental est rarement
abordée (Chavest al, 2003) et devrait permettre de mettreévidence les caracteres les plus
pertinents a prendre en comgteur I'analyse de la réponsela contrainte hydrique et les
mécanismes moléculaires sous-jacent. L'exgoes génique constituant une des premieres
etapes de la cascade de réponses a la cdatraimotique, le traail de thése abordera

principalement la plasticité moléaire au niveau du transcriptome.

L'utilisation de deux clones issus ddeux générations successives du programme
d’amélioration a permis de caractériser leur ptéétia la contrainte hyjue au champ et de
guantifier l'interactiongénotype-environnement (GxE). Par ailleurs, ce travail a permis de

mettre en évidence un groupgke genes candidats pour crible diversité fonctionnelle
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présente dans les populationstunalles en relation avec leylasticité a la contrainte

hydrique.

Ce travail s’articule autoude 3 grandes hypotheses et dgioes de recherche associées,

abordées dans les différents chapitres:

H1 — La gamme environnementalestige et les génotypes utiliseermettent de mettre en

évidence des différences plasticité entre génotypes

La plasticité mis en évidence est toujours déjamte de la gammeangronnementale testée.
Dans cette étude, il a été choisi de compdesrx traitements hydriques, I'un correspondant
aux conditions des plantations industriellesn@irrigué pendant la saison seche), l'autre

consistant en une levée dentrainte par irrigation.

D’autre part, s'il est possible de mettre eidénce des mécanismes communs dans la réponse
a la contrainte hydrique chez les plantes, efiqudierement chez les pérennes, a I'échelle de
la culture, I'intensité de cette réponse dépdu génotype. Les deux géyyes ont été choisis
parce qu'ils présentaient des difféerencedegme de production, d’effience d'utilisation de
'eau, et de propriétés physiologiques. Orutpdonc penser gu’ilsauront une réponse
différente a la ontrainte hydrique.

Deux questions de recherche pettnoat de tester cette hypothese :

Comment varient différents caraocts phénotypiques en réponda éontrainte hydrique chez
les deux clones d’eucalyptustudiés? La plasticité observém champ sous contrainte
hydrique, présente-t-elle de I'ingation génotype x environnement?

H2 - Les réponses moléculaires et phénotypigukescontrainte hydque varient au cours du

développement de la planteest fonction de son histoire.

Selon la localisation et le stade de développende I'organe dans la plante, le jeu des
cascades hormonales et les conditions renmementales entrainent des processus
physiologiques différents. L'étude étant réenau champ sur 2 sais de croissance,
différents stades de développent ontogéniques seront étgli De plus, la saisonnalité
(changement de pluviométrie, d’intensité lumigse) entrainera des variations de la réponse

au cours de la cinétique.

Différentes questions decherche permettront dester cette hypothése :
Quelle est la dynamique de la plasticighénotypique et moléculaire au cours du

développement de la plante : quel est le délaégense? Ces réponses seligs réversibles?
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Quels sont les effets d'une contraihtedrique subie ajeune age sur laroissancel’année

suivante ?

H3 — En réponse a la contrainte hydrique, lariation d’expression de certains genes peut

étre mise en relation avec la variation observée pour certains caractéres.

Les processus mis en place par les plantesponsé a la contrainteytirique peuvent étre
etudiées a différentes échelles (moléculameatomique, physiologique) et sur différents
organes. Des questions importantes sur lésamismes de passage de la réponse moléculaire
a la réponse physiologique restent ouvertes. Datie étude, la caraxtsation du phénotype

a différentes échelles et I'étudhu transcriptome permettraatborder le rdle possible de

certains genes exprimés lors dedponse a la contrainte hydrique.

Deux questions de recherche pettnoat de tester cette hypothese :

Peut-on associer les catégasri®nctionnelles auxquelieappartiennent les genes présentant
des variations d’expression a des caractphgEsotypiques mesurés ddesprojet? Peut on
observer des normes de réaction similagmgse données phénotypiques et moléculaires ?

3 Moyens mis en ceuvre

3.1 Matériel Végétal

Les deux clones commerciaux choisis pourteceftude sont issus des programmes
d’amélioration de I'eucalyptus au Congo mempér le CRDPI depuis les années 70. T elds
deux geénotypes étudiés a avoig éftilisé en plantation est ledone PF1, 1-41. C’est un
hybride naturel issu de [aisation non contrélliée d&. albade provenance indonésienne. Le
second clone, 18-50, est un hybride isupollinisationcontrélée entrée. urophyllaet E.
grandis Ces deux clones ont été largement instatéplantation industrielle et ont donc été
'objet de nombreuses étudgsour caractériser leur croissance, leurs caractéristiques
ecophysiologiques et leurs besoimutritifs afin d’améliorerles itinéraires sylvicoles

associées a cette culture.

La production du clone 18-50 est relativemenispélevée que celle du clone 1-41: leur

accroissement annuel moyen est respectivement de 28,5 et 2%alam (Safou-Matondet

al., 2005). Du point de vue physiologique, lesgmaetres photosynthétiques de ces 2 clones
ont été précédemment caractérisés auestadture par Yann Nouvellon (communication

personnelle, tableau 4).
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Tableau 4 : Caractéristiques de croissance et physiokgmu stade mature des deux clones utilisés dans cette
étude. EUEpp: Efficience d'utilisation de I'eau, calcupar rapport a la production primaire nette.

E. PF1 E. urophyllax E. grandis
Genotype 1 -41 Genotype 18-50
Accroissement annuel (rha" a*) 25.1 28.5
Surface spécifique moyenne{ky?) 111 11.6
Surface foliaire moyenne (én 56.3 26.8
Disposition des stomates amphistomatique hypostomatique
EUEgpp (gC kg' H,0) 2.2 4.3

Ainsi, ces deux génotypes ont été choisimsdaette étude pour leurs parametres
physiologiques et de croissance trés cordégasta comparaison différentes échelles
temporelles de ces 2 génotypes permettnaidex appréhender les mécanismes biologiques a

I'origine des variations de productivité aaurs des saisons seches et des pluies.

3.2 Expérimentation au champ

Dans la région du Kouilou, ou sont installéespéantations d’eucalyps au Congo, le climat

est tropical humide, avec des saisons bien déksitéu cours de la saison séche de Juin a
Septembre, les précipitations sont trés faibl@se nulles, alors qu’au cours de la saison des
pluies, les précipitations s’élevent a 1200mm. Au cours de I'année, 'amplitude thermique est
tres faible (de I'ordre de 5°Cet la photopériode varie pelgfire 21). Les caractéristiques de
cette région permettent donc d’avoir un @érrd’expérimentation dont peu de parametres
météorologiques varient au cours de I'annéesendi part la saison seche trés marquée avec
arrét des précipitations et dimition des radiations solaires. Cet arrét des précipitations a
pour conséquences une diminutida I'accroissement des arbretsreprésente une contrainte

abiotique au champ qui réduit la puadivité en plantation industrielle.

A Partie non-irguée ! Partie irrguée /E

Figure 21: Photographie du dispositif expérimental en mars 2008, les parties irriguées et non irriguées étant
indiquées par des fléeches.
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Le dispositif expérimental a été mis eragd au champ, au bord du lac Yanika (4°20'S,
11°38'E ; figure 2), sur les terres du village denba, situé a environ 60 km de Pointe Noire.
Les sols de cette région sont des arenosoldlifejuas (classification FAO) caractérisés par
une texture sableuse homogeéne avec une faigigonibilité en nutriments et en matiere

organique (Laclau, 2001).

Les 2 clones ont été soumis a 3 traitementsifyds différents : irrigés pendant 2 saisons
seches (IR) / Non irrigués pendahsaisons seches (NI) / Namigués la 1ére saison séeche,

irrigué la seconde (IR2). L’irrigeon a été réalisée par aspersitous les trois jours dont le
volume correspond a I'évapotranspiration gmtielle, estimée @mm/jour (Bouilletet al,

1998). L'eau d'irrigation était puisée dans leMaisin grace a une poragen immersion, et le

volume d'irrigation a pu étre contrélé grace a umgieur d'eau installé en sortie de pompe.

Le débit de la pompe ne permettant pas d'arroser les placeaux simultanément, chaque placeau
était irrigué I'un apres l'auty@endant la nuit suivant une rotan de 3 jours (2 placeaux par

nuit).

L'essai, situé sur une pelle de 80m de large par 250mlideg (soit 2ha) est constitué de 6
placeaux principaux correspondant a chaque mlaEnrélevement destructif (figure 22). Les
deux génotypes ont été reproduits par bouurage @nigee et 2176 plantsnt été installés le

1%" juin 2007 sur l'essai. Chacun de ces placgfl a P6) est consté de 4 blocs de 24
arbres représentant les deux génotypes soami® traitements IR oll. L'essai étant situé
sur une légere pente, les différents blocs n'ostgié installés de facon aléatoire. Ainsi, les
blocs irrigués étaient situés sur la partiplias basse de I'essai pour éviter I'écoulement des
eaux d’irrigation dans la partieon irriguée. Cedblocs ont été sépaépar des lignes de
bordure de 8 arbres entre la partie irriguéecet irriguée. Quatre rangédswrbres séparaient
les blocs de I'extérieur de I'essai. Deux rangd@sbres séparaient également les différents

placeaux de prélevement.

Partie
Non-irriguée (NI)

Partie
Irriguée (IR)
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Figure 22 : Plan du dispositif expérimental : en vertr dant indiqué les copies clonales du génotype 1-41, en
vert sombre celles du génotype 18-50. Chaque placéalélawité par une ligne plus sombre et les blocs de
préléevements sont d’une couleur foncée.

Par ailleurs, les placeaux 5’ et 6'ont pas été irrigués au cours de % daison séche mais
ont été irrigués lors de 1a'% année afin d'étudier I'effet dhe contrainte hydrique sur la

croissance des plants etf%année.

Ce dispositif a été étudié pemd&20 mois (2 saisons séches)a fait I'objet de mesures en
continu (caractérisation du milieu : données métidgiques et humidité du sol, suivi de
I'architecture aérienne) et de prélevementsrdests ponctuels enohction de la saison
(mesures anatomiques, architeales, physiologiques). Au tdété points de prélevements
destructifs ont été réalisée Juillet 2007 a Janvier 2009 correspondants aux placeaux de P1 a
P6, les placeau P5' et P6' étant prélevés enatiémps que les placeau 5 et 6, respectivement
(Figure 23).
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Figure 23 : Déroulement de I'expérimentation de terrain au cours des 20 mois de sui¥f drnde, le
traitement irrigué (barres bleu foncé) n'a été appliqué qu'une partie de la saison seche (barres rouge), tandis
gu’elle a été apporté tout anlp de la saison séche ef'2année. Les points de prélévement (P) sont indiqués

par des fleches.

3.3 Caractérisation des parametres environnementaux

Diverses données météorologgguont été enregistrées digssai par une station météo
(Davis Instruments Corp., Hayward, CA, USKette station météo myistrait les valeurs
moyennes sur la demi-heure de la températeel’humidité de l'air, de la vitesse et la
direction du vent, ainsi que du rayonnememtbgl. La pluviométrie tombée durant la demi-
heure était également mesurdéabsence de données de données dus aux problémes
ponctuels d’alimentation électrique de HKation a été comblée grace aux données
météorologiques d’'une station installée suautre essai du CRDPI, a Tchizalamou, a 10 km

a vol d'oiseau de Yanika et a une distance @maigle de la mer. La comparaison des données
de Yanika et de Tchizalamou lors de périamideles 2 stations fonctionnaient a permis de

valider cette démarche.
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Afin de faire le suivi hebdonaire de I'humidité dans le k&2 sondes TDR (Time Domain
Reflectometry) ont été réparties sur 8 fossgsésentant les deux traitements et les deux
clones sur le placeau 6 (soit deux fosses padition). Sur les fosses de 5m de profondeur,
trois profils différents ont été mesurés tangisun seul profil a été mesuré sur les fosses
d’1lm de profondeur. Les sondes ont été iféstala 0.15, 0.50, 1, 2, 3, 4 et 5 m de profondeur
(figure 24).

Fossede5m
° ° ° ° ° ° ° °
S @
e Profil: 2-3-4-5m
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° o 1) ° ° ° ° °
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Profil4: 0,15-05-1m
° o @ "o ° ° ° ° °

Fossede 1 m

Figure 24: Disposition des sondes TDR sur chaque pladeguélévement. Chaque rond noir représente les
arbres du placeaux, et les rectasgbleu, les fosses creusées. Powrqub profil analysé est indiquée la
profondeur a laquelle ont été installées les sondes TDR.

A la fin de I'expérimentationyne mesure des propriétés daidage du sol a été effectuée
grace a une expérience de ressuyage conabteéde pouvoir dresser le bilan hydrique de
I'essai. De méme, des prélevements de soktineffectués a 15 et Btn de profondeur, ces
deux couches représentent I'horizon A contérdnla matiere organique plus foncé et un
horizon B plus clair. Les prélevements ont éf@ctués a l'intérieur et I'extérieur de la
parcelle, sur les placeaux irrigg et non irrigués, sur toute la longueur de l'essai. Les
échantillons de sol ont été sésha I'air libre puis ramenéd’adMR Eco&Sols de Montpellier
pour des analyses en spectrométrie dansoehprinfra-rouge (SPIR). L'analyse des spectres
proche infra-rouge permet une aysd qualitative de la falité du sol. Ellea permis de savoir

si : i/ la plantation d’eucalyptus avait mbéiles propriétés du s@ar rapport aux pourtours
de l'essai; i/ si l'irrigationavait altéré la fertilité du sol (par lessivage ou captation plus

importante par les arbres).

3.4 Diverses mesures phénotypiques associéesau projet
Lors de ce projet, un grand nombre deesures phénotypiques ont été réalisées en
collaboration avec différentes équipes.

Tout d’abord, avant chaque point de prélevamkenhauteur des arbres a été mesurée a la

perche, et leur circonférenéel’aide d’'un metre ruban (sapvisée par Andréas Ndeko, du
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CRDPI). Ces données ont permis de sélectiolasearbres les plus peesentatifs du placeau
pour les prélevements destructifs, qui, par leoiit et leur demande en main d’ceuvre ne
pouvaient pas étre réalisés sur les 24 arbeeshaque placeau. Ainsi, a chaque point de
prélevement, 11 arbres dontHauteur était située autour @Behauteur médiane du placeau
ont été prélevés. Pour ces 11 arbres, lambsse aérienne ainsi que les parametres
morphologiques des feuilles ont été mesuRermi ceux-ci, 7 arbres ont été choisi pour
évaluer l'architectuer et la biomasse racinaire. Sur fesirbres restant, nous avons effectué
des prélévements de tissus pour les analggegomiques, chimiques, protéomiques et

transcriptomiques.

Les biomasses aériennes ont été évaluées pgracbimentation architecturale : le tronc est
nommeé axe 1, les branches s’insérant sur le trontles axes 2, et ainsi de suite. Feuilles et
tiges ont ainsi été traitées séparément, @érasticette compartimentation. Ces mesures ont

été supervisées par André Mabiala, au CRDPI.

Pour quantifier les biomasses racinaires, 'apipaacinaire a été excavé sur un cube d'un
metre de large autour de I'arbre. Dans ce cléseracines ont été séparées en 3 catégories en
fonction de leur taille: k& racines grosses (diamétre >10mm), les racines moyennes
(2mm<D<10mm), et les racines fines (D<2m@gs mesures ont été supervisées par Andréas
Ndeko du CRDPI.

Pour mesurer la surface spécifique des feuilessaliquotes de 25 feuilles prélevées pour la
mesure de biomasse foliaire ont été scannééim d'estimer leursurface. La surface
spécifique est la surface mesurépportée a la masse séchd'é@ehantillon. Elle renseignant
sur la densité ou I'épaisseur de la feuilles @esures ont été réalisges André Mabiala du
CRDPI.

La densité stomatique a été mesurée sur les faces supérieures et inférieures de 8 feuilles
représentatives par arbre (4 arbres par condjteanfomptant au microscope les stomates sur

des empreintes faites au vernis. Ces mesuregténeffectuées a I'INRA de Pierroton par
Pablo Hamlat et Anthony Reychler.

Pour les mesures de discrimination isotopiquesarbone, 20 feuilles de lumiére par arbre ont
été sélectionnées et séchéegtulie. Apres broyage, elles ont été analysées par spectrométrie
de masse au laboratoire de Montpellier paristbphe Jourdan et Pascal Tillard de 'TUMR
IBIP de Montpellier.
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Pour les coupes anatomiques, différents megaont été prélevés conservés dans un
fixateur: feuilles juvéniles et matures, tigesexgaulinaires et raciias, racines agées. Les
coupes et mesures histologiques ont été réaleédaboratoire PHIV de TUMR AGAP de

Montpellier, sous la supeasron de Jean-Luc Verdeil.

L’extraction de polyphénols foliags et leur mesure par HPL@ht été réalisées au sein de

'UMR Qualisud de Montpellier, etsupervisées par Christian Mertz.

Enfin, 'analyse du protéome des feuilles geti a été réalisé pampsdation sur gel 2D, puis
identification des spots d'intérét par spéctrométganasse en tandem. Ce travail a été réalisé

par Frank Bedon au sein de 'UMR BioGeCo de Bordeaux.

3.5 Analyse du transcriptome

Si jai pu participer a la mise en place desbai et aux différents prélevements et mesures
présentée ci-dessus (en 2007 alors fptais en volontaire interti@nale, et par la suite lors
de 3 missions de 2 a 3 semaines), I'essentidralwail de laboratoir@au cours de ma thése
s’est focalisé sur les analyses du transcriptddeux types d’approches complémentaires ont

été suivies :

- Sans a priori: I'abondance des transcrits &é estimée grace au pyroséquencage
(454/Roche) de banque d’ADNc non normalis@emstruites a part dARN d’apex

caulinaires.

- Avec a priori : Les niveaux d’expression de différergénes candidats ont été mesurés par
PCR quantitative en temps réel (RT-gPCR) poftfiédints tissus (feuillegjges, xyleme et
apex caulinaires). Les genes cibles ont été chdmsidifférentes facons) les protéines pour
lesquelles ils codent ont étésren évidence au cours de I'analyse du protéome, ii) ces genes
cibles étaient différentiellement exprimésnddes banques d’ADNc d’apex caulinaires, et
d'aprés une revue bibliographique, ils pouwdi@résenter un lien ae¢ les caractéres
phénotypiques mesurés, iii) enfin, pour les géde la voie de biosynthese des phényl-

propanoides, nous disposionssgguences déja publiées clkercalyptus
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1 Introduction

With climate changes, efforts are needed to anticipate consequences on forest survival and
productivity (Bonan, 2008; Alleet al, 2010). Among predictableiniate variations, drought
constitutes one of the major threats on fomtainability for several species, influencing
mortality and productivity, both fonatural forests and commercialantations (Allen et al,
2010; Bredaet al, 2006). Numerous studies haveeally measured impact of drought on
productivity in planted forests. As an examplePopulus Moncluset al. (2006) have shown
that the more productive genotypes seemedlisplay a larger reduction of biomass in
response to mild drought stress, while flees productive genotypes assumed a larger
variability in loss of biomass compared togated treatments. In edgpatus, several studies
shown that irrigation increase growth: 30% afan annual increment in brazilian plantations
(Stapeet al, 2010) and 12.6% of stem utilizable wole at 4 years in south-african
plantations (Campioat al., 2006).

Several studies contributed to a better wsideding of drought terance processes by
studying the physiological responses of eucalypithus, it was shown that regulation of
transpiration could be a keyqaess in drought tolerance driveg interaction between leaf
surface, air vapour deficit, soil water deficitdaleaf water potential (Whitehead et Beadle,
2004), and it could be mainly contredl by stomatal conductance (Waregtnal, 2007). To
preserve transpiration capacigycalyptus showed a high ability to develop deep root system
following water gradient irsoil (Drake, 2009; Thongo-Mboet al, 2008). Finally, the high
photosynthetic capacity of eucalyptiias been shown to be gigaffected by water deficit
(Cha-Um et Kirdmanee, 2010). Several processe preserve leaf integrity and then
photosynthetic activity have been describdpugh mechanisms of osmoregulation with
polyols, sugars, or amino-acids (Merchamtal, 2007; Warreret al. (2007) ; Cha-Um et
Kirdmanee, 2010).

Such modifications of traitén response to environmental asfges could be regarded as
phenotypic plasticity. Phenotypicgdticity is considered asmaajor mean of adaptation for
long-lived organisms such forest trees in the context of climate changes (Tétugle2008;
Valladares, 200Matesanz, 2010). Indeed, a large ranfphenotypic plasticity may ensure
trees to acclimate in many environmental conditions (WEskerhard, 2003) or to colonize
new environments (Sultagt al, 2000). Trees have shown a wide ability to exhibit phenotypic

plasticity for several traiteconcerning growth, physiology, geoduction...), but it seems that
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populations or genotypes facing common emwnental variations could present large
differences in their plasticity levels, as well as between species (e.g Rozeindga2006),

as at intra-specific level (Monclwet al, 2005). Such differences may result from different
selective pressure experienced (Pigliucci, 2005)different constraits acting on plasticity
(De Wittet al, 1998).

Several barriers have to benstdered when comparing pheyit plasticity of different
genotypes or species. First, size and age o$ inegst be taken into account to reveal true
phenotypic plasticity. Indeed, phdgpic variation could be monelated to growth variations
than directly induced by environmentalaciye (Wright and McConnaughay, 2002). As an
example, Chambaedt al. (2005) have shown th&inus canariensislisplayed no differences
in biomass partitioning between wet and dry envirents when size of the plant is taken into
account, even if biomasses and shoot/root rate® significantly different between the two

environments.

Besides, growth or physiolagal traits are widely influezed by seasonality (Delagrange,
2010; Craveret al, 2010). Craven (2010), studying eighdagical tree species, described two
different strategies developday different fast growing specids a site exhibiting large

seasonal variations (dry and wet seasons).fifsieone is characterized by a high ability to
adjust photosynthetic parameters when waietame scarce (“drought avoider” strategy),
while the other one is depicted by no wba in photosyntheticcharacteristics, but

maintenance of high growth rate, probablartks to a deep rooting (“drought tolerant”

strategy).

