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Kss : Conductance hydraulique spécifique du xylemé&adige entiere

LBLGC : Laboratoire de Biologie des Ligneux et des GeanQultures

Lui : Génotype Luisa_Avanzob

Ne : Densité de fibres par unité de surface

Nmass : Teneur massique en azote de la feuille

Ny oun, : Densité de vaisseaux par unité de surface

p : Probabilité p-value)

P : Pression hydrostatique

P.im : Pression atmosphérique

Pan : GénotypePannonia

PIAF : Physique et physiologie Intégrative de I'ArbreiiEer

PLC . Pourcentage de perte de conductance hydrauliGgueercent Loss of hydraulic
Conductance)

QTL : Loci contrélant un caractere quantitatif@uantitative Trait Locb)

r : Coefficient de Pearson

Rbs : Génotype Robusta

RGR : Taux de croissance relatif Relative Growth Rate)

n : Résistance hydraulique

Ry : Résistivité hydraulique

RuBisCO : RibUlose 1,5 Bisphosphate Carboxylase Oxygénase

S : Pente au point d'inflexion pour les courbes dimérabilité a la cavitation

SLA : Surface massique de la feuilleggecific Leaf Area)

SPI : Index de surface stomatique§tomatal Pore area Indey

SPIR : Spectrométrie Proche Infra-Rouge

(t/b),? . Index de résistance au collapsus pariétal désseaux du xyleme proches du diametre
hydraulique moyen

TCR : Taillis a Courte Rotation

th : Epaisseur de la double paroi pour les couplesa@sseaux appariés

TTCR : Taillis & Tres Courte Rotation

UMR : Unité Mixte de Recherche

UPRES - EA : Unité PRopre Enseignement Supérieur — EquipecliAil

UR : Unité de Recherche

uscC : Unité Sous Contrat

Veau : Volume molaire de I'eau

VPD : Déficit de pression de vapeur d’eaiMgapour Pressure Deficit)

WUE : Efficience d'utilisation de I'eau (Water-Use Efficiency)

WUE; : Efficience intrinséque d'utilisation de I'eau

WUE; st . Efficience instantanée d’utilisation de I'eau
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PORTRAIT D’'UN ARBRE « POPULAIRE »

Le peuplier, sauvage ou cultivé, est une essericénegment commune des zones alluviales.
Il n'a toutefois pas colonisé notre imaginaire aleeenéme pugnacité que d’autres essences
de nos foréts comme le chéne. Il est méme loin aee flunanimité, de part son
comportement pionnier et sa tendance invasive. Smvaise réputation dérive du
déploiement a large échelle et a titre ornementdhtheux peuplier d’ltalieRopulus nigral.

var. ‘ltalica’), ainsi que de peupleraies toutes plus ressertdsdas unes que les autres et tres
répandues sur le territoire. Toutefois, le peupiese limite pas uniguement a ces peupleraies
monotones, ni au peuplier d'ltalie et son portitagt D’autres especes pures comme le
peuplier noir Populus nigral.) ou le peuplier blancPopulus albal.) constituent de
véritables especes emblématiques de nos forétaaddls, auxquelles peut étre rattaché un
certain nombre de symboles. Avant d’aborder degasplavantage scientifiques, j'espére
gue les quelques lignes ci-apres contribuerontlameer au peuplier ses lettres de noblesse...

Bien gu'il existe peu de légendes ou il joue ule réssentiel, on trouve un certain
nombre de symboles rattachés au peuplier des lee@tda Rome antiques. Selon la Iégende
Grecque, Phaéton, le fils du soleil Hélios, obtinpermission de conduire le char de son pére
pendant une journée. Mais effrayé par les animawxZadiaque, il perdit le contrble et
descendit trop bas, commencant a brdler les moesagar son passage. Zeus, craignant la
destruction de I'Univers, le foudroya et le prét@pdans les eaux de I'Eridan (le P3). Ses
sceurs, les Héliades, furent alors métamorphosépsugaiiers noirs le long du fleuve par les
Dieux afin de pleurer leur frere. C'est pourqua tgecs voyaient le peuplier noir comme le
symbole de la mort. Par opposition, le peupliemblaendait la mort lumineuse et était
considéré comme le symbole de la résurrectioneGgtnbolique viendrait de I'histoire de la
nymphe leuke qui, convoitée par Hadés, le dieu des morts, saitsemétamorphosée en
peuplier blanc aux abords du fleuve Achéron, leél sias enfers, afin de lui échapper. Ceux
qui perdaient la vie pouvaient alors garder espnite voyant. Héracles, le plus célebre des
héros de la mythologie grecque, se fit d'ailleung wouronne de rameaux de peuplier blanc

découvert prés du fleuve Achéron, avant de deseemgdt Enfers ramener Cerbére.