In Congo, Bouvet (1995) has shown that classion changes in breeding programs based
on growth parameters occudiiring the three first years ajrowth. This suggests that
phenotypic plasticity part may be more importdnting these first years, when trees are more
sensitive to environmental parameters. Iis tstudy, we studied growth and physiological
parameters during the two first years of gitown an experimental design comparing two
commercial clones which differs in their produtiMevel, subjected towo watering regimes
(irrigated or not) during the dry seasons. Wi# examine variation ofphenotypic plasticity
and test if their differences in productivitpuld be explained by ffierences in phenotypic

plasticity, taking into account, gossible, ontogenetic effects.
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2 Materials and Methods

2.1 Study site

The study site is located in Wia (4°20'S, 11°38'E, 100m a.6Dm), on the Atlantic coastal
plains of Republic of Congo. The plantatiorsHaeen installed on native vegetation which
was savannah dominated by the C4 Poadeagletia arundinacegHochst.) Stend and
Hypparrhenia diplandra(Hack.) Stapf (Laclauvet al, 2002). The deepandy soils are
classified as ferralic anosols according to thEeAO classification (Trouveet al, 1994).
These soils contained mainly sands (80-P0&8ad few clay (8-1%) and silt (2-2.5%)
(Mareschakt al, 2011). Their cation exchange capacity (0.3 to 0.6 ckufl of soil) and C
content (0.9% in the 0-10cm layer) are véow, indicating verypoor soils (Nzila, 2002).
Moreover these soils are characterized by a low water retention and low level of organic
matter (Eproret al, 2004; D’Annunzioet al, 2008). Climate is characterized by high mean
annual air humidity (85%) and temperatur®°@). Mean annual preuiations are around
1250mm.yt*, with occurrence of a dry season frday to September marked by cloudiness
lower temperatures and no rainfalls.

At the end of the field trial in January 200&il samplings were done to study effects of
irrigation and plantation on solil fdity. Six samplings per plot we done with soil auger at 5

and 50 cm depth: 4 within the field trial a@doutside the field triain the surrounding
savannah. Two series of six sampling have been added in the surrounding savannah. Soil
samples were air dried duringdays. Near infrared reflecte@ spectroscopy (NIRS) was used

to characterize the spectral sidure of soil organic matter (SOM). Reflectance was measured
between 1100 and 2500 nm at 2 nm intervals with a Foss NIRSystems 5000
spectrophotometer (Silver SpringD, USA), and analyzed folleing the protocol described

by Brunetet al. (2007). ACP of spectrum were dowéh XLStat module of excel.

2.2 Plant material

We compared two eucalyptus hybrids usedclional plantations, and obtained from the
eucalypt breeding program conducted by CRDPI. The hyBritPF1 clone 1-41 (NCBI
Taxonomy ID: 764271) was a genotype resulting from natural crossigattbamother tree.
At a mature stage, genotype 1-41skmmean annual increment of 25.1ha'.y?* (Safou-

Matondo et al, 2005), a water use efficiency of 2.2 gC!KPO, a mean leaf area of
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Figure 1- The field trial was divided in 8 plots (P) : P1 to P6'. The plots were sampled at
different sampling campaigns indicated by the number following “P”. Each sampling plot
consisted in 24 trees per genotype and per treatment and was separated by buffering zones.
The irrigated part of the experiment was placed down slope. PS5’ and P6’ were irrigated
only during the second dry season. The two genotypes (1-41 and 18-50) were installed
alternatively on the field.
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56.3 cnf, and is amphistomatic (personal mmmunication, Dr. Y. Nouvellon, UMRSO,
CIRAD, France). The second onessued from controlled pollination &. urophyllaandE.
grandis clone 18-50 (NCBI Taxonomy ID: 765255). Atmature stage, genotype 18-50 has a
mean annual increment of 28.5°%ha'.y’! (Safou-Matondoet al, 2005), a water use
efficiency of 4.3 gC.kgH20, a mean leaf area of 26.8 Trand is hypostomatic (personal
communication, Dr. Y. Nouvellon, UMR80, CHD, France). These two genotypes thus
display contrasted growth and ecophysiologicarabteristics at the mature stage: one being
more productive and more water-use efficieranthihe other. The two genotypes have been
reproduced by cuttings, grown in nurseiyring three months before planting.

2.3 Field trial

The experimental trial has been installed ia field in June 2007 at the beginning of the dry
season, and totalized 2176 plants veitepacing of 2.5 m x 3.2 m (1250 stem&hahe field
trial was divided in 8 plots (figure 1). The maart of the experimenwas constituted of 6
plots corresponding to 6 sampling campaignactEplot comprised 4 blocks of 24 trees
corresponding to the two genotypes subjectedh® different irrigation treatments. The
irrigated treatments were located downslop@oid water flow into the non-irrigated part.
The different blocks were seaed by buffering zones of 8 rows of trees between treatments,
and 4 rows of trees between trial borders. Segparts in the differenplots were separated
by buffering zones of 2 rows of trees. Two s@opéntary plots (P5 and P6’) were used to
study recovery effects: the two genotypes waoe irrigated during th first dry season but

irrigated during the second dry season.

Before planting, an herbicide treatmefglyphosate, Round-Up®, Mosanto, USA) was
applied, and after planting weeds were elimedatnanually. During the first two weeks after
plantation, each plant was watered (1 L YayStarter-fertilization was applied two weeks
after planting with 200g per plant of NENOs. To prevent insect attacks, a pyrethroid

insecticide has been applied.

2.4 Watering regimes

Trees were subjected to two main wateringtinegats: irrigation vs no-irrigation during the
dry seasons. The irrigation was done bypeasion in order to recover potential
evapotranspiration, estimatedt 3 mm per day (Bouilletet al, 2002). During the
experimentation, irrigation was performed the two dry seasons (2007 and 2008) during
which the rainfalls ceased (table 1): from July' 2007 to October 242007 (dry season 1,
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DS1), and from June 652008 to October 82008 (dry season 2, DS2jrigation was also
applied during a short period witlkess rainfalls during the wet season that occurred from
February 19 2008 to March 14 2008.

Table 1- Irrigation was performed during three periods corresponding to the cessation of rainfalls.
Plot 5 and 9 were sampled during the period 3, that is why irrigation had not been performed during
the totality of this period on these plots.

irrigation (mm.day-1)

period beginning end number of days P2 P3 P4 P5 P6 P5' P6'
period 1 31/07/2007  24/10/2007 85 3.6 45 35 3.3 3.6
period 2 19/02/2008 14/03/2008 24 33 3.6 3.2 3.8 34
period 3 (plot 5) 05/06/2008 13/09/2008 100 4
period 3 (plot 5') 05/06/2008  22/09/2008 109 3.9
period 3 05/06/2008  28/10/2008 145 3.9 3.8

2.5 Environmental parameters
Meteorological parameters were recorded the field with a wather station (Davis
Instruments Corp., Hayward, CA, USA). Temparat global radiation and precipitations
were recorded every half-hour. Potential pateanspiration was calcuéd using Hargreaves
equation modified by Pai Wu (1997):

ET, 0.0135(T 17.78)RS 19 -
©95.5 0.55T1

where ET is the potential evapotranspiration in nper half-hour, T is the mean temperature
per half-hour expressed in °C angdifthe incident solar radiah per half-hour expressed in
Langley.

Soil water content was measured weekly infiblel with a time-domain reflectometer system
(TDR; Trase system, Soil Moisture, Santa Barbara, CA) on one plot (P6). On each sampling
part (2 genotypes x 2 treatments), 18 probes wstalled at different distances from trees (4
profiles) and different depths (15 cm, 50 cm, 12qmy, 3 m, 4 m and ). At each date, water
reserves were estimated by differences betveadnmoisture measured by TDR probes and
soil moisture at permanent wilting point (pR}for each soil layer, multiplied by the layer
thickness. Water reserve was then computedeaadtition of soil moisture reserve of all the
layers up to 5.5 m deep. The permanent wilting point (pF4.2), as well as pF1, pF2 (field
capacity) and pF3 were estimatimiough internal drinage experimerdonducted at the end

of the experiment. This internal drainagepestiment enabled to adjust the relationship

between humidity and soNater potential by the equati of Van Genuchten (1980).
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2.6 Tree samplings measurements

Six sampling campaigns were done during the fivstyears of growth &ble 2): in July 2007

(at the beginning of the dry season 1, no watering treatment was applied); in September 2007
(end of the dry season 1); in December 20@gifming of the wet season 1); in April 2008

(end of the wet season 1); in September 2068 (¢ the dry season 2) and in January 2009
(middle of the wet season 2). The two suppletawgnplots (P5 and P6’) were sampled in
September 2008 and January 2009 respectively. At each sampling point 24 to 4 trees per

condition were analyzed as described in the table 2.

Table 2 — Number of trees sampled durirg élkperiment, at each sampling campaign.
Number of trees measured per genotype and per treatment
above- below-
HT C VOB ground ground delta C13 SLA/MLA SD

Sampling Sampling Trees age

Date

Plot Campaign (months) biomass  biomass

P1 1 July-07 2 24 11 7 11

P2 2 September-07 4 24 11 7 4 10 4
P3 3 December-07 7 24 24 11 5 9 4
P4 4 April-08 11 24 24 24 11 7 9 11

P5 5 September-08 16 24 24 24 11 7 11 11 5
P5' 5 September-08 16 24 24 24 11 7 11 11

P6 6 January-09 20 24 24 24 11 7 11 10

P6 6 January-09 20 24 24 24 11 7 11 8

HT: height; C: circumference; VOB: volunmver bark; SLA: specific leaf area; MLA:
mean leaf area; SD: stomatal density.

2.7 Growth and biomass measurements

Before each sampling campaign, height (HT) amdumference at breast height (C) were
measured on all the trees, on the plots ieimg after previous destructive sampling
campaigns. Volume over bark was computedgistem taper equatn developed by Gomat

et al. (2010). As destructive measurementgaevexpensive and time-consuming, among the

24 trees available per condition on each sampling plot, 11 trees were selected for sampling
according to the median height of the plot, and measurements were done on all or part of
these 11 trees (table 2). For above-ground hgsnll trees per condition were harvested,
divided in the following compartments: stenead branches, living &nches, leaves. Living
branches and leaves were sorted by their a&ctital compartments (trunk: Axe 1; branches
inserted on stem : Axe 2, etc.). Belowsgnd biomass was estimated by root system
excavation on 7 trees per conditions. Roots amahgtwere extracted from a one meter square

centred on the tree.

Each part was weighted in the field. Eambmpartment was sub-sampled to evaluate the
moisture content. Sub-samples were weighietbre and after drying at 65°C to constant

weight. Moisture content was computed for leaab-sample and applied to total measured
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samples so as to retrieve total dry biomfsseach compartments. Stem dry weight (SDW)
correspond to the sum of trunk and branches ass®s, leaf dry weight (LDW) correspond to
the sum of all leaves comparmt biomasses, and root dryiglet correspond to the sum of

all roots compartment biomasses.

The different biomasses measured (SDWW.and RDW) were modeled in function of
growth parameters (C and HT) as describedha supplemental fild. Models were then
applied to all the trees of the experimentaige for which C and HT had been measured, to
estimate SDWe, LDWe and RDWe. Biomass in@athwas then computed as differences in
biomass between two measurement campaigns and reported Thyf.Hghoot / root ratio
(S/R) has then been computed by dividegjimated dry above-ground (SDW and LDW)
biomass with estimated root dry weight (RDW).

2.8 Physiological measurements

For each architectural compartment, 25 regmestive leaves were sub-sampled on the 11
trees sampled per condition. Their fresh mas$ @rea were immediately measured. These
leaves were then dried at 658 constant weight. The averagkleaf areas were computed
for each tree, giving the mean leaf area (MLAhe measured areas of these sub-samples

were divided by their dryeights to calculate spéwi leaf area (SLA) for each compartment.

Twenty-five sun leaves from 6 to 11 treesngéed per condition were harvested, dried at
65°C to constant weight and grounded. Amudt of 10g was weigktd and analyzed for
carbon isotopic compositionfC) using an elemental analr EA-2000 (EuroVector SpA,
Milan, Italy) coupled to a mass spectromelEementar (Isoprime Ltd, Cheadle, United
Kingdom). The isotopic ratios weexpressed as delalues in parts pgahousand and not as
carbon isotope composition (Farquhar and Ridk, 1984) because the isotopic composition

of carbon dioxide at thsite was not measured.

Stomatal density was determined with 6 ledves 4 different trees per condition. A print of
each side of leaves (adaxial and abaxial) was perfousiad transparent nail varnish and
tape (Ceulemanst al, 1995). These prints were obsatvasing an Olympus BM2 RFCA

light microscope (Olympus America Inc., Mi#le, New York, USA) and 5 microscopic
fields per print of leaves (i.e. n=30 per leaves side and per condition) at a 20X magnification

(representing 0.568 mm2) were analyzed.



Chapitre Il : Plasticité phénotypigue

2.9 Statistical analysis

For growth traits (HT, C and VOB), meansdastandard errors were computed with the
maximum of data available, measured on diffepdats at each date. Wavaluated plot (P),
genotype (G), treatment (T) and genotype bgtiment interaction (GxT) effects, by ANOVA,
according to the following model:

Xij = Xmeant @R+ bG; + CTix + dGxTj + G

where X is the trait measured in the plot | file genotype j (1-14 at8-50), subjected to
the treatment k (NI or IR) and for the regglte I. a, b, c and d are the regressors, @ni the
residual. Least-square meamslastandard errors were compditusing Ismeans package from

R (R Development Core Team).

For other measurements, means and standard errors were computed for each genotype and
treatment at each sampling date. We evalug&ubtype (G), treatment (T) and genotype by
treatment interaction (GxT) effects, by twa@y ANOVA, according to the following model:

Xijk = Xmeant aG + bTJ + cGxTj + G

where X is the trait measured in genotype i (1.dr418-50), treatmerjt(NI or IR) and for
the replicate k. a, b and c are the regressors gamsithe residual.

A plasticity index (PI) was coputed as follow: Pl = (mean—meaR,;)/meank. Pl was
computed for each plot separately when dage available (HT, C, VOB, and estimated
SDW, LDW, RDW).
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3 Results

3.1 Soil homogeneity on the experimental trial

As expected, NIRS spectra of soil revealadge differences between the two sampled
horizons. At 5 cm depth, soil walark reflecting a higpart of organic matter, while at 50 cm
depth, soil was light highly composed ofnda. A PCA was performed for each depth
separately, with samples issued from the diffepots inside the experimental site, and soils
from surrounding savannah (figure 2). Atck depth, axe F1 explained 98.47 % of the
variation and F2 only 1.28 %, and at 50 crptleaxe F1 explained 88.48 % of the variation
and F2, 8.46 %. No specific structure wasirfd both at 5 and 50 cm depth between the
different plots, revealing avide homogeneity of soils tbhughout the experimental site,
whatever the treatment or the genotype.réMsurprisingly, savannah and eucalyptus soil
samples seems to be confound, suggesting ghidtorganic matter had not been widely
affected during the two firsyear of eucalyptus growth, i§® under eucalyptus plantation
remaining as poor as in savannah, aeplesl for C and N content by D’annunzo al.
(2008).
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Figure 2 — PCA results for soil NIR spectra at 5cm and 50cm depth on the
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different sampling plots of the field trial and the surrounding savannah.
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3.2 Climate parameters and water supply characterizations during the
experiment
During the experiment, global radiations decreased from 16 ik mverage at the height of
the wet season (February, Mh and April) to 9.6 MJ.fAin average at the height of the dry
season (August-September; figure 3). Such decreasglebal radiationsnay be related to
the increase of cloudiness ocdng during dry seasons. Tempenas were relatively stables
during the year, but were rédal to cloudiness and globaldrations with minima around
22°C in June and July, and maxima around 26i8°Eebruary, March and April. At the end
of the first dry season, precipitations began in OctobBr2087. During the first wet season
studied, rainfalls cessation @mored between February52008 and March 1% 2008
(figure 3). This rainfall cessation is currently ebged during the first quarter of the year, and
Is called “little dry season”. During thersmer 2008 (i.e. second dry season), no rainfall was
observed from May 19to October 2% 2008. Precipitations restartedth a significant lower
level in 2008 (260 mm in October and November) compared to 2007 (882 mm for the same
months). Apart from the first days of theydreasons where irrigation was not yet performed,

the amount of water supplied by irrigation rea@eepotential evapodnspiration losses.

Figure 3 — Meteorological records done during the experiment: global radiations (dark grey),
temperatures(light grey), precipitations andeptial evapo-transpiration. Irrigations were
performed during the two dry seaspwhen the rainfalls ceased.

In 2007, soil water reserve (SWR; figure 4)sanaround 300 mm for all the genotypes and
treatments before the start of irrigationcepted for the plot coaining 18-50IR which
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contained30 mm of water. Irrigation on i#hplot increased SWR un860 mm at the end of

the first dry season, and until 470 mm on the ptottaining 1-41IR. For 18-50 and 1-41, the

NI plots showed similar profiles for water reserve that slightly decrease during the first dry
season to 270 mm. Thus, during thrst dry season, water reserin NI plots were higher
than the field capacity g2, corresponding to a SWR 2120 mm), suggesting that water was
available for the trees. Precipitations wereyvenportant in November 2007, and thus SWR

reached more than 500 mm whatether treatment or genotype.

Unfortunately, a technical problem with theequisition station prented soil moisture

measurement on the field from December 2007 to February 2008.

In 2008, SWR in NI and IR plots presentsithilar profiles during the wet season (from
February to June), and were up to the fiedgbacity (pF2). Duringhe second dry season
(corresponding to the second application ofjation), SWR in IR plots was up to pF1 with
430 mm in average. Differences between genatypere observed ithis treatment, SWR
being higher for 18-50. Conversely, SWRcdeased from 350 mm to 90 mm in average
(below the pF3) in the NI treatment. SWRfeliences in NI treatent between October 2007
and 2008 could be due to a higher water comiom for 14 months-old trees (October 2008)
compared to 2 months-old trees (October 2007).

Figure 4 — Evolution of water reserve was modeled using soil volumetric
water content measured with TDR trases installed on P6 for the two
genotypes (1-41; 18-50) subjectedthe two treatments (NIR; IR). Three
period of irrigation were representedgrey. Values of the soil retention
curves were indicated : pF1: maximal retention, pF2: field capacity, pF3:
point of strong plant growth inhibition.



Table 3 — Summary statistics of growth traiteasured (HT, C) and estimated accordingtem taper equations (VOB) on thdditrial, at different dates.

Lsmeanst SE Explainedariance( {2)
date #SP M1IR 141INIR 1850IR 1850NIR M1IR2 1860IR2 SP G T GXT
18/07/2007 8 HT 0.031** 0 0.001 0
(DS1) 0.31%+0.01 0.33+0.01 0.31+0.01 0.33*+0.01
14/09/2007 7 HT 0.63+0.01 0.5°+0.01 0.59+0.01 0.48°+0.01 0.013 0.014** 0.202%*+ 0
(DS1) C 1.7°+0.1 1°10 1.9°20.1  1.2°%0 0.013 0.016%  0.274** 0.001
29/01/2008 5 HT 2.81°+0.06 2.319+0.04 3.85°+0.06 3.05+0.04 0.091**  (0.325%*  0.107** 0.009**
(WS1) C 76202 519+02 9.3+02 6.4°+0.2 0.071%*  0.084%*  0.175%* 0.002
VOB 15°+0.1 0.79°:0.1 2.2%:0.1 1°+0.1 0.054%*  0.061**  (.182%** 0.015**
07/04/2008 5 HT 4.19°+0.08 3.65°+0.06 5.92°+0.08 4.84°+0.06 0.081%*  0.427**  0.087**  (.015%*
(WS1) C 12.4°+0.3 10°+0.2 13.8+0.3 11.1°+0.2 0.048**  0.047**  0.126%** 0.001
VOB 3.9°+02 25%+0.2 6°+0.2 3.4°+0.2 0.052%%*  (0,123**  (,148** 0.017**
15/07/2008 2 HT 6.3°+0.1 573+0.1 868+0.1 7.74°+01 5.28+0.1 6.96°+0.1 0.003 0.567**  (0.052%** 0.011*
(DS2) c 18.1*°+0.4 16.3°910.4 195°+0.4 17.2°°+0.4 154°+0.4 1589104 0.002 0.024*  0.083%* 0.004
VOB 9.8"°+0.4 7.7%°+04 145°+04 10.6°+04 65°+0.4 85°°+0.4 0.002 0.158***  0.097*** 0.021**
05/09/2008 2 HT 7.32°£0.11 6.05+0.11 9.48+0.11 8.04+0.11 6.21°+0.11 8.15°+0.11 0 0.526%*  (.157* 0.001
(DS2) C 19.8°+0.4 17.6°+0.4 21.1°+0.4 17.8°+04 17.3°+04 17.7°+0.4 0.002 0.012* 0.14%%* 0.006
VOB 13.1°+05 9.3°+05 18.1°+0.6 11.7°+0.6 9.1°+0.5 11.8°+05 0.001 0.127**  (0.188*** 0.014*
07/01/2009 1 HT 9.63%+1.01 7.68+0.91 10.09+0.69 8.52°+0.62 8.43+0.77 9.88%+0.79 0.149%*  (0.369*** 0.03*
(Ws2) C 25.2%+4.1 19.2°+3.9 24.6°+35 19.9°%2.4 21.2°°+29 22.9*°+34 0.005 0.296%** 0.015
VOB 25.4%+8.1 13.3°+5 25.1%°+6.9 15°+3.7 16.7°+4.9  22°%7 0.021* 0.347%%* 0.023

Lsmeans + SE : mean corrected from plf¢cts and standard error associated;reitedicate classifideon according to Bdierroni pairwise test. Eplained variance of each
modeled effect : SP (Sampling Plot), G (Genotype), T (Treatment), GXT (genotype by interaction effect). Stars indicateceigiflee tested effects (* P<0.05; ** P<0.01,
*** P<0.001).Circumferences were not meastiuntil September 2007, because the tnere too small, and VOB was calculatednfr January 2008, because the stem taper
equation was not calibrated for young trees.
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3.3 Cumulated growth
Mortality was very low in thigxperiment (0.7 % of the trees)d happened during the first 4

months after plantation. No efft of genotype or treatmentis observed for mortality.