Traditionnellement, les peupliers étaient planpg@s les Romains dans les lieux
publics. En fait, le nom de genre lathopulusdérive de I'appellation romarerbor populi

signifiant « I'arbre du peuple ». La légende vegdlément que le peuplier tremble tienne son
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nom de sa comparaison avec le peuple, qui commées#ies, s'agite au premier coup de

vent. Le peuplier a été largement planté sur leodérl830-1848 comme arbre de la liberté et
ambassadeur du peuple. Il a également ému parésa gombre de peintres illustres des
courants impressionniste et postimpressionnistent®iaul Cézanne, Paul Gauguin, Camille
Pissarro, Vincent van Gogh, et surtout Claude Moaateur d’'une série de plus de 20

tableaux le mettant en scéne entre 1890 et 1891.
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PEUPLIER ET POPULICULTURE

Les peupliers sont des plantes supérieures ligeeusegiospermes Eucotylédones
appartenant a la famille des Salicacées. Cettelléamest composée de deux genres
principaux : le genre éponyn&alix regroupant entre autres les especes de sauléssitrsl

et le genrePopulusregroupant les especes de peupliers. Les espécessddeux genres
partagent bon nombre de caractéristiques commangg, autres une croissance extrémement
rapide caractéristique des especes pionnieres, fanme propension a la multiplication
végétative, et la production de grandes quantiégrdines a fibres cotonneugBsckmann &
Kuzovkina 2008)

Taxonomiquement, le genf@opulus est composé d’'une petite trentaine d’espéeces
réparties en 6 sections botaniquéddsq Aigeiros Leucoides Populus Tacamahacaet
Turangd sur la base de criteres a la fois morphologigee€cologiquegDickmann &
Kuzovkina 2008) I'opinion de certains auteurs diverge toutefsis le nombre d’espéces,
notamment en raison des nombreux phénomenes diayloms inter-spécifiques au sein du
genre(Eckenwalder 1996)Les vestiges les plus anciens de peuplier proeiende feuilles
fossilisées trouvées dans des formations de lduiRaléocéne dans le Nord-Ouest des Etats-
Unis (-58 millions d’annéesCollinson 1992, et appartiendraient a un ancien taxon de la
section Abasq Populus wilmottaeCockerell aujourd’hui disparu. D’autres tracessfles
suggerent que les membres des autres sectionsrgespparus plus tardivement au cours de

I'Oligocéne, du Miocene et du Pliocetteckenwalder 1996)

Les peupliers sont des espéces dioiques, diplpidesfeuilles caduques (ou
exceptionnellement semi-sempervirentes) et a psdiion anémophile. Actuellement, l'aire
naturelle de répartition du gerfPepuluscouvre la quasi-totalité de I'hnémisphére Nord (&ta
Unis, Canada, Europe, Afrique du Nord, Russie, €ElinJapon) ; aucun peuplier ne pousse a
I'état spontané dans I'hémisphére Sud, mais illasfement planté par 'lHomme dans les
régions tempérées de I'Argentine et du Ckilickmann & Kuzovkina 2008)De facon
géneérale, les peupliers sont présents aux abosdtedains humides en bordures de rivieres
ou de fleuves, voire dans les vallées et plainewiales temporairement inondées ; ils sont
par conséquent, pour la plupart trés bien adaptssaégimes hydrologiques dynamiques.

12n=38
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On trouve toutefois quelques espéces parfaitendayitées aux régions désertiqgues de part
leur comportement phréatophyfopulus euphratic®liv. et Populus pruinos&chrenk dans
la sectionTurangd. En France, seules trois especes pures sonnpesse I'état spontané : le
peuplier noir Populus nigraL.), le peuplier blancRopulus albaL.) ainsi que le peuplier

tremble Populus tremuld..).