First, results on cumulated growth indicateddderms effects of environmental conditions.

HT, C and VOB were analyzed by ANOVA (tal#@, considering all existing plots at each
sampling dates. The number of existing plieicreased along time due to the destructive
measurements at each sampling campaign. Tpessented a higher growth on P5 and P6,
compared to P4, P5’, and P6’ in January Apdl 2008 (during the first wet season, data not
shown). At the beginning of the experimenilyJ2007, DS1), no effects of G, T or GXT were
detected on trees height. This result was expected because no different treatments were
applied hitherto on the experiment, irrigatitreatment beginning in August 2007. From the
end of DS1, G effects were significant for all the traits measured (excepted for C in January
2009): genotype 18-50 presentachigher growth compared to genotype 1-41. Similarly, T
effects were significant during all the experimhefrom the end of DS1: growth in NI

treatment was largely reduced.

On one side, GXT interaction was not significant for C whatever the sampling date. On the
other side, HT and VOB during WS1 and ewanthe beginning of DS2 presented GxT
effects. In this case, decreadfeHT and VOB in NI treatmenwere higher for 18-50 than for
1-41. Nevertheless, at the end of the expentation (January 2009, WS2), HT presented
GXT effect, due to a higher decrease fromidRlI treatment in 1-41 compared to 18-50.

3.4 Growth increments

Second, analysis of growth increments indidainstantaneous effects of environmental
conditions (figure 5). During dry seasortfie two genotypes did not present obvious
differences in growth increment. Convelss during WS1, genotype 18-50 had globally
higher increments compared to genotype 1wtiereas at the begimg of WS2, genotype 1-
41 presented higher increments compared to genotype 18-50. Concerning T effects, growth
increments were always higher in IR treants, excepted between April and July 2008
(transition between WS1 and DS2). Finally, Gixiferaction effects on HT increment were
significant between Janua®008 and April 2008 (end of WI$ During this period, HT
increment was reduced in 18-50 subjectedNtotreatment whereas no differences were
observable between treatments in 1-41. Thigogecorrespond to the oarrence of the “little
dry season” (between February) 008 and March 152008) that could affect 18-50 growth
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in NI treatment. GXT effects were alsagmificant for HT increment during DS2: HT
increment were more reduced from IR to thdatment in genotype 1-41 than in 18-50. The

same trend was observed for C and Vi@8ement at the beginning of WS2.
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Figure 525 —Increment of height (HT), circumference (C) and estimated volume
over-bark (VOB) between each sampling campaigns, corresponding to the first
dry season (DS1), the first wet seasorS@Q) the second dry season (DS2), and

the second wet season (WS2). Circumferences were not measured until
September 2007, because the trees were too small, and VOB was calculated from
January 2008, because the stem tagmpration was not calibrated for young
trees. Vertical bars indicate standard errors.

3.5 Biomass production
Dissection of biomass partitioning intoest (SDW), leaves (LDW) and root (RDW)
compartments enabled to observe effectsnwirenmental conditions oresources allocation

during the experiment (table 4).

Observation of G effects confirmed thahgé/pe 18-50 was the more productive clone: SDW
were higher for 18-50 during all the experimhdge.g. in January 2009, mean SDW was of
15.0 kgvs 11.5 kg for genotypes 18-50 and 1-41 ess$prely). LDW was similar between the
2 genotypes excepted in DS2 where LIS higher for the genotype 18-50 (2912.0 kg



Table 4 — Summary statistics of dry weights measured for(88W), leaf (LDW) root (RDW)xompartments and S/R ratio.

Means+ SE Explainedariance( {)
date Trait 141IR 1 41INIR 1860IR 1850NIR 1 41IR2 1860IR2 G T GXT
09/2007 spw 9.41%+3.04 4.3°+1.47 11.07+279 5.64°+0.82 0.046* 0.575%+* 0
(OS1) | pw 23.27°+6.86 13.36+4.85 21.8+514 11.94+1.38 0.011 0.523%** 0
RDW 4.62+1.23 251°+0.78 5.44+1.99 3.7F°+0.55 0.1 0.355** 0.005
S/Rratio  7.54°+1.11  6.32+1.05 6.67°+1.69 4.6*°+0.5 0.177** 0.288** 0.019
12/2007 spw 355.6°+78.3 74.F+14  547.6°+95 79°+27.8 0.058**  (0.844**  (.053***
(WS1) | pw 350.7°+75.8 107°+21.4 411.5+1157 91.5+355 0.003 0.838%** 0.012
RDW 78.1°+20.4 20.2+43 1459+596 24.1°+57 0.087* 0.544%** 0.069*
S/Rratio 754%+1.11 632+1.05 667+1.69 4.6*°+05 0.574** 0.001 0.036
04/2008 spw 3938%°+1144 2271°+460 5036°+1490 341F°+1043 0.148** 0.32%+* 0
(WS1) | pw 18522 +478 1533258 1684°+542  1682°+446 0 0.034 0.033
RDW 590%+149 379°+50  647*°+158  574°+157 0.152* 0.194* 0.046
S/Rratio 10.42°+0.73 10.95+1  10.22**+1.04 9.01°+0.6 0.251%* 0.025 0.165*
09/2008 spw 7747°+1054 582F+905 11117+1231 960P+1751 6491°°+950 7314*°+1765 0.355*  (.221%* 0.087**
(OS2) | pw 2057*°+260 1667°+240 251F°+358  2311°+423 2161°+317 2344°+447 0.249*+* 0.096* 0.049
RDW 1106°+73  1059°°+160 1469°+175  1362+205 821°+112 882°°+131 0.198***  (0.487** 0.058*
S/Rratio  8.88%°+0.69 7.3¥+0.55 9.88+0.88 8.34°+0.67 10.45+1.18 10.26'°+0.93 0.049* 0.581% 0.042
01/2009 spw 16090°°+3460 9061°+1701 18971 +6787 11873°+2346 9867°+1636 13932°+3960 0.104** 0.354*+* 0.003
(WS2) | pw 2205%°+716 1532 +250 2712+865 1949*°+529 1644°+466 2297°°+953 0.104* 0.167* 0.005
RDW 1593*°+530 1325°+218 1811°+441 1610°°+164 1069°+388 1898*+598 0.215%* 0.05 0.081
S/Rratio 11.57%+2.11 7.74°+0.64 8.44°+383 9.19°+1.06 11.82+1.63 9.26"°+1.39 0.082* 0.127* 0.174*

means + SE : means and standard errorceged; letters indicate clafisation according to Bonferroni pairwise test. Expd variance of each modeled effect : G
(Genotype), T (Treatment), GXT (genotypeibteraction effect). Staisdicate significance of thegted effects (* P<0.05*P<0.01; *** P<0.001). DS1 corresponds to the
first dry season, WSL1 to the first wet season, DS2d@éicond dry season, and WS2 to the second wet season.
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for genotypes 18-50 and 1-41 respectively). Fii®1, RDW were alsbigher for genotype

18-50 (e.g., in January 2009, mean SDW wfak.77 kg and 1.31 kg for genotypes 18-50 and
1-41 respectively).Treatment et was mainly significant for all the biomass compartments

at all sampling campaign: as expected, ldaes production was higher in IR treatment
compared to NIR treatment. Some exceptions were observed: no significant differences were
displayed for LDW at the end of WS1, suggestirgj thees from NIR plots were able to catch

up with trees from IR plots for LDW dung the wet season. Similarly, in January 2009
(middle of the WS2), RDW showed no sigodnt effect of irrigation treatment.

Finally, few traits showed GXT effects:the beginning of the WSEDW and RDW showed

a higher decrease from IR to NI treatmen18-50 (-86 % and -84 % for SDW and RDW,
respectively) compared to 1-41 (-79 %da-74 % for SDW and RDW, respectively). These
results suggested different behavior of tpenotypes to cope with the water constraint

imposed.

3.6 Biomass increment

The models used to predict biomasses in funatbC and HT for all trees from P3, P4, P5
and P6 were detailed in supplerteey file 1. Due to sampling pt heterogeneity, analysis of
biomass increments must be considered fallye but give nevertheless some trends on

evolution of biomasses (figure 6).

First, SDW increment was larger in 18-50 durthg wet seasons and largn IR treatment

during all the experiment. Concerning LDW ciaments were higher in NI during WS1,
confirming the first trend of catch-up aysed on cumulated LDW. LDW increment
considerably decrease in DSaWS2 compared to WS1 (7.4 Thg' in WS1 and 0.9 T.ha

'y!in DS2), until became negative for 1-41diuring the beginning of WS2. Finally, RDW
increments were higher for genotype 18-50 and in IR treatments during the wet seasons, but

during DS2, increments were higher inthatment, and particularly for 1-41.
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Figure 6 — Increments of stem (SDW), root (RDW) and leaf
(LDW) estimated dry weights between each sampling campaign
during the first wet season (WS1he second dry season (DS2),
and the second wet season (WS2). Increment estimation were done
for the genotypes 1-41 (in triangles) and 18-50 (in circles),
subjected to two watering treatments during the dry seasons:
irrigated were in black, and non-irrigated in white. Vertical bars
indicate standa errors.
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Figure 726 — S/R ratio repartition in the different genotypes and
treatments calculated from estimated dry weights, during the first wet
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(WS2). S/R ratio are represented in triangles for the genotypes 1-41 and
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3.7 Shoot/root ratios

At the beginning of WS1, S/R ratigere higher for 1-41 and in Nleatment (figure 7), but at
the end of WS1, no effect of getype or treatment was detedf suggesting that high rainfall
during the wet season enabled trees to retegemmon biomass paibning independently
from genotype or treatment.

Finally at the end of DS2 and beginningWwi2, S/R ratio were higher for genotype 18-50
suggesting that it could form more above-gmiomomass at equal RDW compared to 1-41.
As expected, trees from IR plots had a high& &tio at DS2 and WS2, and thus seemed to
allocate more biomass in above-ground compamtrthan in roots. Nevertheless, during these
two periods increase in S/R ratio in IR seemetidue to the same processes: during DS2, it
was mainly due to an high increase of rbimimass in NI treatment, whereas during WS2, it
was mainly due to an increase of stem bion@adR treatments. GxT interaction effect was
significant at WS2, indicating that 1-41 pretszha higher decrease between IR and NIR (-31
%) compared to genotype 18-50 which was nstable between treatments (-17 % from IR to
NI treatment). This result suggs that the two genotypes dispd differences in terms of

response delay to recoverpifn seasonal water shortage.

3.8 Adjustment of physiological parameters

For the both genotypes, mean leaf areas (MLA) increased during the experiment until reach a
maximum when trees were aged of 16 mor(table 5). Neverthets, MLA were highly
different between genotypes whatever samgptiampaign: 1-41 hadrier leaves (67 dfrin

mean at mature stage) compared to 18-50 (33.dviLA were larger in IR treatment at the
beginning of the experimentation (Septembat Becember 2007), but not after, suggesting a
high effect of ontogeny on leafes during the first year of graln Specific leaf area (SLA)

were generally higher fogenotype 18-50 (12.2 Tkg' in mean on the whole experiment)
compared to 1-41 (11.2tkg™; table 5, figure 8).

During the both dry seasons, Slwere higher for IR treatment compared to NIR treatment.
Interestingly, during WS2 (January 2009), Sw&re higher in NIR treatments, whatever
genotypes (10.72 in NIR vs. 9.6kg™ in IR treatment). GXT interaction effect on SLA was
significant in April 2008 (WS1) and September 2008 (DS2): SLA decrease from IR to NI
treatment was higher in 18-50 compared to 1-41.



Table 5 — Summary statistics of physiologic traits: Specific lleat (SLA), Mean Leaf Area (M), carbon isotopic compositiofd™*C), carbon composition
(C%), stomatal density on lower face of the leg@&3 inf) and on upper faas the leaves (SDsup).

Means+ SE Explainedariance( {2)
date Trait 141IR 14INIR 1860IR 180NIR  1A1IR2 1860IR2 G T GXT
09/2007 sLA 14.7%+3  11.2°+08 14.2°x24 12.1°%2 0.001 0.263* 0.019
(OS1)  mLA 20.2°+3.8 205°+29  16°:2  10.7°%15 0.632% (.23 *** 0.014 *
d13c £9.7°+0.4 £9.6°+0.8 £9.5°+0.4 £9%°+1.3 0.061 0.044 0.015
C% 44706 43.8°+1.6 44*°+03 45.1°+15 0.078 0.033 0.071
SDinf 114%+32  129°+23  110°+6 136%+9 0.002 0.243 0.017
SDsup 36°+6 40%+11 2°+0 3°+0 0.901*** 0.006 0.003
12/2007 SLA 13.4°+15 145°+1.3 17.8°+16 17.9%°+2.3 0.586%* 0.013 0.009
(WS1)  mLA 704°+£6.8 52°+59 29.1°%25 20.1°+3 0.695%*  0.097 **  0.012 *
SDinf 123%+9 113%+16 113%+9 109%+4 0.122 0.106 0.017
SDsup 46°+4 41%+2 3°+1 3%+1 0.983* 0.002 0.004
04/2008 sLA 9.9°+09 9.7°+0.3 124°+1.1 10.6°+1 0.33%*  0.131 ** 0.078*
(WS1)  mLa 64.9°£2.9 65.6°+6.7 25.1°+2.8 26.6°+4.2 0.916%* 0.001 0
d13c 80.8°+0.3 B0.8°+0.3 £9.4°+0.5 B80.3°+0.5 0.452%*  0.112** 0.109%*
C% 46.7°+43 47.2°+1 47.6*°+21 50.1°+1.3 0.13* 0.078 0.036
09/2008 sLA 10.5°°+0.8 9.5%+05 11.82+0.7 9.8°9+0.9 10.4°°°+0.5 11.3*"+0.9 0.133*  (0.422 % 0.042 *
(OS2)  mLA 69.4°+6.9 67°+57 352°+25 325°+25 66.6°+4.7 351°+2 0.931** 0.005 0
d13c 81.6°+0.4 B80.6°+0.5 B0.6°+0.6 £9.5°+0.6 B1.7°+0.2 B80.8°+0.6 0.33%*  (.375%* 0.001
C% 51.3°+3.2 49.6*°+15 475°°+1 47.7°°+1 48.6°°+1.2 46.3+2.3 0.308**  0.112* 0.03
SDinf 122%+4 115%+3 130%+20 113%+3 0.015 0.271* 0.05
01/2009 sLA 9.7%+05 105°+0.7 9.6°+1.1 109°+1.8 9.7°+0.7 10.6°+2.4 0.007 0.181 0.008
(WS2)  mLa 66.8°+4.4 70.2°t6.2 34°+49 302°£26 67°:6.4 354°:2.8 0.924%+ 0 0.009 *
d13c 80.4°+0.7 B0.2°+0.4 £9.2°+0.6 £9.1°+0.4 B0.3°+0.3 £9.3°+0.7 0.525%* 0.008 0.002
C% 48.6°+1.2 48.3*°+0.6 47*°+18 47.4*°+1.1 47.3°+18 46.7°+1.1 0.127* 0.077 0.021

means *+ SE : means and standard errorcaged; letters indicate classification acdngito Bonferroni pairwise test. Exptead variance of each modeled effect :
G (Genotype), T (Treatment), GXT (genotype by interaction gff&tars indicate significance ttie tested effects (* P<0.05* P<0.01; *** P<0.001). DS1
corresponds to the first dry season, WSthéofirst wet season, DS2 to the seconds#rason, and WS2 to the second wet seaso
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Figure 8 — SLA and d13C measured at the different sampling campaigns and on the recovery
plots. DS1 corresponds to the first dry season, WS1 to the first wet season, DS2 to the second dry
season, and WS2 to the second wet season. Vertical bars indicate standard errors.

Carbon isotope composition anatysevealed also differences between genotypes (table 5,
figure 8) : from April 2008 (WS)l. genotype 18-50 had highé¥’C value compared to 1-41

(129.8 %o vs. -30.8 %o). Nevertheles&3C was also influenced by environment: in September
2008 (end of DS2),/°C was higher in NIR treatments compared to IR treatments.
Interestingly, in April 2008 (WS1)/*3C was higher in IR treatment compared to NI treatment

for genotype 18-50, while no change was obsefoed-41, revealing GXT interaction effect.

Finally, concerning stomatal dsity (SD), we confirmed fitsobservations done on mature
trees leaves: genotype 1-41 had stomata on thedblatkial and abaxial surfaces of leaves (in
average, 41 stomata.rfnon adaxial surfaces and 119 stomatafron abaxial surfaces),

while 18-50 was hypostomatiin average, 3 stomata.rfrron adaxial surfaces and 119
stomata.mrf on abaxial surfaces). On abaxial surfaoéshe leaves, no differences in SD

were found between genotypes, neither betwssnplings. Nevertheless, treatment effect
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was significant in September 2008 (end of D$2gves from IR treatments presented higher

SD compared to NI treatments (125 vs 114 stomat&,mespectively).

3.9 Recovery plots

Recovery plots (P5’ and P6’) were only gaited during the secomtty season. In July 2008,
IR2 plots had globally a lower gwth compared to IR and Nilots (e.g. VOBof 7.5, 9.1 and
12.1 dmi, for IR2, NI and IR plots respectivelyable 3). In September 2008 (end of DS2),
trees from recovery plots presented growth trsiitsilar to trees from NI treatment whatever
the genotype (VOB of 11.8 and 11.7 Hfor 18-50 subjected respeely to IR2 and NI
treatment, and VOB of 9.1 and 9.3Yrmsimilarly for genotype 1-41). In January 2009 (middle
of WS2), no differences were found betweerali®l IR2 treatment®r genotype 18-50 (25.1
and 22.0 drhrespectively), while genotype 1-41 showed lower growth on IR2 treatment
compared to IR treatment (16.7 and 25.4 despectively).

In September 2008, SDW in IR2 treatment weot significantly different from the other
treatments for 1-41, whereas SDW were lower than in NI and therefore in IR treatments
(table 4). Concerning biomass partitioning, S/Roraf 18-50 in IR2 treatment was similar to
18-50IR and higher compared to 18-50NVhile for genotype 1-41, S/R ratio was
significantly higher compared tiR and NI treatments. Idanuary 2009 (WS2), SDW of
recovery plots were similar to NIR treatmenthatever the genotype, and lower than IR
treatments (table 4). S/R ratio was similatween treatments for 18-50, while S/R ratio for
1-41 in IR2 was similar to IR but higher than NIR treatment.

Finally, leaves parameters measured in Seipéer®B008 showed that trees from recovery plots
had physiologic parameters similar to trees from IR pl8f€ and SLA were higher in these
plots compared to NIR plotsi@lure 8). This suggests thatightwo parameters were highly

responsive to watering, and not timéegrated such growth parameters.

4 Discussion

4.1 Experimental trial capacity

Establishment of trials to study trees phenotyésticity has encountered several difficulties
to fulfill. Theoretically, the definition of phengpic plasticity induced the use of genetically
similar individuals such clones (Valladares al, 2006). Nevertheless, for several forest

species, propagation by cuttings is not pleatntrolled, and the genetic unit studied is
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dependant of the characteristics of the species of interest, often constituted of related
individuals such full-sib®r populations (Chambeit al, 2005). In those cases, comparisons

of phenotypic plasticity across species cosidfer from problems due to the extent of
uncontrolled genetic variability (Valladares al, 2006). In our study, wiied to cope with

these difficulties by installing more than 1000ppices of the same 2 genotypes, known to
have different growth performance and physiatagiproperties. Samplings were done to be

as representative as possible of the mean pyyemoby selecting individual trees close to the

median height of the considerpbbt (buffer tees excluded).

Moreover, in phenotypic plasticity studies, tbeological gradient is often simulated under
greenhouses with controlled conditions, by rpatation of one or few parameters. These
experiments were conducted at short-termj aeemed maladapted for tall and long-lived
organisms such forest trees. An alternativaseied in the establishment of multi-locality
common gardens, where environmental parameters not controlled, but measured. This
type of field trials was more representativenatural conditions, but analysis is complicated
by the fact that environmental variation r&emultiples (e.g. soil properties, climate
parameters). Our study was installed in @dfiexperiment of 1.8a, where soils were
homogenous, and where the only environmepi@ameter variation was soil moisture.
Despite this, it still seemed that some micreimnmental variationsiad influenced growth
during the first wet season (P5 and P6 haghds growth compared to P4, P8 and P9),
inducing difficulties to concludabout biomass evolution. Despitee fact that eucalyptus are
known to develop quickly deep-root (Christietal, 2011), and that it was possible that roots
could reach water table (located at 8m Hggiefore the second dry season experienced,
physiological traits measurements suche@jc Leaf area (SLA and carbon isotopic
composition (*3C) were significantly different eeen treatments athe end of DS2,
ensuring that trees experienced water scatioitiNIR treatments. Qusequently, we could
expect that this trial reflect as well asspible industrial conditions in NIR treatments, and
then is fully adapted to the study of phenotypasfitity of eucalyptus in response to seasonal

drought.

4.2 Effect of seasonson growth and physiological parameters

In this study, when no igation was performed during ¢hdry season, growth was
characterized by contrasted smaa patterns. As DS1 corpgsded to the first months of
growth, seasonal decrease obwgth was not obvious, nevertheteseasonal effects could be
observed on DS2. Effects of dry season ee tnorphology were immediate: daily increment
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in height, circumference and volume over-bagkluced directly from DS2 (between July
2008 and January 2009). It seemed that effectsatdr shortage were observed latter on daily
increment in SDW which were reduced dgriwS2 (between September 2008 and January
2009), especially for genotype 18-50. Whengation was applied, tree growth was more
constant, as suggested by constansing daily incrementsf SDW and VOB.