La grande particularité du genPepulusréside dans la quasi-inexistence de barrieres
entre especeStanton 2009)Les hybridations inter-spécifiques sont possileliespontanées
entre especes d'une méme section botanique malendga entre certaines especes de
section différentes, pour peu que les especes gueR vivent dans des zones sympatriques
(Eckenwalder 1996)Cette caractéristique quasi-unique chez les arbrplique la grande
variabilité morphologique présente au sein du gamsi que les difficultés rencontrées par
les botanistes pour classer les espéces. Certhyieglations sont toutefois impossibles,
méme en conditions contrélées, comme c’est le ioie E2s membres de la sectidopuluset
ceux des sectionAigeiros Tacamahacaou encoreLeucoides D’autres hybridations sont
quant a elles unidirectionnelles, I'exemple typidgiiant celui des hybridd®opulus deltoides
x P. nigra (syn.P. xeuramericana qui n’est possible que dans le séhdeltoideg?) x P.
nigra (3).

L’hybridation inter-spécifique est a I'origine di¢veloppement de la populiculture et
constitue le principal moteur des programmes daticné et de sélection variétaf&tanton
2009). Les descendants; Fssus des croisements présentent généralemerfodaevigueur
hybride {.e., phénoméne d’hétérosis) en terme de productiVitd&ron & Ceulemans 2006 ;
Marron et al. 2006 ; Marron, Dillen & Ceulemans 2007 ; Dilleh al. 2009); maitrisée,
I’hybridation peut donc permettre de combiner ain sEindividus des caracteres d’intéréts
présents chez les deux parents appartenant a psesdistinctes. En Europe, la plupart des
cultivars commercialisés sont des hybrides intécHjgues issus de croisements entre trois
especes, deux originaires des Etats-URisp(llus deltoidesBartr. ex Marsh. ePopulus
trichocarpa Torr. & Gray) et une originaire d’Europ®dpulus nigralL.). Les hybrides de
type Populus deltoides< P. trichocarpaou Populus trichocarpax P. deltoides(syn. P.
xinteramericand, qui présentaient une résistance totale au chgmpi pathogéne
Melampsora larici-populingl’agent de la rouille foliaire), ont dominé lesntes de cultivars
jusqu'en 1997 (le cultivar Beaupré notamment), date a laquelle de nombreux
dépérissements se sont produits en raison du coetment des résistances qualitatives par de

nouvelles souches virulentes. Depuis, les ventesullvars sont dominées par les hybrides
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de typePopulus deltoides P. nigra; en 2009, ce type de cultivars représentait ptug o
des ventes, et a I'horizon 2020 ils devraient regméer 95% des surfaces plantégsvolle-
Cazat 2003)Ces cultivars sont pour la plupart issus de @agnes de sélection des pays
voisins (Belgique, Italie et Pays-Bas); en Franlee.création du Groupement d’Intérét
Scientifique (GIS) Peuplier en 2001, regroupanHCEL (aujoud’hui FCBA), le Cemagref
et 'INRA, a permis de structurer le programme §@is d’amélioration génétique du peuplier
et les premiers cultivars homologués devraient @éployés dans les prochaines années.
L’objectif de ces programmes d’amélioration estfdernir aux propriétaires forestiers le
matériel génétique le mieux adapté aux exigenadmshelles et au mode de culture pour la
production de bois. Jusqu’a présent, les criteeeséiection ont été centrés sur la productivité,
la forme et le degré de branchaison ainsi que dsteince aux pathogénes (rouille foliaire,

brunissure des feuilles et chancre bactériBe)thelotet al. 2005)

En France, les surfaces plantées en peuplier sement plus de 235 000 KBAO

2008) soit moins de 2% des surfaces boisées (35% mowhéne et 8% pour le hétre).
Toutefois, la forte productivité, la faible durée dotation et l'utilisation de techniques
productivistes a la frange de I'agriculture et desllviculture (plantations monoclonales
régulieres, intrants) permettent de compenser metit les faibles surfaces populicoles, tant
et si bien que le peuplier représente la deuxiésseree feuillue récoltée en volume de bois
d’ceuvre (1.5 millions de Ppar an), derriére le chéne. Le bois produit esermtellement
utilisé en déroulage et en sciage pour la confeadiemballages Iégers, et dans une moindre
mesure pour la production de pate a papier. Pl@ues| en paralléle des conduites culturales
classiques sur des rotations de 15 a 20 ans, tehuites culturales en haute densité de type
taillis a courte ou tres courte rotation (TCR etCR;, respectivement) devraient a I'avenir
prendre une importance considérable. De telleswtaslculturales pourraient a la fois jouer
le r6le de puits de carbone et donc mitiger lestefflu changement global tout en assurant la

production d’énergie renouvelakileberloo et al. 2009)