On the other hand, leaves cgooment seemed to present ma@ensitivity to the seasonal
variations. First, reduction oflaily increment in LDW affected trees independently from
treatment during DS2. This decrease continuatie@beginning of WS2, becoming a loss of
leaf biomass in NIR and IR2 treatments. As leaf biomass increment resulted from leaf
production and senescence, the loss of mamass must be induced by a higher leaf-
shedding rate compare to leaf production ragaf senescence or shedding has been widely
described as an adaptive process to drowylaidance, by decreasing surface area for
transpiration, and preserving moisture imgmnial tissues (Kozlovks 1976). Nevertheless,
here, it seems that leaf shemlgliwas independent from soil mige, but could be related to
developmental processes. Litterfall measuremergaled that mportion of leaf litter related

to LDW were higher in 1-41 subjected toRtreatments in June and July 2008, suggesting
leaf senescence due to water shortage, but were higher in IR treatments in September and
October 2008. In this case,i# possible that trees from IBlots began pruning, in a more
intense way compared to trees from NIR gldhdeed, in Congolessicalyptus plantations,
Laclau (2001) has shown that leaves begin to fall around tHemthth of growth, and
litterfall are more importanat the beginning of the weeason (October-November) and the

dry season (May to July).

Nouvellon et al. (2009) have already describedasonal variation of SLA fdEucalyptus
species in Rep. of Congo. They showed thah 8las higher at the hdig of the wet season,

in January, and SLA was lower at the endh#d dry season, in OctabeRegarding at the
same growing conditions (i.e. NIR treatmenie found also the same trends, with a
contrasted pattern during the first grogi season (comparing SLA in September and
December 2007), and at a lesser extentndgutine second growing season (September 2008
and January 2009). SLA in December 20@% particularly high (14 and 17.8 kg for 1-

41 and 18-50) compared to other published datd,dbuld be related to intense precipitations
that occurred at the beginning of WSL1. In tsisdy we also highlighteasonal variation of
/2C in sun leaves: carbon isotopcomposition was very low at the end of DS1, and high

during the dry seasons. Interestingli’C in January 2009 was high for all the trees measured
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suggesting that water supply could be aitlimy factor during the beginning of the WS2.
Finally, the fact that SLA remained low arffC was high in January 2009, in addition to the
observation of low rainfall could confirmahthe beginning o¥WWS2 didn’t provide enough
water for ensure a high leaf production, thatild partly explain the low increment of LDW
during this period.

4.3 Plasticity of the two genotypes

Plasticity of growth parameters seemed taddatively similar between genotypes (figure 9),
but plasticity index (PI) displayed seasonal tremdsepted for HT, Pl decreased at the end of
WS1 and during DS2. Growth (HT, VOB) armomass (SDW) increments were higher
during WS1 for 18-50 whatever the treatmeand moreover, during WS2, growth on
recovery plots were higher for genotype 18€ainpared to genotype 1-41: 18-50IR2 trees
had similar growth parametets 18-50IR trees, while 1-4RP trees had similar growth
parameters to 1-41NI trees. This result suggbsisif the both gengpes decreased growth
similarly during drought seasons, the differencesveen genotypes couldside primarily in
ability to recover from seasonal water defand to benefit fronfavorable conditions.
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Figure 9 — Plasticity index computed for growth, biomass and physiological traits analyzed. Pl for
HT, C, VOB, SDW, LDW, RDW and S/R ratio were computed by plot (with simulated datas for
DW). Means are indicated thi standard errors (vettil bars) when possible.
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Comparing twoEucalyptushybrids, Drew (2007) defined twstrategies to describe their
growth properties. One hybrid had a regutapwth but accumulates late in ontogenic
trajectories (tortoise strategy), while the other benefit from favorable conditions with a
discontinuous growth (hare strategy). Hetee both genotypes showed a discontinuous
growth, but genotype 1-41 seems to accumulate late in ontogenesis compared to 18-50.

These differences between the two hybrids cbeléxplained by several hypotheses. First, on
Eucalyptus globulysDrewet al. (2008) suggested that immedidienefits from irrigation on
stem diameter increment could be duethte high responsivenesd cambium and xylem
developmental zones to water status. ¥éelld hypothesize that ¢htwo hybrids doesn’t
display the same properties noerning stem tissues sensitivity to water availability.
Moreover, as suggested by seasqaterns, physiologal traits seemed to be more plastic
than growth traits. The both genotypes sbdwhigh differences in carbon isotope
composition, which suggests that the genotypisrdd in water use efficiency (Farquhar and
Richards, 1984; Olbrickt al, 1993). Concerning leaf morplogly, genotype 18-50 presented
higher PI in MLA by highly reduag leaf area in NIR treatent, during DS1, beginning of
WS1 and WS2. SLA also showed higher ptastifor genotype 18-50. High SLA has been
shown to be related to higihotosynthetic capacity (Lusk al, 2003). These results suggest
that genotypes present differences in abildyretrieve high photosynthetic capacity when
environmental condition became favorablendfly, the both genotypes seemed to differ in
strategy of biomass patrtitioninirst, Pl of S/R ratio varie@long the experiment (figure 9):
genotype 18-50 was highly plastic for thisittiduring WS1, while genotype 1-41 was more
plastic at the beginning of WS2. Moreoverr DS2, S/R ratio were higher for genotype
18-50 suggesting that it could form motgoge-ground biomass at equal RDW compared to
1-41.

5 Conclusions

This study has shown that diffeies of productivity of théwo genotypes studied reside
primarily in efficiency differences betwedine two genotypes: the more productive genotype
(E. urophyllax E. grandid produce generally more above-ground biomass for a same below-
ground biomass. Carbon isotope composition anatysiirms this trend, suggesting that this
genotype use less water for the same amoufiked carbon. If differaces in productivity
between genotypes could hardly be explained figrénces in growth plasticity, it seems that

it could be more related to the large ability of the genotype 18-50 to recover from water
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shortage and to use favorable conditiongntwease above-ground biomass. Physiologically,
responses to drought seem to be more instamtignand differences in plasticity were larger,
suggesting that trees developed a “drougldidance” strategy. More investigations are
needed to have a bettenderstanding of whitmechanisms are involved by the genotype 18-
50 to recover quickly from dry season. It seertteat resources allocation processes and leaf
biomass management may reflect key mechasisnvolved in this"drought avoidance'

strategy.
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SUPPLEMENTAL FILE 1 : BIOMASS PREDICTIONS

1 Methods

For each sampling campaign, warguared 4 different linear models establishing prediction
of dry weight (DW) of each compartment to aiza (stem, leaf or roots), in function of
circumference at 1.3m (C) and total treeghe (HT), as desibed by Saint-Andréet al.
(2005). The studied models are the following:

Global model: DW =a + b x®T + 0
a, b, are the model paramestéo be estimated an@the residual error.
Local G model: DW = a1+ bya1x CHT + ag.s0+ bigsox CHT + 0

where a4, bi.4; are model parameters spgmcto genotype 1-41, 185, bigso are model

parameters specific to genotype 18-50, &tk residual error.
Local T model: DW = @+ birx C*HT + aur+ burx CCHT + 0

where &, br are model parameters specific to IR treatmegk, @ r are model parameters

specific to NIR treatment, an@he residual error.

Local GXT model: DW = 1Rt b1-41IRX CZHT + &-a1n1t+ b1.41N|X CZHT + agsoRrt b18-50IRX
C?HT + aigsoni+ bugsonix C?HT + 0

where a 41k b1-411r are model parameters specific to ggpet1-41 subjected to IR treatment,
as-a1n1, ba-a1ni are model parameters specific to genotypEl subjected to NI treatment;ga
soir: Diss0r are model parameters specific to genotyBes0 subjected ttR treatment, &-
soni, Drs-soni @are model parameters specific to ggpet18-50 subjected to NI treatment, afdd

the residual error.

For all the equations, we fit simultaneouslg tinodel for the mean galescribed above) and
the model for the variance (varianee Vx C’HT?, where \} and k were estimated
parameters), using the proc NLP of SAS wafe (package OR). Parameters non significant
from zero were removed, and the equatwas refitted. Maximum likelihood (ML) was
estimated for each model. Comparisons betweedels were performed using the Akaike

Information Criterion (AIC = 2ML + 2p) and ¢hBayesian Information Criterion (BIC = 2ML
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+ p log(n)) where p was the number of partere of the model and n the number of
observations (Akaike, 1973; Schwarz, 1978). Winentwo criteria led talifferent results, we

chose the model with the fewest parameters.

2 Results

The nature of best models to predict biomasaegunction of C and HT could inform on the

effects acting on biomass pauiting (table S1, figure S1).

Thus, for SDW prediction, global models wéhne best for samplings done in December 2007
and April 2008 (beginning and end of WSIjdicating that whatevethe genotype and the
treatment partition of biomass into stem veasilar. In September 2008 (DS2), local model
with parameters specific to treatment waslikst, indicating that fathe same volume, trees
from NIR treatments displayed larger SDW. January 2009 (WS2), the best model was a
local model with specific parameters for GxT, indicating that trees from NIR treatment
displayed larger SDW for the same volumed alifferences in biomss equations between
treatments were more important for genotgges0 than for 1-41. Similarly, for LDW, global
models were selected for December 2007rilAgind September 2008, indicating that no
differences in biomass partitioning could tetected between genotypes or treatment. In
January 2009 (WS2), the same trends wererobd than for SDW, local GXT model with
higher partitioning for NIR, especially 18-5RIR. Finally, partitioning in RDW show
different patterns between dryas®n and wet seasons: for a saol@me, trees from IR plots
had a larger RDW during WS1 and WS2, but ngDS2 trees from NIR plots had a larger
RDW. These results suggest that trees couldchwisources allocation to root system when

water supply is limited.



Table S 1 — Final weighted equations for dry weight of each compartment (stem, leaf and root), sampling campaign by sapaiding ca

Meanestimation

Variable Samplin@ampaign Model #B1IR 141NI 1860IR 1860NI Errotterm R2 RMSE
SDW  SC3 Global pg0.04+(33.48C2HT) =0.04+(33.48C2HT)  1=0.04+(33.48C2HT)  |=0.04+(33.48C2HT) e1.72(C2HT)0.61 0.904 0.040
SC4 Global g0.92+(37.82C2HT) 1 =0.92+(37.82C2HT)  1E=0.92+(37.82C2HT)  1£0.92+(37.82C2HT) e=87.51(C2HT)1.12 0.863 0.387
SC5 Locar M=2.39+(19.99C2HT) E0.97+(26.83C2HT)  =2.39+(19.99C2HT)  E£0.97+(26.83C2HT) e4.84(C2HT)0.94 0.891 0.530
SC6 LocabxT =0 +(23.18C2HT) =0 +(29.51C2HT) pE O +(27.49C2HT) =0 +(34.24C2HT) e 5.65(C2HT)1.19 0.934 0.895
LDW  SC3 Global g0.07+(26.26C2HT) | =0.07+(26.26C2HT)  =0.07+(26.26C2HT)  =0.07+(26.26C2HT) e 0.44(C2HT)0.46 0.839 0.039
sc4 Global gE1.07+(8.54C2HT) £ 1.07+(8.54C2HT) pE1.07+(8.54C2HT) pE1.07+(8.54C2HT) & 0.64(C2HT)0.31 0.353 0.253
SC5 Global g0.99+(3.82C2HT)  p=0.99+(3.82C2HT) 1=0.99+ (3.82C2HT) =0.99+(3.82C2HT)  e0.44(C2HT)0.74 0.606 0.195
SC6 LocdbxT =0+ (3.45C2HT) =0 +(4.97C2HT) pE O +(4.29C2HT) =0 +(5.59C2HT) e 0.22(C2HT)0.32 0.726 0.290
RDW  SC3 Global pg0.02+(11.89C2HT) |=0.02+(11.89C2HT)  1=0.02+(11.89C2HT)  p=0.02+(11.89C2HT) e=0.8(C2HT)0.69 0.834 0.018
SC4 LocabxT p=0+(6.73C2HT) =0.27+(1.25C2HT) pEO +(6.47C2HT) 1=0.16+(5.34C2HT)  e=421.85(C2HT)2.17 0.701 0.050
SC5 Local p=0.61+(1.87C2HT)  =0.67+(2.34C2HT) p=0.61+(1.87C2HT) =0.67+(2.34C2HT)  e0.05(C2HT)0.42 0.625 0.073
SC6 LocabxT =0 +(2.45C2HT) =0.48+ (2.79C2HT) =0 +(2.99C2HT) =1.12+(1.23C2HT) e 0.05(C2HT)0.32 0.813 0.084

Units : C and H are in meter, RMSE in kg/tree, R? is dimensionless.
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Figure S 1 — Biomass equations and measured sampled used to construct the equations for stem (SDW),
leaf (LDW) and root (RDWat 4 sampling campaigns.
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1 Background

Phenotypic plasticity, is defideas the capacity of a genotype adjust its phenotype in
response to an environmental change (Bragdst65; Schlichting and Pigliucci, 1998). This
component of adaptation is npaularly important for sessile organisms and long-lived
organisms, such as trees (Rehfetlal, 2001; Grulke, 2010) because it may enable them to
cope with the predicted climaichanges with a single gengva. There has been increasing
interest in characterization tife phenotypic plasticity displagdy trees, and various degrees

of plasticity have been reported, depending @ntthits and environmental changes studied.
Phenotypic plasticity has been detected for emaus traits in response to light constraints
(Valladareset al., 2008; Delagrange, 2011), temperature gradients (Vitassd, 2010),
nutrient scarcity (Sultanat al, 2010; Sampedret al, 2010) and water stress (Ramirez-
Valienteet al., 2010; Trentacostet al, 2011). These analyses revealed that several genetic
units (genotypes or populations) subjected to a common set of environmental conditions
displayed plastic responses (gommental effect) and/or otheéesponse patterns (genotype-
by-environment effect, GXE). In foreste& breeding, the GxXE ogonent of phenotypic
plasticity is of particular importance for thmprovement of growth gpéormance because it is
linked to the potential of the improved varisti@nd/or breeding populations to respond in an
adaptive manner to large environmental rangesi)st keeping productivity levels in an
acceptable range. However, such plasticity may entail high costs. Indeed, the establishment of
specific mechanisms for coping with environrtarconstraints may have costs in terms of
information acquisition, adaptgrhenotype production and maingace. Moreover, plasticity

may lead to developmental instability and nefject other traits of interest, because of
genetic linkage, pleiotropy or epistasis (de Witkl, 1998). High plasticity costs might lead

to specialist strategies, with genotypes ligimg lower levels ofphenotypic plasticity and
being restricted to a certain environment, whereas lower costs might lead to more generalist
strategies, with genotypes adapting to vagyenvironments through the adjustment of

phenotypic parameters (van Tienele, 1991; Sultan and Spencer, 2002).

Traits displaying plasticity havieequently been studied inseurce-acquiring organs, such as
roots (Kleczewskiet al, 2010) and leaves (Delagrange, 2011; Sultainal, 2010). The
plasticity of leaf traits is crcial, given the key role of tHeaves in photosynthesis and carbon
sequestration. Leaf acclimation éavironmental change may btidied at several scales (e.
g. morphology, anatomy and physiology of leavesjlecting the compldaty of the leaf

(Delagrange, 2011). The costs and benefits of fplasticity have often been investigated in
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terms of structural and symplastic qooments, corresponding to morphological and
physiological plasticit, respectively (Luslet al, 2008; Maheralet al, 2010). Investments in
the structural components of tleaf are assumed to be expersand essentiallyreversible

for the plant (Poorteet al, 2006), due to organogenesis andintenance. However, such
investments may be seen as ldagn investments, increasing both the lifespan of the leaf and
the amount of carbon acquired (Lusk al, 2008). Conversely, investments in symplastic
components (i.e. plasticity in physiologidahits) may entail fewer costs (Maheral al,

2010; Caruset al, 2006) and provide a more short-term response.

In recent years, much attention has focusedeah plasticity in response to water deficit in
eucalyptus (Warreet al., 2006; Carter and White, 2009; Frargtsal., 2009; Turneret al.,
2010). These studies have shown that trait pigstidffers considerably between species. For
example, a comparison of Elucalyptusspecies in two commogardens under two rainfall
regimes revealed differences in the degrephainotypic plasticity focarbon discrimination,
specific leaf area (SLA) anckaf nitrogen content (Turnet al, 2010). In another study,
Warrenet al. (2006) compared 2Bucalyptusspecies originating from areas with different
rainfall levels and concluded that the physiolobjicaits of leaves played a less important role
in adaptation to water streisan morphological traits. Givenishhigh degree of diversity
amongEucalyptusspecies, it is important tcharacterise the responska particular trait to
site conditions, if we are to @dict survival and growth, paularly in cases of climate
change (Carter and White, 2009).

In the Republic of Congo, the dry season extdmals May to October and is characterized
by an absence of rainfall for four montheadling to a decrease in the productivity of
Eucalyptusplantations (Nouvelloret al, 2010). In this study, weharacterized the foliar
plasticity of two commercial genotypes (1-d4hd 18-50) known to diffein terms of their
growth and ecophysiological parat@es when mature. These two clones were installed in a
field trial and were submitted to two watering regimes during the dry seasons: non irrigated
treatment (NI) corresponding to commergmbduction conditions, andrigated treatment
(IR). Foliar plasticity of 16-month-old treesas characterized at the morphological (mean
leaf area, specific leafrea, leaf thickness), anatomic, pbymgical and molecular levels and
was related to growth parameters. This stadyed to address the following questions: i)
Which leaf traits are affected by seasonatewaleficit? ii) Can wedentify any common
trends reflecting a specific stegy? iii) Do genotypes differ iterms of strategy, highlighting
the genetic control déaf plasticity?
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2 Materials and Methods

2.1 Plant material

The two eucalyptus genotypes used in thisdptwere selected on the basis of large
differences in terms of growth and ecophysiatagjitraits at maturity. Genotype 1-41, which
was obtained by open pollination &. alba (Delwaulle, 1985), was one of the first
commercial clones to be used in Congolesetaptaoms. Genotype 18-50 is an interspecific
hybrid of E. urophyllaand E. grandisobtained in the first gesration of the Congolese
breeding programs. At a mature stage, ger@ty®-50 grows more rapidly than 1-41, with a
mean annual increment of 28& 25.1 m.halyr!, respectively(Safou-Matondoet al,
2005). It also has a higher tea-use efficiency (4.%s. 2.2 gC.kg H,O), and a higher
specific leaf area (11.6s.11.1 kg.nf; Y Nouvellon, personal communication). These two

genotypes were propagated by itg$, raised in a nursery for three months before planting.

2.2 Field experiment

The field experiment was set up June 2007 in theoastal zone of Pointe-Noire, bordering
the Atlantic Ocean (Yanika, 4°20'S, 11°38'E,d@&.s.l., Republic of Congo). The climate of
this area is classified as tropical wet ang, drccording to the Koppeclassification, with a
dry season extending from May to October. Thereo rainfall and lightavailability is low
during this period. Each genotypeas subjected to two waibeg regimes during the dry
season: one plot was irrigated (IR) so asdwer potential evapotnapiration losses, which
were estimated at 3 mm per day, and the rogilet was not irrigeed (NI). Four plots
consisting in 24 clonal replicates repreeenthe two genotypes subjected to the two
treatments. The measurements presented heeemade at the end of the second dry season

after planting (September 2008).

Soil water content (SWC) was measured wWeelkom June 2007 to January 2009, by time
domain reflectometry (TDR; Trase system,lSooisture, Santa Barbara, CA). Four SWC

profiles (four series of TDR pbes installed at three deptisi5, 1 and 4 m) were analyzed

for the four genotype x treatment conditions. Meamre calculated for the replicates at each
depth.

2.3 Growth and ecophysiological traits
We measured the height of all the trees in gadoh (24 trees x 4 plet= 96 trees). For other
measurements, we studied four to 11 trees withghhelose to the mediameight of the plot.
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For measurements of leaf dry weight, melaaf area, specifideaf area and carbon
discrimination, we harvested 11 trees per condition. For leaf and stem dry weight
measurement, fresh leaves and stems werdatlvinto different architectural units (Hallé,
1986; Barthelemy, 1991): architectural unit Iresponds to the trunk, architectural unit 2
corresponds to branches arranged along thektrand constitute the basic structure of
architectural unit 3, etc. The total fresh ma$sach architectural unit was determined by
weighing in the field. Represemitze subsamples of each arcltigral unit were collected and
weighed before and after drying at 65°C until a constant weight was reached. Water content
was calculated for each of these subsamplesuaed to estimate total dry biomass for each
architectural unit. Total leaf dry weight W) and stem dry weight (SDW) were then
obtained by adding the dry weighor each architectural unit.

Before drying, we scanned a sample of 25 leavesanalyzed the images with ‘Scion Image’
software (Scion Corporation, éderick, MD, USA), to measermean leaf area (MLA).
Specific leaf areas (SLA) were then calculated from the measured leaf areas and the dry
weight of the 25-leaf sample.

We selected 25 sun leaves per tree for amalylscarbon isotope composition. These leaves
were dried at 65°C to constant weigimtd ground. A sample of 10 g was obtained by
weighing and its isotopic composition’{C) was analyzed with an EA-2000 elemental
analyzer (EuroVector SpA, Milan, Italy) coupled to an Elementar mass spectrometer
(Isoprime Ltd, Cheadle, United Kingdom). Isotopitioa were calculated as delta values in
parts per thousand and not as carbon isotiperimination (Farquhar and Richards, 1984),

because the isotopic composition of carbaxidie at the site was not measured.

We estimated stomatal density on a sample gtitdeaves per tree, for five clonal replicates
per condition. We used transparemil varnish and tape to oltaimpressions of the abaxial
faces of leaves, as described by Ceulensdred. (1995). These impressions were observed
with an Olympus BM2 RFCA light microscog®lympus America Inc., Melville, New York,
USA), with the analysis of five microscapifields per impresen replicate at 20 X

maghnification (correspona to representing 0.568 Mmn

2.4 Leaf anatomic measurements
Four leaves of three to five trees per ctindi were harvestednd immediately fixed in
100 mM phosphate buffer at pH 7.2, supplemeéntgh 1% (v/v) gluaraldehyde, 2% (v/v)

paraformaldehyde, 1% (w/v) caffeine, at room temperature (Schwenddnah 1988).
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Leaves were then dehydrated and embeédade Technovit 7100 resin (Heraeus Kulzer),

according to the manufacturer’'s recommendations.