Jusqu’a présent, la populiculture était cantonnéajoritairement aux plaines
alluviales, la ou la ressource en eau ne congiéiseun facteur limitant a la production. C’est
pourquoi pres de 80% des surfaces plantées satgeisma trois grandes zones populicoles en
France : i) la Picardie et le bassin Parisieii) (a région Poitou-Charentes et le bassin
Aquitain, et (i) la région Centre et la basse vallée de la Ldicaitefois, 'augmentation des
evenements climatiques extrémes de type canicuk®dteresse prévue a moyen et long
termes dans le cadre du changement glfdakhl & Tebaldi 2004 ; IPCC 200 pourraient
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affecter la productivité des plantations futufesustauet al. 2005) particulierement dans les
zones hors vallées. Dans ce contexte, une facsormage d’ajuster les cultivars aux éxigences
stationnelles et de faire face aux modificationsnatiques prédites serait de disposer de
ressources génetiques productives mais aissafables de produire une méme quantité de
biomasse a moindre codt en eau, autrement dit uldsacs efficients pour l'utilisation de
I'eau, et {i) capables de limiter I'impact de contraintes édgpds ponctuelles et modérées

sur leur niveau de productivité, autrement ditcdsivars tolérants a la sécheresse.
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PROBLEMATIQUE, OBJECTIFS ET STRATEGIE

Les travaux présentés dans cette these peuventeftiacés dans le cadre général de la

thématique des deux équipes de recherche dan®liesils ont été développés.

La thématique de recherche de I'equipe « Ecoplogi® et Biologie Moléculaire des
Ligneux » du Laboratoire de Biologie des Ligneuxdes Grandes Cultures de I'Université
d’Orléans (LBLGC, UPRES-EA 1207 — INRA USC2030 Agbret Réponses aux Contraintes
Hydrique et Environnementales) vise a développer approche intégrative afin d’identifier
chez le peuplier les bases écophysiologiques eéaulaires impliquées dans les variations
génétique et phénotypique de caracteres complexagérdt comme le potentiel de
croissance, l'efficience d'utilisation de I'eau (VY et la tolérance a la sécheresse. Cette
thématique est développée en combinant des aprammaplémentaires (écophysiologie,
génétique quantitative, épigénétique, protéomiqueamscriptomique) sur différents fonds
génétiques [compartiment cultivé (hybrides integesfiques P. xeuramericana et P.
xinteramericand versuscompartiment sauvagé’dpulus nigrd]. Sur le plan appliqué, les
travaux ont pour objectif final d’'une part de jugler la possibilité de sélectionner du matériel
génétique a la fois performant et adapté aux egggstationelles (compartiment cultivé), et
d’autre part de fournir des informations utilesaacbnservation des ressources génétiques
naturelles (compartiment sauvage). Ces travauxreatisés en étroite collaboration avec les
centres INRA d’Orléans (Unité ‘Amélioration, Gémpte et Physiologie Forestieres’), de
Clermont-Ferrand (équipe YDRO de I'UMR INRA-UBP ‘Physique et Physiologie
Intégratives de I'Arbre Fruitier et Forestier’), ddancy (équipe Bioclimatologie et
Ecophysiologie de 'UMR INRA-UHP ‘Ecologie et Ecogiologie Forestiére’) et de
Bordeaux (équipe Geénétigue de I'UMR INRA-Bordeaux ‘Biodiversité, Genes et

Communautés’).