We cut series of 2.5m transverse sections with glass knives on a Leica RM2065 rotary
microtome. The collected sections wel@uble-stained as dedoeid by Buffard-Morekt al.
(1992). Polysaccharides were stained dark piitk periodic acid Schiff (PAS) reagent, and
soluble proteins were staitheblue with Naphthol Blue-Bck stain (Sigma ref. 70490).
Sections were then mounted in Mowiollid8s were observed with a Leica DM6000
microscope (Leica, Germany), in bright-fietdnditions. Pictures weraken with a Retiga
2000R camera (Qlmaging Co.), and images wweoeessed with Volaty 4.0.1 (Improvision,
Lexington, MA, USA). Several pasurements were made, as shown in figure 1. Some
measurements were made only once per image,asuttte thickness oféhmidrib, leaf blade,
vascular bundle, upper and lower collenchymd percentage of spongy parenchyma. Other
measurements, such as the thickness of ther gmoklower epidermis, of the upper and lower
cuticle, of the palisade parenchyma and the dtamof xylem vessels, were measured five

times and the mean value was then calculated.

Figure 127 — Cross-section of eucalyptus leaf indicating the various parameters measured. Mr: midrib; LB: leaf
blade; Lep: lower epidermis; Uep: upper epidermis; Lcu: lower cuticle; Ucu: Upper cuticle; SP: Spongy
parenchyma; PP: palissade parenchyma; VB: vascular bundle; XV: xylem vessel diameter; Uco: upper
collenchyma; Lco: lower collenchyma. Scale bar: 150 pum.

2.5 Determination and characterization of phenol content

We harvested 10 leaves per tree in the field,iemmediately froze them in liquid nitrogen. A
representative subsample was ground in liguiicbgen, and 200 mg dhe resulting powder
was incubated twice, for 10 minutes each, vithml of 70% aqueous acetone supplemented
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with 2% formic acid. The extracts were camgd, filtered, concdrmated to dryness under
vacuum, then dissolved in 5 rof a mixture of methanolna water (50/50: v/v). Samples
were passed through a filter with 0.4% pores (Millipore). Separation was carried out at
30°C, with a 250 mm x 4.6 mm, %n particle size, endcappereverse-phase ACE C-18
column (AIT, Houlilles, France). For polyphenmqliantification, HPLC analysis was carried
out on a Dionex liquid chromatograph equepgpwith model P680 pumps, an ASI 100
autosampler and a UVD 340U diode array detecbupled to a HP ChemStation (Dionex,
France). For polyphenol édtification, HPLC/M8 analysis was carried out on a
SURVEYOR HPLC machine equipped wighUV6000LP DAD, model P4000 pumps and an
AS3000 autosampler, coupled to an LCQ ibap mass spectrometer fitted with an
electrospray interface (Thermo Electron, SaseJ&A, USA). The LC/MS parameters used
were described in a previous study (Meetzal, 2007). The solvents were 0.1% aqueous
formic acid (solvent A) and acetonitrile/wafermic acid (80:19.9:0.1, v/v/v; solvent B).
Gradient conditions were as follows: from 5386% B in 50 min, fron85 to 50% B in 5 min,
and from 50 to 80% B in 5 min, after which the column was washed and equilibrated for 15
min. The injection volume was 10 and the flow rate was 0.7 ml.min Detection was
carried out at 280, 330 and 360 nm. Compounds weaatified by measuring peak areas and
the results are expressed in mAu.thin

2.6 Transcriptome analysis: 454 a=quencing and RT gPCR

Three half-runs of 454-sequeng were performed on shoapices of the two genotypes
subjected to the two treatnten as described by Villaet al. (2011), resulting in 12
sequencing sets. The read frequency for each seimpgeset and for each contig was used to
represent contig abundance. Digital differ@intexpression (DE) was assessed with the
DEGseq package in R (Wamrg al, 2010), and G, T and GxTifects were assessed by two-
way analysis of variance in R (R Development Core Team). Thetrmgsformed fold-
change between genotypes 1-41 and 18-50 (€ctgf between treatments IR and NI (T
effect), and between IR and Neatment for each genotype (Ggfiect) were calculated with

the DEGseq package. Bins were assigned to DE-contigs with Mercator
(http://mapman.gabipd.org/web/gtiesercator). For each cogti fold-changes were plotted

by Mapman (Usadett al. 2009) on a pathway map representing symplastic and structural
components, created from a bibliographic review.

We chose 20 genes to represent the symplasstructural component and the expression of
these genes was analyzed in mature ledye&fT-qgPCR. Briefly, RNA was extracted as
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described by Reidet al. (2006) and reverse transcribewvith the Impromll Reverse
Transcription System (Promega USA, Madison, WI), according to the manufacturer's
instructions. Primer pairs were designed friima 454-reads, with Primer3 software (Rozen
and Skaletsky, 2000; see additibfie 1). Real-time PCR wagerformed on 384-well plates,
and monitored with a Light Cycler 480 (Rochpplied Science USA, Indianapolis, IN). Each
reaction was performed in duplicate. Theoflescent signal was evaluated and starting
concentrations were calcutat with LinRegPCR (Ramakeet al. 2003; Ruijteret al. 2009).
The relative abundance of transcripts was nomadlwith respect to the levels of mMRNA for
four constitutively expressed housekegp genes —the elongation factor EF1-

D elongation factor 2¢EF2, glyceraldehyde 3P dehydrogena&3RDH) and cyclophilin
(Cyp genes — by calculating a normalizatitactor with GeNorm (Vandesomped¢ al,
2002).

2.7 Statistical analysis

For all traits excepted 454-sequences abundaneans and standard errors were calculated.
Plasticity index (PI) was calculated as follows: Pl = (mganmeanir) / meanig for each
genotype. For those traits, we evaluateshaggpe (G), treatment (T) and genotype by
treatment interaction (GxT) effects, by twa@y ANOVA, according to the following model:
Xiik = Xmeant aG + bT; + cGXTj + G, where X is the trait measured in genotype i (1-14 or
18-50), treatment j (NI or IR) and for the neplke k. a, b and c are the regressors, @ne

the residual. ANOVA and principal componeanalysis (PCA) were performed with the
XLSTAT statistical package of Excel.

3 Results

3.1 Watering treatment

In the field experiment, during the second/ dreason of the experiment rainfall ceased
between May 2¥ and October 202008. During this dry season, the IR plots were irrigated
from June % June to October 382008, whereas no water was stggito the NI plots for the
two genotypes (1-41 and 18-50). In the NI caodit soil water content (SWC) at a depth of
15 cm reached a trough very rapidly after Ma§2Minimum SWC at a depth of 1 and 4 m

were reached in mid-July andrtceof August, respectively (figure 2).
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Figure 2 — Soil water content (SWC) at depths of 15 cm, 1 m and 4 m, from April
2008 to November 2008. Blue bars show the irrigation period for the irrigated
treatment, for both genotypes (1-41IR, 18-50IR). The black dotted line indicates the
sampling date.

Samples for phenotypic and molecular gsis were taken between Septembéef aad 22

2008, after four months withoutingall, when the trees were 16 months old. At the time of
sampling, SWC for the IR treatntewas up to field capacity (pF2e. the moisture potential

at field capacity); ranging from 11 tb7%, depending on the genotype and the depth
considered. By contrast, SWC was lower in Wletreatment (from 4.5 t8%), close to the
wilting point (pF4.2,.e. the moisture potential at which plants cease to be able to absorb soil
water). For each treatment, and for the thrgehde SWC did not differ significantly between

genotypes.
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3.2 Morphological and ecophysiological measurements
Table 1 summarizes the mean values for ¢ginpwnorphological aneé@cophysiological traits
for each genotype and each treatment, and fmfisance of G, T an&xT effects for each

trait.

Table 1 — Means and standard errors, ANOVA p-values and plasticity index for the growth, morphological and
ecophysiogical traits measured in this study for the two genotypes (1-41 and 18-50) subjected to the two
treatments (IR and NI). Abbreviatiorzse as follows: SDW, stem dry weight; LDW, leaf dry weight; MLA,
mean leaf area; SLA, specific leaf aréd(C, carbon isotopic composition; CC, carbon content.

Mean+ Standarderror ANOVAp values Plasticityindex
141NI 141IR 1850NI 1860IR Geffect Teffect GxTeffect 141IR *NI 1860IR *NI
Height(m) 6.01£0.68 6.95£0.52 8.22+0.85 9.87+0.67 <0.0001 <0.0001 0.016 14% a17%
VOB(m®) 0.009+0.003 0.012:0.004 0.012+0.003 0.0190.005 <0.0001 <0.0001 0.006 19% B85%
SDWkg) 5.83:0.9 7.75£1.05 9.6+1.75 11.11+1.23 <0.0001 <0.0001 0.605 £5% 14%
LDW(kg) 1.67+0.24 2.06£0.26 2.31+0.42 252+0.36 <0.0001 0.005 0.373 19% 8%
MLA(cn?) 66.96+5.68 69.47+7.04 32.4%25 35.2+2.45 <0.0001 0.083 0.947 A% 8%
SLAm* kg") 9.46+0.72 10.47+0.83 9.83t0.9 11.78+0.45 0.001 <0.0001 0.048 10% 7%
Stomataldensity(nb. mm?) 114.79+£2.89 121.48:4.49 112.68:3.73 129.58 19.19 0.518 0.019 0.276 5% 3%
G3C(%o) B80.55+0.52 81.64+0.37 £9.54+0.59 B0.58+0.59 <0.0001 <0.0001 0.891 8% B%

The two genotypes differed sigméintly in terms of growth: 18-50 was taller (9.04 m on
average) than 1-41 (6.48 m), and producexte stem biomass (SDW=10.36 kg for 18v50
6.74 kg for 1-41) and more leaf biomgddW=2.42 kg and 1.85 kg for 18-50 and 1-41,
respectively). Height (HT), stem dry weig€DW) and leaf dry weight (LDW) were
significantly lower for the NI treatment thanrfthe IR treatment, for both genotypes (mean
values for the two genotypes decreased f8ofnm to 7.1 m for HT, 9.51 kg to 7.72 for SDW,
and 2.30 to 1.99 for LDW). GXxT effects were sfgraint for height and to a less extent for
SLA. The NI treatment had a stronger effent18-50 than on 1-41 for HT, with a plasticity

index of -17% and -14%, respectively.

Mean leaf area (MLA) walower for 18-50 (33.85 chper leaf) than for 1-41 (68.20 émer
leaf), but specificdaf area (SLA) was higher for 18-50 (10.81kg* versus 9.97 kg™ for
1-41), suggesting that 18-50 had a lower Idahsity than 1-41. Watering significantly
increased SLA (11.16 Tikg™ for IR vs.9.66 nf.kg™ for NI) but not MLA (51.5 crfper leaf
for IR vs. 48.9 cni per leaf for NI), suggesting thatater deficit greatly increased leaf
density. A significant GXT effect was detectied SLA, with NI treatment having a greater
effect on SLA for 18-50 (PI of -17%) than for 1-41 (Pl of -10%).

Carbon isotope compositionfC) was higher for 18-50 (€806%o) than for 1-41 (-31.07%o),
suggesting that 18-50 may haeehigher water use efficienapan 1-41. Carbon isotope
composition was lower for the IR treatment tHanthe NI treatmengfrom -30.05%. in NI to
-31.09%0 in IR), but the difference between NI and IR conditions was similar for the two
genotypes (PI= -3% for 18-50 and 1-41). Carleontent (CC) was significantly higher for
genotype 1-41 than for 18-50, but no sfgaint treatment effect was observed.
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No differences in stomatal density (SD) weletected between genotypes, but there was a
significant difference beveen NI (114 st. mif) and IR (126 st.mif) treatments. No

significant GXT interaction wsaobserved for this trait.

As expected, growth traits (HT, VOBn@ LDW) were strongly positively correlated
(figure 3). In terms of morphological and phyemical traits, SLA vlues were positively
correlated with growth traits, whereas MLA™C and stomatal density displayed no
correlation with growth traits. Nolear relationsii between MLA, /*C and stomatal density
was revealed. MLA differed considerabbetween the two genotypes, and genotype 1-41
displayed considerable variation for thisittravhereas SLA was highly variable for genotype
18-50.
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Figure 2 — Scatter plots of values for growth, morphological and physiological traits for both genotypes (1-41
shown as triangles, 18-50 as circles) subjectededvib treatments (IR closedmsiols, NI open symbols).

For volume over bark (VOB) and height (HT), 24 trees per condition were measured, for leaf dry weight
(LDW), specific leaf area (SLA), mean leafea (MLA) and carbon isotopic compositioi*C), 10 to 11
replicates were measured, and 5 oibs were used for stomatal density.
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Table 2 — Means and standard errors, plasticity index and ANOVA p-values for the anatomic traits measured in this study.

Mean+ Standarderror ANOVA walues Plasticityindex
141NI 141IR 18650NI 1860IR Geffect Teffect GxTeffect 1A1IR *¥NI 1860IR ¥ NI
Mr Midrib thicknesgum) 1120+299 1317+£161 804+205  733+158 0.001 0.566 0.234 15% 10%
LB Leabladethicknesgum) 406+113 416+ 35 324+ 22 318+49 0.019 0.952 0.815 2% 2%
Lep Loweepidermisthicknesg(um) 11.7+2 15+2.3 10+1.9 11.6+£0.5 0.020 0.022 0.380 22% 4%
Uep  Upperepidermisthickness(um) 11+2 16.2+2.8 10.6+2 10.8+0.7 0.019 0.024 0.035 B2% P%
Lcu Loweruticlethicknesgum) 19.8+4.8 14.6+x1.2 17.3+3.8 8.9+1 0.019 0.001 0.312 36% 94%
Ucu  Uppercuticlethicknesgum) 17.4+3.9 11.8+1.3 15+ 3.7 8.7£0.5 0.058 0.001 0.785 47% 72%
SP Sponggarenchym&g%LB) 13.26+3.7 9.4%+4.4 15.1%+8.2 10.3%z%3 0.641 0.093 0.889 44% A47%
PP Palisadparenchymg%LB) 21.36+5.6 19.7%%2.2 17.8%+1.9 22.4%+4.2 0.857 0.463 0.132 8% £1%
VB VasculaBundle(%Mr) 47.8%+2.4 49.8%+3.7 47.9%+7.5 45.6%%4.3 0.386 0.945 0.361 A% 5%
XV Xylenvesselg%VB) 4.P26+0.3 5.1%+0.7 5%%0.4 6%=0.8 0.065 0.034 0.367 B% 07%
Uco  Uppercollenchymg%Mr) 35%+4.1 39%+1.8 44.4%%6.4 37.3%+2.8 0.066 0.431 0.012 1.0% 19%
Lco Lowercollenchyma%Mr) 30.4%+3.9 32%+4.9 31.1%+1.8 33.6%+2.6 0.567 0.301 0.838 5% 7%
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3.3 Anatomic measurements

Pearson’s correlation coefficients of anatommeasurements indicated that midrib, vascular
bundle, leaf blade, xylem vessel diamsteand collenchyma thicknesses were highly
correlated (more than 75% at the 0.001 sigmifegathreshold, data not shown). We chose to
use the most strongly correlated leaf growrtits (midrib, leaf kdde or vascular bundle
thickness) for normalization of the measured #ssthicknesses, to prevent size biases. We
thus normalized parenchyma thicknesses watbpect to leaf bladthickness, collenchyma
and vascular bundle thicknesses with respeatitiib thickness, and xylem vessel diameter
with respect to vascat bundle thickness.

Anatomic measurements (table 2) confidméhe trends observed in leaf morphology:
genotype 1-41 had thicker leaves than 18-50, with a thicker midrib (1230 pum fovsl7624

um for 18-50) and a thickdeaf blade (412 pm for 1-4ds 320 um for 18-50). No significant
treatment effect was observed for these trditee epidermis and cuticles were thicker in
genotype 1-41 than in 18-50. The epidermis waskéh for the IR treatment than for the NI
treatment, whereas the cuticle was thickertifier NI treatment. No significant difference was
found between genotypes or treatments féispde and spongy parenchyma, vascular bundle
and lower collenchyma thicknesses. A significebeatment effect was observed for xylem
vessel diameter, which was higher for the IRntHor the NI treatment. A significant GxT
interaction was observed for upper collenchymektiess, which was greater for the IR for 1-
41 (PI of -10%) and for the NI treatment for 38<PI of 19%). The GXT interaction was also
significant for upper epidermis thioness: the upper epidermis was thicker for the IR treatment
for 1-41 (Pl of -32%), whereas no signifitathfference between the two treatments was
observed for 18-50 (PI of -2%).

Despite the small number of measurements, we were able to observe trends in multivariate
analysis. In PCA (figure 4), éhfirst two principal componestaccounted for more than 71%

of the variation, and seemed to discrimindetween genotypes and treatments, with the
exception of two outliers. Consistent with tbleservations described above, genotype 1-41
was characterized by a thicker midrib, leadd# and epidermis, whereas genotype 18-50 had
higher proportion of palisade parenchyma arldrger xylem vessel diameter. NI treatment
seemed to increase cuticle thickness amdpitoportion of spongy parenchyma, whereas IR

treatment tended to increase thameter of xylem vessels.
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Figure 4 — Principal component analysis of anatomic measurements (PC1 and PC2). (A) correlation circle
showing the position of the variables on the PC1-RGihe. (B) Main plane showing the positions of
observations. Mr: midrib; LB: leaf blade; Lep: lower epitiis; Uep: upper epidermis; Lcu: lower cuticle; Ucu:
Upper cuticle; SP: Spongy parenchyma; PP: palissade parenchyma; VB: vascular bundle; XV: xylem vessel
diameter; Uco: upper collenchyma; Lco: lower collenchyma.

3.4 Polyphenol content

Polyphenols were extracted from leaves separated by HPLC. Coropnds were identified
by mass spectrometry and UV spectroscajpypugh comparisons with published data.
Twenty peaks were detected and identifiegd number, with letters for overlapping or
coeluting compounds (8, 9, 16, 18 and 19). OV,e2al different compounds were identified.
For peak 8 (retention time, Tr: 33.3 min), lofia-C-hexose was identified in genotype 1-41,
whereas the compound present in 18-50 meethunidentified. In peak 9, two compounds,
rutine and apigenine C-hexosideegre identified only in genotyp&-41. In peak 16 (Tr: 42.8
min), two different compounds, quercetin rhroside and isorhamnetin pentoside were
identified in genotype 1-41, whereas kaempfé@toside and glucuronide were identified in
18-50. In peak 18 (Tr: 44.2 min), isorhamnetinggironide was identifietch genotype 1-41,
whereas quercetin-(galloyl) pentoside was idiex in 18-50. Finally, in peak 19 (Tr: 44.5
min), quercetin hexoside was identified imge/pe 1-41, whereas kaempferol pentoside was
identified in 18-50. Table 3 summarizes the maisults obtained foehf polyphenol content.
Three of the 27 compounds separated byLEIPremained unidentified, five were
hydroxycinnamic acids, four were flavones, dfdwere flavonols. Only five compounds (A-
NA; C-chlorogenic acid; D-@wumaroyl quinic acid; N-quertie glucuronide; O-quercetin
hexoside) were present in both genotypesecéfig broad qualitative differences between the

genotypes.



Table 3— Characteristics of the polyphenahpounds analyzed and measisndard errors, plasticity index and ANOVA p-valuasthe quantitative values measured.

Mean+ Standarderror (mAu.min®) ANOV/p values Plasticitjndex
Peak Retti;”;'on Compound Identification Wavelength  Category AN 141IR 180Nl 1860IR Geffect  Teffect  GxTeffect 1ALIR *NI 1860IR *NI

1 19.6 A NA 280 NA 1374225 103.4:27 261+33.8 192.8:57.8 0.001 0.037 0.442 33% 35%
2 20.8 B coumaroyjuinicacid 330 hydro;’:’ﬁj'g”am'c 157422  159¢2.9 0 0 <0.0001 0.900 na. 1% na.

3 222 c chlorogeniacid 330 hydm;‘c’%znam'c 11793  8+54  445:123 20.9¢3.8 0.000 0.009 0.039 46% 113%
4 28 D coumaroytiuinicacid 330 hydm:)c'%g"am'c 39416  3.4+x13  23.9:+37 14.2¢4.1 <0.0001 0.010 0.017 15% 68%
5 28.4 E coumaroyuinicacid 330 hydm:zi‘zznam'c 0 0 35£3.4  2.8£0.3 0.003 0.702 na. na. 25%
6 322 F luteolinC hexoside 330 hydm;é’%z"am'c 1015  11.6£0.2 0 0 <0.0001 0.049 na. 14% na.

7 325 G coumaroyuinicacid 330 hydm;zi‘zznam'c 0 0 5:12  3.7:0.6 <0.0001 0.075 na. na. 35%
8 33.3 H luteolinC hexoside 330 flavones $1.2 5.7+0.6 0 0 <0.0001 0.326 n.a. 2% n.a.

8 33.3 | NA 330 NA 0 0 140.5 1.7+0 <0.0001 0.286 n.a. n.a. 18%

9 36.8 J rutin 330 flavonols 127.9 11+£5.3 0 0 <0.0001 0.663 n.a. 9% n.a.
9 36.8 K apigenin€ hexoside 330 flavones 127.9 11+5.3 0 0 <0.0001 0.663 n.a. 9% n.a.
10 37.2 L apigenirC hexoside 330 flavones 781.2 6.7+0.6 0 0 <0.0001 0.441 n.a. 9% n.a.
11 37.6 M quercetirhexoside 330 flavonols 0 0 83.3 10.3+1.5 <0.0001 0.234 n.a. n.a. 22%
12 38 N quercetirglucuronide 330 flavonols 3082 34.7£1.3 22.1+3.3 23.7+4.3 0.000 0.131 0.504 11% 7%
13 38.3 (0] quercetimexoside 330 flavonols 1580.9 17.4+1.5 0.6+0.2 1.6+1.1 <0.0001 0.025 0.384 2% 63%
14 38.8 P kaempferailucuronide 330 flavonols 780.9 8.7+0.7 0 0 <0.0001 0.151 n.a. 0% n.a.
15 41 Q quercetimpentoside 330 flavonols 0 0 1722.8 17.6+2.2 <0.0001 0.826 n.a. n.a. 2%
16 42.8 R quercetimhamnoside 330 flavonols 1766.2 18.7+3 0 0 <0.0001 0.738 n.a. 6% n.a.
16 42.8 S isorhamnetipentoside 330 flavonols 1756.2 18.7+3 0 0 <0.0001 0.738 n.a. 6% n.a.
16 42.8 T kaempferdiexoside 330 flavonols 0 0 16#47.1 13.9+1.8 <0.0001 0.497 n.a. n.a. 18%
16 42.8 U glucuronide 330 flavonols 0 0 164.1 13.9+1.8 <0.0001 0.497 n.a. n.a. 18%
17 43.5 \% isorhamnetihexoside 330 flavonols 61 5.9+0.5 0 0 <0.0001 0.852 n.a. 2% n.a.
18 44.2 W isorhamnetiglucuronide 330 flavonols 180.4 1.7+0.7 0 0 <0.0001 0.801 n.a. 6% n.a.
18 44.2 X quercetirfgalloyl)pentoside 330 flavonols 0 0 521.9 5.6£1.1 <0.0001 0.743 n.a. n.a. 7%
19 44.5 Y quercetimexoside 330 flavonols 621.7 6.6+0.5 0 0 <0.0001 0.664 n.a. 6% n.a.
19 44.5 z kaempfergdentoside 330 flavonols 0 0 15#2.8 16.7+2.4 <0.0001 0.641 n.a. n.a. 6%
20 48.3 AA NA 280 NA 591.1 5.5+£1.6 0 0 <0.0001 0.724 n.a. 7% n.a.
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In quantitative analysis, these five goounds presented genotype effects: A-NA, C-
chlorogenic acid and D-counm quinic acid were morebaindant in 18-50 than in 1-41,
whereas N-quercetin glucuronide and O-querdatixoside were more abundant in 1-41. Four
of these five compounds presented treatmeiffiécts (the excemn being N-quercetin
glucuronide): A-NA, C-chlorogac acid and D-coumaroyl quingcid levels were increased
by NI treatment, whereas O-quercetin hexosigelewere decreased by this condition. Only
one of the 22 compounds present in one tg® only presented a treatment effect: F-
luteolin-C-hexoside wsa more abundant in 1-41IR than 1-41NI. A significant GxT
interaction effect was observed for C-chlomigeacid and D-coumaroyl quinic acid, with
larger increases in response to NI timeent for genotype 18-50 (113% and 68% for
compounds C and D, respectively) thanXe4l (46% and 15%, respectively).

3.5 Overview of gene expression in shoot apices

We carried out RNA-Seq to analyze patterngaie expression in shoot apices. Eight cDNA
libraries, corresponding to two regdtes of the four conditiond-41IR; 18-50IR; 1-41NI and
18-50NI) were sequenced, with 3 halihs of 454-sequencing (Villat al, 2011). We used
log,-transformed ratios to compare contig atbances for genes encoding structural and
symplastic components. According to ANOVA, Gand GxT effects were attributed to 1,445
contigs. Only 38 of these contigs correspondesititactural components, classified as genes
related to cellulose, pectate lgas lignins and fatty acids syn#ie and other cell wall-related
genes. Conversely 376mtigs were classified as symgiaomponents. Primary metabolism
was represented by genes related to the boksan of proteins, céohydrates ad lipids.
Secondary metabolism was representbg genes corresponding to isoprenoids,
phenylpropanoids and flavonoids. The other caiegaronsidered for symplastic components
were photosynthesis, ATP syn#ig redox regulation and trgport-related genes (figure 5,
additional file 2). A comparison of contig abundance between 1-41 and 18-50 showed that
much of the variance could be accounted by G effect (figure5A). For most gene
categories, there seemed to be a mosagenés overexpressed in one genotype or another.
Just to give an example, protein degradats@emed to be driven principally by serine
proteases in genotype 1-41 amdubiquitins in genotype 18-56lowever, two categories of
genes seemed to be more strongly expresséedl: 38 of 44 photosyhésis-related contigs
and six of nine contigs corresponding to otlcell wall-related genes. Very few contigs

displayed differential expression atuaction of treatrent (figure 5B).
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Figure 5 — Comparison of gene expression between A) genotypes (G effect), B) treatments (T effect) and
between treatments for each genotype separately (GxT effect; C) 1-41 and D) 18-50). Genes related to structural
components are shown in the blue box, whereas genes related to symplastic components are shown in the green
box. Each square represents the-tognsformed ratio between the two conditions compared.
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Photosystem components, transport and cell-ngkated genes were globally overexpressed
in the IR condition. Carbohydrate metabolisgenes were overexpressed due to starch
degradation in the NI treatment, wheregsenes related to the metabolism of minor
carbohydrates were overexpressed in the IR teatnd comparison of treatment effects for
each genotype separately (figure 5C and SDggested that 18-50 had a more marked
response to treatment than 1-41. Some categshiewed similar pattesrbetween genotypes,
but different degrees of plastic i.e. scale interaction eftt, as described by Lynch and
Walsh (1998). Thus, photosystem, cell waldalignin biosynthesiselated genes were
overexpressed in 18-50IR, whereas few d#femes between both conditions were observed
for 1-41. Similarly starch degradation-relatech@e were overexpressed in the NI treatment
for 18-50, but no clear differences betweenditions were observed for 1-41. Conversely,
pectate lyases and glycolysidated genes had divergent patte of expression in 1-41 and
18-50: pectate lyase genes were overexpressd®-50NI and in 1-41IR, and glycolysis-
related genes were overexpresgel8-50IR and in 1-41NI.

3.6 Expression of selected genesin mature leaves
We studied the expression of 10 genes eg@nting structural components and 12 genes

representing symplastic c@onents by RT-gPCR (table 4).

Table 4 — Means and standard errors of expression levels, plasticity index and ANOVA p-values for the
expression of 22 genes measured by RT-gPCR

Means: SE(x10) ANOV/p values Plasticitjndex
Genename Gengode 1A1NI 141IR 18650NI 1860IR Geffect Teffect GxTeffect 141IR ¥NI 1860IR *¥NI
4 CoumarateCoAligase 4CL 8618 141+ 82 91422 62+ 36 0.096 0.559 0.059 B9% 48%
CaffeoylCoA3 O methyltransferasel CCoAOMT1 22470 110+£62 114+29 78161 0.012 0.009 0.143 104% 46%
CaffeoylCoA3 O methyltransferase2 CCoAOMT2 14691 184+133 154+ 49 114+88 0.476 0.978 0.360 21% 35%
Cuticularl; catalytic CER6 122107 307£282 54+ 16 119+ 46 0.075 0.082 0.392 60% B65%
Cellulosesythasel CesAl 4448 187+228 79+50 72+38 0.469 0.222 0.181 77% 9%
CaffeicacidO methyltransferase COMT2 9831 198+ 70 62+ 32 74+59 0.002 0.024 0.070 61% 7%
Glycosyhydrolasefamily 3 protein GHP3 1311 17+15 33+16 40+15 0.003 0.405 0.809 23% 18%
Transcriptiorfactor LIM1 58+ 69 92+92 121+42 93+£39 0.271 0.924 0.284 B7% 31%
BURRIomaincontainingprotein/ polygalacturonase POLG 0.418.25 1.28+1.86 126+72 79+28 0.000 0.203 0.187 68% 60%
Sadenosyimethioninesynthase SAMS 5034 38+19 89+57 88+50 0.030 0.708 0.776 34% 2%
1 deoxyd Kylulose5 phosphatereductoisomerase DXR 320 112+74 21+5 79+47 0.287 0.003 0.590 71% 73%
Adenosylmethioninglecarboxylaséamily protein DCAM 136:46 524+203 52+ 25 246+183 0.007 0.000 0.108 4% 79%
Deltatonoplastintegralprotein dTiP 10280 513+287 37+25 124+£79 0.004 0.002 0.028 80% 70%
Earlylightinducibleprotein/ chlorophylibinding ELIP 24292 161+ 64 43+ 26 131+£102 0.003 0.915 0.023 50% 67%
Glutathionedisulfidereductase GDR 8543 59+20 5625 59+45 0.360 0.466 0.365 44% 6%
Nonspecifidipid transferprotein 1 LP1 55623823 103943849 3087+1182 3115+1604 0.002 0.092 0.096 A6% 1%
Protongradientregulation5 PGR5 9%50 129+ 105 13+11 56+52 0.012 0.212 0.848 25% 7%
Alphaglucanphosphorylase@ PHS2 1.221.07 0.07£0.056 12592 62+ 64 0.001 0.214 0.231 1648% 101%
Plasmamembraneintrinsicprotein 1;2 PIP1B 6343 68+ 65 16+9 22+18 0.017 0.772 0.946 6% B0%
60Sacidicribosomalprotein P1 RPP1A 0.0840.103 0.2810.331 0.05%:0.04 0.315:0.525 0.686 0.201 0.600 71% B81%
HydrolasehydrolyzingO glycosykompounds SIP2 498199 500+ 239 283+115 267+223 0.022 0.961 0.900 1% 6%
UbiguinolcytochromeCreductasecomplex UCR 9845 759 195+ 80 153+ 70 0.002 0.271 0.651 23% 27%

Fourteen genes displayed a genotype effeahgb@ostly overexpressed in genotype 1-41 (9

of the 14 genes). Most of the genes correspunth symplastic components displayed a G

effect (10 of 12), whereas Ve structure-related genes presented a G effect (4 of 10),

suggesting that the two genotypdiffered principally in symplstic functioning rather than

establishment of structure. Four thie five genes displaying a T effe@@MT2 DCAM;

[TIP; DXR) were more strongly expressed in the IR treatment. Only caffeoyl-CoA 3-O-
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methyltransferase 1ICCoAOMT) was overexpressed in the NI treatment. In terms of GxXT
interaction effects, a gene encoding an aquapovifiPf displayed a slighty higher
underexpression in NI than in IR conditicios 1-41 (Pl of -80%) than for 18-50 (PI of -
70%). More interestingly, a secondene, involved in photosynthesi€L(P1), was
overexpressed in 1-41 (Pl of +50%) subjecteNldreatment, whereaswas underexpressed

in 18-50 (PI of -67%).

A scatterplot of the PCA for gene expressiovesded no general trenthdicating that gene
expression could not be fully accounted for lopditions analyzed (adibnal file 3). Only

the three replicates of 18-50 for the NI treatineere clustered, suggesting that expression
was most strongly conserved between re@sdor this genotype in this condition. The
overexpression oPHS2 POLG UCR and SAMSseemed to be relatéo 18-50NI, possibly

corresponding to a specific molecular atjnent in response to water deficit.

4 Discussion

In this study, we compared responses to magécit during the dr season of two genotypes
known to differ in terms of productivity. Deigp the genotype 18-50 had a higher cumulated
growth whatever the treatment (VOB = 0.018 per tree in averages 0.010 nf for 1-41), it
displayed a higher difference of growth betwdlea two treatments (Pl of -35% for VOB in
18-50 vs PI of -19% for 1-41T.hose differences may be accountedby different strategies
used by the both genotypes, that wouldlbscribed in th&llowing sections.

4.1 In NI treatment, the more productive genotype reduced

photosynthesis, primary metabolism and growth
In our study, carbon isotope compositiof*C) was lower in the NI condition for both
genotypes (strong T effect, p-value <*10There may be two reasons for this decrease
(Farquharet al., 1989): i) lower levels of C@diffusion through stomata, and/or ii) lower
levels of CQ incorporation due to a lower efficieyy of enzymatic reactions. These two
factors involve different structural and syngila components observable at different scales

of analysis.

A morphological analysis of leaves showedttMLA was not affected in the NI condition
(no significant T or GXT effect), although itdddiffer considerably liereen genotypes, due to

the parental species used to produce the hytsiddied. NI treatment decreased stomatal
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density in the two genotypes, due to a decréadbe number of stomata per leaf in each
genotype. This variation of the number of stomata may account for the I5@devels, due

to a decrease in mean g@iffusion at the scale of a leain addition to this structural
plasticity, symplastic componemtsuch as stomatal closure, may also account for these
differences in carbon isotope discrimimatibut were not investigated here.

CO, diffusion through stomata is a preredu@sfor photosynthesis, so isotope carbon
discrimination may be an indicatof photosynthetic activity (Farquhat al, 1989). In terms

of anatomy, the relative thickness@o of leaf blade) of thessues supporting photosynthesis
(palisade and spongy parenchymeyealed no significant G, &r GXT interactions. There
was therefore no plasticity in the strueturcomponents of the tissues supporting
photosynthesis. By contrast, transcriptomealygsis showed that symplastic components
associated genes were mostly underexpresséteilNI condition, in both shoot apices and
mature leaves, suggesting a decrease in photosystAdis is illustreed by the expression
levels in mature leaves BIGR5in both genotype?GR5(a gene encoding a proton gradient-
regulating protein) has beeamown to regulate cyclic elgon flow around photosystem | in
response to environmental stimuliAmabidopsis thaliangNandhaet al, 2007). It decreased
in the NI condition, and this decrease wasrgjay for 18-50 than for 1-41 (significant GXT
effect).A similar abundance profile was observed in the shoot apdxG&5 An other gene,
ELIP (encoding a chlorophyll-binding protgi was underexpressed in genotype 18-50
subjected to the NI treatment, which is consistéttt the putative role of the encoded protein
in chlorophyll synthesis suggested by Rosghial. (2006). However, it was found to be
overexpressed in genotype 1-41. Osipenkevaal. (2010) showed thaELIP could be
influenced by several exogenous or endogentosil, including light in particular, so the
differences in expression pattern betweerhlg#notypes may be due to differences in the

perception of stress signals.

As a consequence of the lower level of photosysishglobal celhctivity levelsseemed to be
lower in water deficit conditions, this trendpgaring more marked for genotype 18-50 than
for 1-41. Primary metabolism-associated gemrelated to myoinositol synthesis were
underexpressed in the NI conditioparticularly in 18-50. Patrat al. (2010) showed that
transgenic tobacco plants accumulating highers$eskinositol have a higher competence for
growth and photosynthesis. Geneelated to lipid metabohis and cell walls were also
downregulated in the NI treatment, as warest water transport-related genes (d@P, a
gene encoding an aquaporin inwad in water transport). Arsilar trend was observed in
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mature leaves, particularly in genotype 1-Zhese results suggestgiobal slowing of cell
metabolism in shoot apices unammditions of water deficit &t may affect genotype 18-50
more strongly than 1-41, which agrees with ghler pronounced decreasiegrowth in 18-50
between the IR and NIR conditions.

4.2 The more productive genotype engage leaf structures for preserving
turgor
MLA and leaf thickness did not differ betwee tfivo watering regimes, but the NI treatment
decreased SLA in both genotypes. This trend iA S&riation in response to water deficit is
consistent with a significant increase in ldahsity. Seasonal variations of SLA have already
been described in several species€otalyptus(Turneret al, 2008), particularly under the
climatic conditions studied here (Nouvelleh al., 2010). There may be several reasons for
this decrease in SLA: the selective retention of low-SLA leaves @thii, 2002), a decrease
in the ratio of young to old leaves (Saa al, 1994), variations ifeaf nutrient or non
structural carbohydrate contents (Missainal, 2006) and retranslocation processes (8ala
al,, 1994). In the following sections, we will described modifications of leaf structures
concerning dermal, support and conducting tisgshas could accounted for by decrease of
SLA in NI treatment.

Dermal tissue

The increase in leaf density may be accouftedby several anatomic changes: simultaneous
increases in cuticle thickness (a heavy layer) and decreases in epidermal thickness (a light
layer). A decrease in epidernusll size has already beerpogted in drought-stressed olive
plants (Bosabalidis and Kofsli 2002) and has been shownitorease resistance to cell
collapse (Oertliet al, 1990). The leaf cuticle consisté lipids, mostly cutin compounds
interleaved with waxes, conferring resistancewtder diffusion (Riederer and Schreiber,
2001). Increase in leaf cuticle thickness bagn widely describeds a drought tolerance
mechanism in several species, including succulents (Crist¢¢sdy2010), herbaceous plants
(Kosma et al, 2009) and trees (Bacelat al, 2004). For example, comparing two
provenances oEucalyptus cloezianaNgugiet al. (2003) showed that trees from dry lands
had thicker cuticles than thoBem wet lands. Unfortunately, ithe shoot apex transcriptome
survey, we found no significant T or GXT effetts genes related to wasynthesis, whereas,

in other species, these gerna® considered to be candielagenes for drought tolerance

improvement. These genes include WaX2homologous genes in rice (Gabal, 2010) and



Chapitre 1V : Plasticité foliaire

gll in maize (Sturarcet al, 2006). Cuticle reinforcement-related genes may not yet be
expressed in the immature tissudsshoot apices, or they may be expressed at a level below

the detection threshold.

Support tissues

The decrease in SLA in response to waterciteftas higher in genotype 18-50 than in 1-41,
possibly due to an increasetire amount of upper collenchymatla¢ midrib in this genotype.
The development of collenchyma cells in resgotesswater deficit haslready been described

in transgenic rice plants (Hank&aal.,2004). This tissue may beviolved in the response to
water deficit, with its thick cell walls, consisting mostly of cellulose and pectin, serving as an
apoplastic reservoir for ion@iage and ensuring turgor regtibn (Satter and Galston, 1981).
In this study, we observed a global overexpmssif genes related to pectate lyases in the
shoot apices of genotype 18-S0bjected to watedeficit. In matureleaves of 18-50, a
polygalacturonase-related gerfeQLG) was expressed, but the eapsion of this gene was
not detected in 1-41, and no diéatial expression othis gene as a function of irrigation
treatment was observed. These results may rdftabta need for pectin degradation for shoot
apex development (taking various stages af tkevelopment into account) and greater needs
in conditions of water deficit due to the eaglstablishment of collenchya tissue in the leaf

primordium.

Conducting tissue

Finally, the structure of conducting tissues was aigolved in the response to water deficit,
with a decrease of xylem vessel diametersepnkel in the NI condition, particularly in
genotype 18-50. According toghHagen-Poiseuille law, a dease in vessel diameter may
improve hydraulic conductance (Tyraad Zimmermann, 2002). Similarly, Hab al. (2010)
showed thatFicus species with narrowgpetiole vessels were moable to persist under
drought stress than those with wider petigkssels. Decreases in vessel thickness may
indicate that genotypes adapt their conductivectiras to improve water delivery in leaves,
and that this process occurrecdhtgreater extent in genotype 18-50.

4.3 The more productive genotype synthesized more foliar compounds
related to antioxidant activity

Chemical characterization of the polyphermntent of leaves showed 27 polyphenol

compounds in mature leaves with a significganotype effect. Three compounds from the
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three polyphenol categoriesemtified (hydroxycinnamic ads, flavonols and flavones)
displayed T effects and two presented T & effects. These polyphenols were mostly
hydroxycinnamic acids, overrepresented in the NI condition (4 of 5-fold increase).
Chlorogenic acid and coumaroguinic acid (compounds witla significant GXT effect)
accumulated to a greater extent in genotyp®&Q.&ian in 1-41, and twice as much of these
compounds was present in the NI than in the IR condition for 18-50. Chlorogenic acid and
coumaroyl quinic acid are intermediat@s phenylpropanoid, flavonoid and stilbenoid
biosynthesis (Weisshaar and Jenkins, 1998) are known to benvolved in defense
mechanisms (Dixon and Paiva, 1995). Moreotee, accumulation of phenylpropanoids and
flavonoids during watedeficit has been widg described: inArabidopsis(Bray, 2002),
grape (Grimplett al, 2009) and maize (Vinceet al, 2005), with the ecumulation of these
compounds in various organs, including leaaed berries, accounted for by their antioxidant
function. For example, Grace and Logan (208Bpwed that chlorogenic acid acts as a
hydrogen-donating antioxidant aadreductive substrate for q@xidase under conditions of
carbohydrate accumulation or excess light energy. At the chemical level genotype 18-50
showed more plasticity in response to wateficit for two antioxidants compounds than the
1-41, potentially conferring more efficientfdase mechanisms. This hypothesis is supported
by the overexpression of genes involved in@agpbiosynthesis (secondary metabolites with

antioxidant properties) in thehoot apices of 18-50 in ti condition (daa not shown).

5 Conclusion

In this study, we found that the more productyemotype (18-50) dispfad greater plasticity

of foliar traits than genotype 1-41 during tiry season. We first observed a decrease in SLA
in the NI condition, this decrea being greater for genotyp8-50 than for genotype 1-41 and
potentially resulting from several physiologl adjustments. A transcriptome survey
suggested a possible decreasphntosynthesis and primametabolism, making it possible
to reallocate resources for the establishmerrofective structures @gents. We identified
mechanisms for limiting water loss by cutidleinforcement and a decrease in stomatal
density, for preserving leaf turgor by increwgithe thickness of the collenchyma layer, and
for enhancing hydraulic conductance by decreasing xylem vessel diameter. Moreover, the
accumulation of antioxidant compounds, sugblyphenols, may help to preserve leaf
functions. The accumulation of complex proteeteompounds, such as lipids, lignins and

phenols, entails a high cost (Wrightt al, 2004). As larger decrease SLA are associated
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with larger increases in congttion costs, it seems likelyahgenotype 18-50 makes a greater
investment than genotype 1-41 when faced wiilter deficit. This could accounted for by the
decrease between IR and NI cdradis were higher for 18-50 in terms of growth. This “high-
cost” strategy of genotype 18-50 may confer adages in terms of leaksistance to biotic

and abiotic stresses (Wrigat al, 2004). The higher growth potgad of this genotype may
demonstrate the benefits from these long-ténvestments, with leading leaves able to
recover high photosynthesis performance as smit starts to rairmgain. However, this
costly strategy may not remaaalaptive if the dry season becomes longer, as predicted, due to
climate change.
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Additional file 1-Primers used for the RT-gPCR analysis

Genename

Geneode

Forwardprimer (5' 8")

Reversegrimer (5'8')

4 CoumarateCoAligase

4CL

&*THEF ST S 778

$88&P&*BLET*&TT&*$*$7

CaffeoyllCoA3 O methyltransferasel CCoAOMT1 GTATGTGAGGREAGGG CTCTCTTTTTCGTGGGTTCT
CaffeoyllCoA3 O methyltransferase? CCoAOMT2 GCAAGATGAGAAGAACCATG AGCACGAAGTCCCGGTAGTA
Cuticularl; catalytic CER6 TCCATATTCCCGAAGTGGTC CGCAATCCACCTATCAAACC
Cellulosesythasel CesAl  TAAAGTGCTTGCTGGCATTG TGAGAAGCGATGTCCATTTG
CaffeicacidO methyltransferase COMT2 *7**$7$7*&&$T7T*$&T7T**$ 7*$8&$$*$$8&T77*8$&%$&&
Glycosyhydrolasefamily 3 protein GHP3 GGGTTGCAGACGTTCTGTTT ATGAGGATCCCCAACATTCA
Transcriptiorfactor LIM1 AGAGGGAAACAATGGCT GCTTACAACCAACCCGAGAA
BURRIomaincontainingprotein/ polygalacturonase POLG CGAAACCAAGATGTGTGTGG CGATCAAGACCTCCTGCTTC
Sadenosyimethioninesynthase SAMS TTCATACCGTGCTGATCTCG  7*$7*$7&7T7$&**&&S*T7*

1 deoxyd Kylulose5 phosphatereductoisomerase DXR TGAGATCRRGEGGGAAC GCTATGTCCTTGCCTGCTTC
Adenosylmethioninelecarboxylaséamily protein DCAM  ATCCAGAGGGTGTTGGTCTG CTCCAGCACTGTACCCCTTC
Deltatonoplastintegralprotein dTIP CCGTGGTCAGTGGAGA CATTGACAAGAGGTGCATGG
Earlylight inducibleprotein/ chlorophyllbinding ELIP TCCCTCTTCATCGCCTACAC GTCTGCCATTGATCCTCTCC
Glutathionedisulfidereductase GDR TAAGTGTGGTGCAACGAAGG AACCCGTCTTGTGACTGACC
Nonspecifidipid transferprotein 1 LP1 AGGGGATCGACTTCAACCTGAGCTCGTGGACCTCACTTC
Protongradientregulation5 PGR5 TGGCTTGTTGCTAGGGTTTC ATTGATCGCGAGCACTTTTC
Alphaglucanphosphorylase PHS2 TTCTAGCTTCCCTCCCTTCC GTTAGGCGGAGTGCATTTGT
Plasmamembraneintrinsicprotein 1;2 PIP1B TTCTGCAACATGGCTACACC ATTCCTCTTGGCATCAGTGG
60Sacidicribosomalprotein P1 RPP1A CACCAATGTTGGTTCTGGTG AGACCAAAGCCCATGTCATC
HydrolasehydrolyzingO glycosykcompounds SIP2 CGATTTGGCGCTTACTCTTC ACCGGCCATCTGTACATCTC
UbiquinolcytochromeCreductasecomplex UCR GCTGTCTCCTGACGTTTGTG CCGGCTATTTCGACTCCTTC
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1 Abstract

1.1 Background

In a context of climate changehenotypic plasticity provideohg-lived species, such as
trees, with a means of adapting to envirental variations occurring within a single
generation. In eucalyptus plantations, wateailability is a key factor limiting production.
Despite many physiologically investigationthe molecular mechanisms underlying the
adaptation of eucalypsuto water shortage remain unclear. In this study, we compared the
molecular responses to wateffidé during the dry season ¢ivo eucalyptus hybrids used in

industrial plantations and differing in productivity.

1.2 Results

RNA-Seq, with long reads praed by 454 pyrosequencing 8MNA extracted from shoot
apices, gave extensive transcriptome cage, providing a catalog of 129,993 unigenes
(49,748 contigs and 80,245 singletons) fromitfigal sequence 0898 Mb corresponding to
1.14 Mreads. These 454-sequencingadanriched ansiderably theEucalyptus EST
collection with 36,985 unigenes that dmbt match with peviously publishedEucalyptus
EST. Digital analysis of reagbundance in 14,460 cayg with more than 10 reads identified
1,280 contigs displaying differaat expression between the two genotypes, 155 contigs
showing differential expressiobetween treatment@rrigated vs. non irrigated conditions),
and 274 contigs with significamgenotype x treatment interamti (GXT) effects. The more
productive genotype displayed a larger seg@ies with a more marked molecular response
than the less productive geype. Stress signal transductioeemed to involved different
pathways between the genotypes, suggestingwhstr shortage indes different cellular
stress cascades, perceived differently tbg two genotypes. Coesutively, response of
structural proteinswas also widely different beten genotypes: the more productive
genotype decreased expression of genes dekatephotosystem, transport and secondary
metabolism, whereas genes related to pgmmetabolism and cell organisation were over-

expressed.

1.3 Conclusions
For the more productive genotypeegthbility to expres a larger set ajenes with higher
expression differences appears a key element in the maintenance of biomass during the dry

season. The strategy developed by this ggr@otnay involved a decrease of photosynthetic
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activity during the dry season associated watources reallocationrtiugh major changes in
the expression of primary metabolism associated genes. Further efforts will be needed to

assess the adaptive nature ofdbaes highlighted in this study.

2 Background

Planted forests constitute only 7% of the gldioaést area, but contribute to a much higher
proportion of overall forest goods and seedc(e.g. up to 35% ahdustrial roundwood
supply). In the context of climate change, taptation of planted forests is thus a key
concern for sustainability of the forestry sectThe adaptation of indtrial plantations to
present and future environmental conditiomgl(iding extreme weather events) depends on a
number of factors, including tleenetic diversity of the materiaked for reforestation and the
phenotypic plasticity ofndividual genotypes. Genetic diveysiénsures that forest trees can
survive, adapt and evolve under changiagvironmental conditims [1, 2], whereas
phenotypic plasticity constitutes a shorter temesponse to environmental changes at the

individual level of particulatmportance in long-lived organisms, such as trees [2, 3].

Eucalyptusis one of the key genera among planteses. This genus is one of the most
important hardwood fibre crops planted worldwide (19 Mha according to [4]). Its wood is
used for a range of industrial applicatioimber, firewood, and pulpwood being the main
products. This tree grows rapidnd is highly adaptable. Thepeoperties have led to its
introduction at many sites worldwide, at laties extending from southern Europe to South
Africa. In its natural range (édstralia), it is also found ia diverse spectrum of ecological
niches. The genetic diversity @ucalyptushas been studied extérely, particularly in
commercial species, with neutral markers [5-afifl genes potentially involved in adaptive
traits [12-14]. The authors these studies reported a remarkdeiel of nucletide diversity,

a prerequisite for adaptability. However, a agrtdegree of phenotypicasticity is likely to
ensure the better adaptation inflividual genotypes to undaimn environmental conditions
[15]. This adaptive componenta$ particular importance in theontext of clonal forestry, in

which Eucalyptusis a major player.

Ecophysiological studies have shown that waténesprincipal factor limiting stem growth in
Eucalyptus(e.g. [16, 17]). Moreover, some studiesydaeported thatucalyptus genotypes
differ in terms of their capacity for phenotypiwdification in response to water deficit [18-

20]. Several physiological mechanisms for copivth drought have been described in these
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species: i) the regulation of trgmiration to decrease water I¢24], ii) resource reallocation
from the shoot to the root, to increase waiptake [17], and iii) gdstment of osmotic
potential [22] or protection agast reactive oxygen species,dmevent damage due to stress
[20]. At the molecular level, Tsuchihiret al. [23] have shown thatlrought tolerance is
correlated with the aquaporin content of leaves. Shvad¢val [20] also highlighted the
importance of glutathione reductase, ascarba¢roxidase and supide dismutase for
reactive oxygen species detoxification in roat&l of the carotenoids involved in protecting
leaves against drought stress. Drought tolerameghanisms have been described in detail at
the molecular level for model plants, suchAsbidopsis(for annuals, e.g. [24-26]) and
Populus(for perennials, e.g. [27-29]put little is known about #amolecular basis of drought

tolerance irEucalyptus particularly in field conditions.

Next-generation sequencing (N{Gt&chnologies are providingew opportunities for studies
of the molecular plasticity in response water deficit. The tremendous capacity of NGS
methods makes it possible to sequence a lamggopion of the transcriptme, equivalent to
several thousand expressed segedags (ESTs), which is pauiarly usefulin non model
organisms for which few genomic resourcesavailable [30]. Moreover, NGS appears to be
suitable for transcript profiig, combining the high throughput egrial analysis of gene
expression (SAGE) with the accuracy of ESfusancing [31]. These techniques have been
widely used for transcriptome profiling, particulafty studies of biotic [32] and abiotic [25]
stress responses, and the characterisatiale\wlopmental processes [33]. These techniques
provide considerable sequencing depth, whiobgether with quantitative analysis, makes it
possible to visualise variatioms expression for a large propi@n of the transcriptome [30]
and to identify key molecular playaemsponding to environmental variation.

In plants, the shoot apical meristem (SAMikey organ in stem development. The SAM
initiates phytomers and regulates shoot dlhowy integrating several signals, such as
hormones (ABA, auxins, cytokinins) and tranption (e.g. homeoboxBf]. When plants are
subjected to environmental stimuli, the leafelepmental network is adjusted by changes in
shoot apex activation [35]. IRucalyptus EST resources have been developed for various
tissues, such as roots, leawasd wood-forming tissues [3B], but a limited number of
genomic resources are available for shoot apaespite the important role of this organ in

plant organogenesis.
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In this study, we compared transcript profilegshe shoot apices @ivo eucalyptus genotypes
used in industrial plantations undewo watering regimes — irrigated (IR)ersusnon-
irrigated (NI) — during the dry season, in ald trial in the Republic of Congo. These two
genotypes differ in their growth rates and ecopilggical characteristi at maturity, with
one genotype more productive and water useiefit than the other. We used 454-Roche
FLX Titanium methods to sequence non nornealisDNA libraries constructed from shoot
tip mMRNA. After checking for technical peoducibility, we addressed the following
guestions: i) Are there molecular differencesae®n genotypes, reflected in the contrasting
phenotypes, and do these differenaffect specific pathways drave a random effect on the
transcriptome? ii) Can we detaublecular plasticity in the sponse to water shortage during
the dry season, and which pathways are affécigd Does this plasgcity differ between
genotypes (i.e. is there any mggype-by-environment interaction?), and which genes or
pathways reflect these differences?

3 Methods

3.1 Plant material

We compared the response to water shyertduring the dry season of two eucalyptus
genotypes, 1-41 (NCBI Taxonomy ID: 76427dnd 18-50 (NCBI Taxonomy ID: 765255)

used in industrial plantans in the Republic of Congo. Hyd 1-41 was obtained by open

pollination of E. alba(the male parent is unknown)ybtid 18-50 was obtained by controlled

pollination of E. urophylla(14-36) byE. grandis(9-10). These two genotypes differ in their
growth rates and water use efficiency (WUWi)maturity (personal communication, Dr. Y.

Nouvellon, UMR80, CIRAD, France)8-50 being superior than 1-41.

3.2 Field experiment

Trees were vegetatively propaghtey rooted cuttingsral established in a field experiment in
Yanika, Republic of Congo (4°20'S, 11°38'E,rBabove sea level) in June 2007. Trees were
planted in blocks of 64 cuttings per genotymal per treatment, including a buffering zone.
Two watering regimes were used during the gsegson: no-irrigation (INand irrigation (IR).
Trees were watered with sprinklers, to copetential evapotranspiration losses, estimated at
3 mm per day. Plant material was sampled, @iuate the effect of water deficit on above-

ground biomass and molecular plasticity, irpt@enber 2008, 16 months after the trees were
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planted. As the dry seas began at about May 5n 2008, the trees under NI treatment had

been subjected to four months withaainfall at this specific sampling point.

3.3 Soil water content

Soil water content (SWC) was measured by tdomain reflectometry (TDR; Trase system,

Soil moisture, Santa Barbara, CA). Four series of TDR probes per genotype and per treatment
were installed horizontally, aix depths (0.15, 0.5, 1, 2,&hd 4 m). Mean values were

calculated from the four replicated measurements at each depth.

3.4 Biomass production

We harvested 11 trees per treatment and dividem into the following compartments: stem,
dead branches, living branches and leaveshEcompartment was weighed in the field.
Representative subsamples of each compattmere then harvesteénd weighed before
and after drying at 65 °C tomnstant weight. Water content was calculated for each of these
subsamples and used to estimate total dygnbss for each compartment. Total above-ground
biomass (the sum of all the compartmengs analysed by twaray ANOVA, with R (R
Development Core Team), according to thikofeing model: Y = G + T +GxT, where Y is
above-ground biomass, G is the genotypiedff T, the treatment effect and GXT the
interaction between genotype amneatment. Bonferroni tests veeused for the comparison of

means.

3.5 cDNAsynthesis

The experimental design, from tissue sampliaglibrary construction and sequencing, is
illustrated in figure 1. Shoot apices were cctiéel from three trees for each genotype and
treatment and immediately frozen in liquid agen. Two RNA extractions of three apices per
tree were then performed, pseviously described by Rekt al. [40]. RNA samples were
treated with Turbo RNase-Free DNase (AombpiAustin, TX, USA) and purified with the
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, CASA). RNA concentration and quality were
analysed with an Agilent Technologies 2100 Balgiser (Agilent Technologies, Mississauga,
ON, USA) and an ND-1000 SpectrophotomefidanoDrop, Wilmington, DE, USA). The
three RNA preparations per treatment (corresponding to three trees), were pooled in equal
proportions, providing templates for cDNA libies S1-S8 (figure 1). Full-length cDNA was
obtained from 1 pg of RNAwith the Smart cDNA Librar Construction Kit (Clontech,
Mountain View, CA, USA), according to the mdacturer’s instructions. We amplified the
cDNA with PCR Advantage Il Polymeraseld@tech, Mountain View, CA, USA), over 16
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cycles (7 s at 95 C, 20 s at 66 °C, and 4 atid2 °C). This cDNA amplification procedure
was repeated several times for each samplb, pooling to give a tal of 6 ug of cDNA
fragments of more than 1,000 ppantified with an AgilenTechnologies 2100 Bioanalyser.
Eight cDNA libraries (S1-S8) wereonstructed, givingwo biological reficates for the two
genotypes (1-41, 18-50) subjected te tiwo watering regimes (IR, NI).

Treatment Irrigated(IR) Nontrrigated(NI)

Genotype 141 1860 141 1860
Fieldsampling 3trees 3trees 3trees 3trees
RNAextraction 3apices| 3apices| 3apices| 3apices| 3apices| 3apices| 3apices| 3apices

[ tree [ tree [ tree [ tree /tree [ tree / tree /tree
cDNAlibrary Sample | Sample | Sample | Sample | Sample | Sample | Sample | Sample
construction 1 2 3 4 5 6 7 8

__________
..........

Taggingnd T N
multiplexing Multiplex 1 Multiplex 2
454 sequencing RunA RunB RunC
SS1141IR_A SS5141IR_B SS9141IR_C
Sequenci ngets SS218B0IR_A SS61860IR_B SS101860IR_C
SS31d41INI_A SS71d41NI_B SS11141NIL_C
SS418 B60NI_A SS818 60NI_B SS1218 60NI_C

Figure 1 - Procedure used, from tissue sampling to sequencing

Two genotypes (1-41 and 18-50) were subjected to two watering regimes (IR and NI). Shoot apices from three
trees per genotype and per treatment were collectér ifield. Total RNA was extracted from three apices per
tree. Two replicate RNA extractions were carried out for the construction of two independent replicate cDNA
libraries per genotype and per treatment (resultingdiremplates for cDNA library construction). For
sequencing, each cDNA library was tagged, and two independent multiplexes were created by pooling one
sample for each genotype and treatment combination. Multiplex #1 was sequenced with two 454-Roche FLX
Titanium half-runs, resulting in eight sequencing ,sedsereas multiplex #2 wasgeenced with one half-run

and resulted in four sequencing sets.

3.6 Library construction, 454 sequencing, sequence cleaning and assembly

We nebulised 5 pg of each cDNA sample to a mean fragment size of 650 bp and ligated it to
an adaptor, according to standard proced[#&s Each cDNA library was tagged with MID
adaptators, and two independent multiplexesewsreated by pooling one sample for each
genotype and treatment. Multiplex #1 comspd samples S1, S3, S5 and S7, whereas
muliplex #2 comprised samples S2, S4, 88 88. One half-run (run A) of sequencing was
initially carried out for multiplex #1 on a GS:=K Titanium platform (454 Life Science,
Brandford, CT, USA) at Cogdécs (Meylan, France). Two Hauns of sequencing for

multiplex #1 (run B) and multiplex #2 (run C) meethen performed by Agencourt (Beverly,
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MA, USA) on a GS-FLX Titanium sequencer.$acalling with GS-FLX software generated
353,344 high-quality reads for the first half-rand in 785,322 reads for the second complete
run. Sequences were depositedhi@ NCBI short-read arcre\(SRA) under accession number
SRA012867.2 (figure 2).

Figure 2 — Pipeline used for sequence analysis
White boxes correspond to sequence generation, red boxes correspond to library assembly and annotation and
green boxes correspond to abundance and functional analysis. The software suite or program used is indicated in
the upper part of the box and the results of each step of the analysis is shown under the box. UE: unigene
element; “G”: genetic effect, “T": treatment effentd “GXT": genotype by treatent interaction effect.
*E. grandis sff files were obtained from Novaesal (2008).

.. available at http://genotoul-contighrowser.toulouse.inra.fr:9092/Eucalyptus/index.html

: available at http://vm-bioinfo.toulouse.inra.fr/ng6/, user = euca ; password = euca33bio!

Sequences were assembled avipusly described [42], witGICL [43], using the 12 sets
of sequencing data from this study and ther sets of sequenandata obtained foE.
grandis [accession number SRA001122] by Novatsal. [13]. The 454-sequencing reads
(1,138,666 from this study and 1,041,876 from Noveesal. [13]) were screened by
cross_match (http://bozeman.mbt.washingtdu/phrap.docs/phrap.html) for primers and
adaptors and then masked. For each 454-semgeread, the longest non-masked region was

extracted and further cleaned up with Se@@lé€http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/). The
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shorter regions were discardéal eliminate potential chimeragn parallel, all reads were
stored in the NG6 system (http://vm-bioinfo lmuse.inra.fr/ng6/, user name: euca, password:
euca33bio!) and three kinds of analysis wendgomed for each of the 16 sequencing sets, as
previously described [42]: Blast search Eorcoli, phage and yeast contaminants, read quality
analysis, removal of sequenc#mt were too long or toohert (more than two standard
deviations away from the mean) and of dsgquences (sequences with more than 4% N),
low-complexity sequences and duplicated readt$, the Pyrocleaner program. Only unigene
elements (UE) resulting from sequencgserated in this experiment (tResppsequencing
set) were used for digitgene expression analysis.

3.7 Digital gene expression analysis

Contigs with less than 10 reads for the 12 sequg sets generated in this study were
eliminated from further statistical analysésr the 14,460 remaining contigs, the numbers of
reads per sequencing set and per contig wezd tes assess gene abundance. Two types of
statistical analysis were performed. Firstinpese comparisons were carried out between
genotypes (18-50 vs. 1-41 sequencing sets, emse of treatment) and between treatments
(IR vs. NI sequencing sets, irrespective gainotype). Four additional comparisons were
carried out for each genotype and each treatn@enfollows: IR vs. NI for genotypes 1-41
and 18-50, 1-41 vs. 18-50 for treatments IR andSthtistical tests, based on the use of the
MARS method in the DEGseq pade [44] were performed #ssess differential expression
[44]. Second, two-way analys® variance (ANOVA) weregerformed on contigs, making
use of the three replicates (run A, B and Q) tpeatment to test genotype (G), treatment (T)
and genotype-treatment interaction (GxT) effe Gene abundances were normalised by
dividing by sequence length and the total hemof sequences in each sequencing set.
Contigs with a g-value <0.05 in the DEGsest {@5] and with pralues <0.05 after ANOVA
were considered to be differentially expressad were extracted for further analysis. The
14,460 genes analysed were classified irdar fclasses: not sigmeantly differentially
expressed (NS), and showing genotype (“G’tig®), treatment (“T” contigs) or genotype x
treatment (“GxT” contigs) effects. For tle®emparison of expression levels, we used log2-
transformed ratios between conapundances in the variousntrasts used in the DEGseq

analysis.
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3.8 Functional annotation of differentially expressed genes

Contigs were assigned a putative function byABI X [46], using various public databases:
UniProtkB/Swiss-Prot Release 57.1 from April™2009, RefSeq Protein Release 34 from
March 6" 2009, Pfam Release 23.0 from July"ZD08, with an e-value cut-off value of of
10€°, and TIGR Arabidopsis_thaliana release_TKSR Helianthus_annuus release_6; TIGR
Populus release_4; TIGR Picea release_3; TM@R_vinifera release_6 with an e-value cut-
off of 10€%. Gene Ontology terms were assigned via the UniprotKB accession and clustered
with Blast2GO [47]. The differential distributiord each class of effect (T, G, GXT and NS)
between Biological Processedplecular Functions and Celld Components were assessed
in Fisher's exact tests, with the sigondnce threshold set at 0.05. Pathway analysis was
carried out with Mapman [48Differentially expressed consigwere assigned to functional
categories (or bins) by Mercator (http://mapmngabipd.org/web/guest/noator). A dedicated
pathway map was created to represent mosgtesfe contigs. The Wilcoxon rank sum test was

used to identify diffenatially regulated bins.

4 Results

4.1 Monitoring of soil water content

A factorial design including twgenotypes (1-41 and 18-5Q)chtwo water regimes (irrigated
IR vs. non-irrigated NI) was estadited in a field trial in one dhe main areas of eucalyptus
plantations in the Republic of Congo, and vi@kbwed over a period of two years. Soil water
content (SWC) was monitoredrtlughout the experiment, akgilepths, from 0.15m to 4 m,
to follow water availability in the four sets obnditions studied. Ithis study, we focus on
the effect of the second drgason (ie. four months withotdinfall) on biomass production

and molecular response.

In the NI treatment, SWC varied from 4.5% 8% and no significant difference was found
between the two genotypes (figure 3). SWC valvese close to wilting point (pF 4.2), at
which plants cease to be able to absorb sdiémwén the IR treatménSWC was much higher
(ranging from 11% to 17%), and exceeded fidpacity (pF 2), indicating that water was not
a limiting factor for tree growth. SWC wassalhigher in the area surrounding genotypel8-50
than in that surrounding 1-41, except at two Hegil m and 4 m). These data suggest that
these two genotypes absorb water from differdgpths and have root systems that have

developed differently.
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Figure 3 — Profile of soil water content (SWC)
SWC at six depths, for both genotypes (1-41 and
18-50), subjected to two water regimes (irrigated:
IR and not irrigated: NI). SWC at wilting point
(pF4.2) and at field capacity (pF2) were calculated
from data obtained at a site close to the
experimental field (Laclau, personal
communication).

4.2 Effect of water deficit on biomass production

Genotype (p<0.0001) and treatment (p<0.00&d significant effects on above-ground
biomass production (stem, dead branchesnpdivbranches and leaves) (figure 4). Mean
biomass was higher for genotype 18-50 (12.8tkgh for genotype 1-41 (8.6 kg) confirming
earlier findings at maturity. Wurprisingly, mean biomass waigher for the IR treatment
(11.8 kg) than for the NI treatment (9Kg). Two-way ANOVA showed that the GxT
interaction effect was not gaiificant (Additional file 1), but relative biomass loss was
nonetheless lower for genotype 18-50 (12%) tfrarngenotype 1-41 (24%). This hypothesis
was supported by Bonferroni pairwise comparisesis, which showed dh the difference in

biomass between the IR and NI treatmengs significant only for genotype 1-41. These
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results suggest that genotyp@-50 can continue to grow dng the dry season, whereas the

growth of genotype 1-41 is affected by water shortage.
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Figure 4 - Above-ground biomass

Means and standard errors of abgvetnd biomass were calculated for 11
trees per treatment, for both genotypes (1-41 and 18-50), subjected to two
water regimes (irrigatedR and not irrigated: N. Letters indicate the
groups obtained in Bonferroni tests for multiple pairwise comparisons.

4.3 Sequencing of the Eucalyptus shoot apex transcriptome

We chose the shoot apex as the main orgasttalies of the moletar response of the two
eucalyptus genotypes to water deficit, due sordle in shoot organogenesis. Shoot apices
were pooled, as described in the methods sectiom, inree trees in fowgets of conditions (2
genotypes x 2 treatments). Three half-runsBAC) of 454-Roche FLX Titanium sequencing
provided a total of 1,138,666 reads (398)Mbrresponding to 353,344 (A), 405,223 (B) and
380,099 (C) reads. The mean read length \v@dskp for run A, 369 bp for run B and 344 bp
for run C (Table 1).

Reads were slightly shortdéor run A, with a major reaténgth class of 400 to 420 bp,
whereas runs B and C were characterisecehys of 460-480 bp in length (Additional file 2).
Contig lengths were maximised to optimise annotation, by assembling all the reads
(1,138,666) generated in this study. Gppsequencing set) witbther GS-20 and GS-FLX
454-reads (1,041,876 reads) for various organsEofgrandis genotypes K. grandis

sequencing set; [13]).
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Table 1 - Summary statistics for the three 454-sequencing half-runs

Average  Average

Sample Genotype Treatment Sequencing set Runs # of Reads # of Reads #ofbp length of length of
reads (bp) reads (bp)
1 141 R SSL 1.41R A 58,921 19,313,318 328
3 18-50 IR SS2: 18-50IR_A 92,165 30,365,092 329
5 141 NI SS3: 1-41-NI_A run A 353344 95500 31,350,808 328 334
7 18-50 NI SS4: 18-50N] A 106,758 37,126,644 348
1 141 R SSE: 1.41IR_B 139,137 51,085,203 367
3 18-50 IR SS6: 18-50IR_B 112,051 41,110,040 367
5 1-41 NI SS7: 1-41-NI_B un B 405223 59 907 21,833,839 364 369
7 18-50 NI SS8: 18-50NI B 94,128 35,374,789 376
2 141 R SS9: 1-41IR_C 93,651 32,338,261 345
4 18-50 IR SS10: 18-50IR_C 90,511 31,595,445 349
6 141 NI SS11: 1-41NI C run € 380,099 g'530 27,929,481 334 344
8 18-50 NI SS12: 18-50NI_C 112,407 38,802,862 345
TOTAL 15mn GS-FLX ) 135666 1,138,666 398,225,782 350 350

Titanium

Figure 2 summarises the variouaggs in sequence analysistresponding to data cleaning,
read assembly, annotation aatalindance analysis. Aftthe cleaning step (removal of vectors

and adaptors), 1,994,741 reads were available for assembly.

The assembly of these sequences witHClGgenerated 231,715 unigene elements (UE)
comprising 80,854 contigs and 150,861 singletonghEusearches of low-quality sequences
and duplicated reads on the NG6 platforsuied in a total 002,279 UE (69,584 contigs
and 132,690 singletons), from which 129,998 (49,748 contigs and 80,245 singletons)
were identified in thde. sppsequencing set (this study) anaddor digital gene expression
analysis (Table 2).

Table 2 — Assembly statistics from TGICL (I), and figuabtained after Pyrocleananalysis (ll), for the set
of sequences reported here (l11).

Tqicl (1) Pyrocleaner (11) E. spp (1l

# Contigs 80,854 69,584 49,748

# reads in contigs 1,843,806 1,386,859 851,751
Average length of all contigs (bp) 552 608 734

# Large Contigs >500 bp 34,076 33,962 32,694
Average length of large contigs 900 901 912

# Singletons 150,861 132,695 80,245
# UE 231,715 202,279 129,993

4.4 Contribution of the three half @an replicates

In total, 90,579 UE (70% dE. sppUE) did not match th&. grandissequence reads from
Novaeset al. [13]. Most of these sequences weairgletons (71,761),lthough some were

contigs (18,818), corrpsnding to 27% of th&. sppcontigs. A Blast homology search (cut-
off: 10°% of published eucalyptus databases (E8®m GenBank released in April 2010;



Chapitre V :Plasticité moléculaire

454-ESTs generated by Novastsal, [13]; 454-ESTs from JGI frork. globulusxylem and

leaf tissues; Illumina antigs generated by Mizraclet al, [39]) showed that 36,985 UE
(comprising 5,596 contigs and 31,389 singletatid)not match any known sequence. These
new genomics resources HBucalyptustherefore extend the list of genes known to be
expressed irEucalyptus which can be considered as a significant resource at the of the

eucalyptus genome sequence.

Due to the smaller number of reads in runti#e total number of UE generated from run A
was also smaller (58,763) th#imat generated from the othievo runs (67,467 in run B and
67,756 in run C). Runs A, B and &counted for 72%, 78% and 78% ©f sppcontigs,
respectively. Each supplemant half-run produced betwedr and 21% new contigs for a
second half-run, and between 5 and 7% foiird timalf-run (Additional file 3). Vega-Arreguin

et al.[49] reported similar trends in maize, wlplateau of gene representation reached after
the third successive GS-20 454-sequencing rua.ntimber of reads generated was therefore

considered sufficient to sampiee most expressed genes.

The Pearson’s correlation coefficients (figub) obtained for read frequencies in the 12
sequencing sets froi. spp(87% on average) and the four sequencing sets Eograndis
(86% on average) were similar. Howevdre mean correlation was much weaker (52%)
between thde. sppandE. grandissequencing sets, suggesting ttidterent fractions of the
transcriptome had been sanmpléom these two studies. Asxpected, correlations were
stronger between replicates (92#ustrated by squares in figure H)an between different
samples (86%in E. sppsequencing sets, suggesting a higlell®f technical repeatability for

this experiment.

sss:w1R_ B[ 092

SsoMIR C| 0.88 0.93
SS3:HMINI_A 0.87 0.85 0.85

SS7:HINI_B 0.88 0.89 0.90 0.94

ssiz:uin_c [ICHEIINNGEGN  o.84 0.87 0.91

SS2ABOIR_A  0.89 0.89 0.89 090 0oL [o82

SSE:AHOR_B 0.8 0.90 091 089 091 083 0.92

SS10:180IR_C  0.87 0.91 0.93 087 091 08 09 0.93

ss4:150N1_A [II01ET OBININGEIN os6 0.88 0.87 0.82 0.82 0.82
ssg:1®ONIB| 081 | 084 08 086 089 089 082 0.83 038 0.94

ss12:180NI_C[LNOMONN  0.84 0.84 0.84 0.88 092 [NN080 082 0.8 091 0.9

srroo1ess [INOAANNINOVZIINNGA4N  0.48 048 048] o048 0.47 0.4 1
SRR001659  0.53 0.50 0.50 0.56 0.56 0.50 057 0.55 0.54 0.51 0.49 048 0.77
SRRO01660  0.54 051 053 057 0.58 052 0.58 057 0.56 0.52 0.51 0.90 0.79 0.95
SRR001661  0.56 0.52 0.53 0.61 0.60 0.54 0.60 0.58 0.58 0.55 053 042 0.76 0.94 0jo4
SSL: 1S5 1SSe: 1SS3 1SST: 1SSl SS2 ss6:  SSl0:  SS4 SS8:  SS12  SRROOL658 SRRO01660
41RA  41IRB  41IRC  4INIA 41NIB 14INIC 18B0IRA 1860IRB 1860IRC 1850NIA 18E0NIB 18E0NIC SRR001659

Figure 5 — Pearson correlation coefficient for readuiemcies (within contigs) between sequencing sets. SS1-
SS12 are sequencing sets frBrepp SRR001658-SRR001661 are sequencing setsEragnandis(Novaeset

al., 2008). The colour scale indicates the strength of tireletion, from red (strongé correlations) to green
(weakest correlations). All the correlation coeffitis were significant, with a p-value <0.001.
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Within conditions, correlations between th&ll-and 18-50 sequencirsgts were strong and

similar between treatments: 90% for the tReatment and 88% for the NI treatment,

suggesting that these two genotypes displagenilar patterns of gene expression when
placed in the same environmental conditionsrélations between the IR and NI sequencing
sets were slightly weaker and a strongentrast was observed between genotypes: on
average, 86% for genotype 1-41 and 88 genotype 18-50. The weaker correlations
obtained for 18-50 suggest that this genotypkdeore pronounced response to water deficit

than genotype 1-41.

4.5 Homology search

BLAST search results are summarised in table 3.

Table 3 — Annotation results for protein hits, nucleic acid hits, and Gene Ontologies (GO): Biological Process
(BP), Cellular Component (CC) and Molecular Function (MF)
E.spp

: Protein hits  Nucleic acid hits GO-BP GO-CC GO-MF
Sequencing set
# UE 129,993 66,135 (51%) 44,652 (34%) 32,835 (25%) 30,836 (24%) 33,222 (26%)
# Contigs 49,748 34,951 (70%) 37,383 (75%) 18,091 (36%) 17,242 (35%) 18,355 (37%)
# Singletons 80,245 31,184 (39%) 7,269 (9%) 14,744 (18%) 13,594 (17%) 1,4867 (19%)

% of sequences related to E. sligraries is shown in brackets

A functional annotation was obtained moreqgfrently for contigs {0% of the contigs
harboured sequences similar to those in pmotieitabases, and 75% displayed similarity to
sequences in nucleic acid databases) thasifmgletons (39% and 9%espectively). These
differences were expected, givehe longer mean gth of the contigs (734 bp) than of
singletons (319 bp), and their lower frequentlye best nucleic acid sequence matches were
obtained with Arabidopsis (55% of annotated sequences), followed \itis (25%), and
Populus (6%). The greater similarity t@rabidopsis genes may be due to the closer
phylogenetic relationship dgucalyptusto Arabidopsis(both belonging to eurosid Ithan to
Populus(eurosid I, [50]). TheArabidopsisgenome has also been annotated in a more detailed
manner than th€opulusgenome. Interestingly, the similar characteristics of eucalyptus and
poplar in terms of their tallneskwngevity and secondary grdwtdo not seem to play a major

role in the similarity of the sequences transcribed.

According to Gene Ontology (GQ@Jassification, 38,190 UE (25% of titesppsequencing
set UE) were associated with at least oneolgichl process (BP), malalar function (MF) or
cellular component (CC). The proportions of @dBnotated in each category were generally
similar to those obtained irrabidopsis (Additional file 4), suggesting that thE.spp
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sequencing sets studiedr@avill guaranty the analysis of ge expression for a broad range of

functional categories.

4.6 Transcript abundance analysis

After the trimming of contigs represented at least by 10 reads in &lsppsequencing sets,
14,460 contigs remained for abundance analyBi#o statistical tests were performed in
series to detect differences in the expressivel$eof these 14,460 contigs, distributed in four
sequencing sets(1-41IR, 1-41NB-50IR and 18-50NI), with tke replicates per sequencing
set. First, the DEG-seq test [44], whictoyides powerful pairwise&eomparisons between
sequencing sets, highlighted 1,651 difstially expressed contigs (FDR5%). Two-way
ANOVA was then performed to assess the effetthe two main facta (G and T) and their
interaction (GxT) on contig abundance. This gsialidentified 1,445 contgwith at least one

significant effect (p-valu€’' 5%; figure 6, additional file 5).

Figure 6 — Differentially expressed contigs
Venn diagram indicating the number of differentially expressed contigs showinga G, T
and/or GxT effect, for th&4,460 contigs analysed.
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Most of the differentially expressed contigs480) showed a genotygéfect (“G contigs”),
with 624 “G contigs” overexpressed in genotypdl vs. 656 overexpresd in genotype 18-

50 (figure 7A). Of the 656 contigs overexgsed in genotype 18-5082 (44%) appeared to
be expressed only in 18-50 (with no correspogdeads in the 1-41 sequencing sets) whereas
only 55 contigs (9%) showed the reverse trendgssting that 18-50 may express of a larger

set of genes or diffen¢ splicing variants.

A G effect : [1-41/18-50] B T effect : [IR/NI]
5 5
2 141 £ IR
3 (624contigs) 3 (81contigs)
ol ol
NI
1860 (74contigs)
(656 contigs)
15 -10 5 0 5 10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6
FC FC
C GxT effect : 1-41[IR/NI] D GxT effect : 18-50[IR/NI]
g R £ IR
Q [s} .
o . o (57 contigs)
LéJ (7 contigs) LéJ
NI NI
(4contigs) (55contigs)
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 -10 -5 0 5 10
FC FC
E GxT effect : IR[1-41/18-50] F GxT effect : NI[1-41/18-50]
5 5
= = 141
3 13'11 i 3 (103contigs)
u (31contigs) o
1860
: 18560
17contigs .
( 9s) (125contigs)
8 6 -4 2 0 2 4 6 -10 -5 0 5 10
FC FC

Figure 7 — Fold-change (FC) distribution

Log2-transformed FC were calculdtevith DEGseq and plotted for each class of effect. (A) Genotype
effect: contigs overexpressed in genotype 1-41 aesepted with positive values (+), whereas contigs
overexpressed in genotype 18-50 have negative values (-). Similarly, (B) treatment effects: IR (+) and NI (-
); (C) genotype x treatment effect for genotype 11R1(+) and NI (-); (D) genotype x treatment effect for
genotype 18-50: IR (+) and NI (-); (E) genotype x treatment effect for treatment IR: 1-41 (+) and 18-50 (-);
(F) genotype x treatment effect for treatment NI: 1-41 (+) and 18-50 (-). The number of contigs

overexpressed is shown in brackets.

A total of 155 “T contigs” (figure 7B) werund, with similar numbers overexpressed in the
two treatments (81 in IR and 74 in NI). Tleien “T contigs” were expressed only in NI

conditions, whereas all the “Tontigs” overexpressead IR conditions werealso found in NI
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sequencing sets, suggesting thew “specific genes” are upgalated in response to water
deficit but that the set of genegpressed in favourable conditiossalso expressed at a lower

level in stressed plants.

Finally, 274 contigs were “GxT” contigs. THarger number of “GxT’contigs than of “T
contigs” suggests that some thfe observed molecular plasticiis under genetic control.
Only 11 “GxT contigs” displayed significantftirential expression Iheeen the IR and NI
conditions in genotype 1-41 (figure 7C), evbas 112 “GxT contigs” displayed such
behaviour in genotype 18-50 (figure 7Dlggesting a more pronounced response in 18-50.
Similarly, 48 “GxT contigs” were differentiallgxpressed between the two genotypes in IR
conditions (figure 7E), whereas 228XxT contigs” were differatially expresse between the
two genotypes for the NI treatment (figure 7Fhese results suggesathdespite the rather
similar expression patterns for the two genosype IR conditions, water deficit induced a
molecular response specific to each genotydesateng different stratgies for dealing with

water shortage durg the dry season.

4.7 Blast2GO functional analysis

Gene Ontology (GO) analysis was perfodmn 9,058 contigs (of 14,460 contigs containing
more than 10 reads). These contigs were assignbublogical processes (BP), with 11 main
subcategories (7,593 contigs),llelar compartments (CC), with five main subcategories
(7347 contigs), and molecular functions (MF)thaeight main subcategories (7,638 contigs).
Consistent with the number ahnotations per category (BP,BAF;), two subcategories were
found to be strongly repreded: > 65% of the contigs we assigned to cellular and
metabolic processes for BP, more than 40 &b were assigned to cells and organelles for
CC, and > 40% were assigned to binding andlgtt activity for MF. Figure 8 shows the
distribution of contigs betweendbke subcategories as a functioriha four classes of effects
(“NS”, “G”, “T", and “GxT" contigs).

The homogeneity of the relativelaitlance of contigs betweeretlsignificant” classes (“G”,

“T”, or “GxT”) and the “not significant” clas (“NS”) in each GO category was assessed with
Fisher’'s exact tests. In BP, “G” contigs weneerrepresented in fowubcategories (response

to stimulus, developmental process, death and multiorganism process). “T” contigs were
overrepresented in only one subcategory (resptmsémulus). Finally“GxT” contigs were
overrepresented in three subcategories (respdo stimulus, death and developmental

process). These differences in relative abunelanggests that genes related to defence
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GO sub-categories

GO categories

Classes of effect

Figure 8 — Distribution of Gene Ontology categories between effect classes

Percentage of contigs annotated for Biological Process, Cellular Component and Molecular Function GO
category (level 2). Non-significant contigs (NS) and contigs displaying genotype (G), treatment (T), or
genotype x treatment (G*T) effects are shown. The raxmn brackets are the numbers of annotated contigs
per class of contigs and GO category. * indicategibigions significantly different between NS and other
classes of effect, in Fisher's exaests with a threshold of 0.05.

reactions are the main contrtbts to differences betweergsificant and “NS” contigs. For
CC, only one subcategory (extracellular regiprgsented a higher relative abundance for all
three types of effect. For MF, “G” contigsere overrepresented in two subcategories
(structural molecule activity and moleculaarisducer activity), whereas “T” contigs were
overrepresented in only one subcategory (moledudansducer activity); for‘GxT” contigs,
two other subcategories (catalytic activity amtioxidant activity) presented higher relative

abundances than “NS”.

4.8 Analysis of metabolic pathways with MapMan

Of the 1,445 contigs displaying significant di#etial expression, the 1,280 “G contigs” did
not enable characterisationggecific molecular processes (ishowing clear coregulation for

genes of the same biosynthesis pathway). 586 of these contiggnany different genes

from different molecular processes weaaetivated, depending on the genotype concerned
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(Additional file 6). In some instances (5% @&” contigs), some bins presented specific
overexpression in one genotype (Additional file Fdr example, contigs related to ethylene
biosynthesis and cell organigm were overexpressed princliyan genotype 18-50, whereas

contigs related to photosynthgsinitrilases, calcium sigrielg and pathogenesis-related

protein bins were overexpresisen genotype 1-41. Serine gteases (9 contigs) were

expressed more strongly in genotype 1-41 4 of 0.038), whereas ubiquitin E3-encoding
proteins (23 contigs) were expressed mstrengly in genotype 18-50 (p-value of 0.096),
suggesting that proteolysisairred via different pathways the two genotypes.

Analysis of the metabolic pathways for “Tbmtigs was limited because of the small number
of contigs (155), which were distributed inveeal bins (Additional file 8). However, the
expression of genes related to carbohydratgadiation and ethylene biosynthesis was found
to be stronger for the NI treatment, wheré¢las expression of genes related to ribosomal
protein synthesis andell development appeared to Iséronger for the IR treatment
(Additional file 7).

Different patterns were observed for “GxT” ¢igs (figure 9): i) Some pathways (25% of
“GXT” contigs) displayed similar patterns ithe two genotypes, buwith responses of
different magnitudes (i.escale plasticity, as defined byhch and Walsh [51]). Photosystem
components tended to be overrepresented in genotype 18-50 in IR conditions, whereas few
differences were observed between conditiongenotype 1-41. Conversely, genes related to
cell organisation and PR-proteins were morelyike be overexpressed in NI conditions in
genotype 18-50 than in genotype 1-41, ii) Mo$tthe pathways (75% of “GxT"contigs)
displayed opposite trends in the two genotypes &i.e-ranking interaain effect [51]). For
example, in the NI treatment, genes tedh to phenylpropanoid biosynthesis, auxin
biosynthesis, heat stress, and light silymglwere overexpressemh genotype 1-41, but
underexpressed in genotype 3@-Conversely, genes relatedglobal primary metabolism
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Figure 9 — Distribution of “GxT"” contigs between metabolic pathways
Each square represents the log2-transformed ratio of abundance between irrigated (IR) and non-irrigated (NI) treatmesusatigr fonegenotype 1-41 (A) and 18-50
(B). Contigs in blue were overexpressed for the IR treatment and contigs in red were overexpressed for the NI treatment.










































































































































































































































































































