La thématique de recherche de I'équipe « Xylemee» I'Unité Amélioration,
Génétigue et Physiologie Forestieres (UR INRA 5883e a identifier les bases
physiologiques et moléculaires impliquées danstmétion du boisife. le xyleme). Le bois
de tensiohest utilisé comme modéle d’étutieilateet al. 2004)et la stratégie repose sur une
démarche de génomique fonctionnelle classique amtl) I'identification en masse de génes

par des méthodes de séquencage systématique (B8Tdpnalyse globale d’expression

! Le bois de tension est le bois de réaction desospgrmes. Il se forme sur la face supérieure digéaen
réponse a une modification de l'orientation de ¢'gar rapport a la verticale. Il présente des taratiques
anatomiques, biochimiques et mécaniques tres diffés du bois « normal », la caractéristique ppadei étant
la présence de fibres gélatineuse (fibres G) rielmesellulose cristalline et peu lignifiées.
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(puces a ADN), i{) pour les candidats intéressants, la localisat&ltulaire et subcellulaire
dans le xyleme des protéines par des méthodes dimlmcalisation, etii{) la validation
fonctionnelle des géenes identifiés par géenétigwerse (transgénése). Sur le plan appliqué,
les travaux ont pour objectif d’identifier les maanes physiologique et moléculaire

impliqués dans le déterminisme des propriétéststrales du bois a I'échelle macroscopique.

Les travaux de recherche entrepris sur peuplies ttaxe Ecophysiologie au LBLGC
ont jusqu’a présent été conduits essentiellemens da contexte appliqué de sélection. La
majorité des études a porté sur les principauxveutt Populus deltoides< Populus nigra
commercialisés en Europe. Ces travaux ont faifétotle trois théses de doctorat (N. Marron
2000-2003 ; R. Monclus 2002-2006 ; L. Bonhomme 2P089) et ont permis de mettre en
évidence une large gamme de variations génotypigoesdes caractéres complexes comme
le potentiel de croissance, WUE et la toléranca sécheresse, et ce quel que soit I'age des
arbres et I'environnement de croissance (serrepinjgge — peupleraig)Marronet al. 2005 ;
Moncluset al. 2005 ; Moncluset al. 2006 ; Bonhommet al. 2008) L’efficience d’utilisation
de l'eau a été abordée au niveau foliaire a detlrellss de temps distinctes : a I'échelle
instantanée au travers de mesures d’échanges deuwazine échelle plus intégrée a 'aide de
I'outil isotopique {oir Encadré 1G1) (Marronet al. 2005 ; Moncluset al. 2006 ; Bonhommet
al. 2008) Des indicateurs morphologiques du niveau de motddte, simples et tres fiables
tels que la surface foliaire maximale, ont été iiiés (Marron et al. 2005 ; Moncluset al.
2005 ; Moncluset al. 2006) Aucune relation directe n'a pu étre mise en éwideentre
productivité et WUE, suggérant ainsi la possibitig@¢sélectionner des génotypes possédant a
la fois un fort potentiel de croissance et uneefdtUE (Marron et al. 2005 ; Moncluset al.
2005 ; Moncluset al. 2006 ; Bonhommet al. 2008) De méme, aucun lien évident n’a pu étre
mis en évidence entre d'une part le potentiel adessance et le niveau de tolérance a la
sécheresse, et d'autre part WUE et la toléranaesadheresd@loncluset al. 2006) Enfin, la
forte relation observée entre la discriminatiortdpiue vis-a-vis du*C et la conductance
stomatique laissait supposer que les variationergbses pour WUE étaient largement
controlées par des différences de fonctionnemdrdir® en phase vapelMonclus et al.
2006)
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Encadré IG1. Efficience d'utilisation de I'eau et discriminati on isotopique vis -a-vis du *°C

L'efficience d'utilisation de I'eau (WUE) peut étéfinie a plusieurs échelles spatiales et temlesreA
I'échelle intégrée de la plante entiére, elle eftnie comme le rapport entre la biomasse accumetda
quantité d’eau utilisée pour produire cette quéardié biomasse. A I'échelle foliaire et instantan®&JE est
définie comme le rapport entre le taux d'assimoiatnette de CQet le taux de transpiration (WUE.
WUE;,, peut étre décomposé en deux composantes : I'uvieoenementale liée au déficit de pression
vapeur d’eau de I'air, l'autre entierement biolagidié a la régulation stomatique des échangesadeCptte
derniere composante est appeddécience intrinseque d'utilisation de I'eau (WUE), et correspond al
rapport entre I'assimilation nette de £€ la conductance stomatique a la vapeur d’A&a)(

WUE; peut étre estimée indirectement, sur un pas dpsemégré a I'échelle de la vie de la feuille, das
mesures de discrimination isotopique vis-a-vis-tflide la matiére organique foliaira)( Le principe de ceq
mesures est détaillé ci-aprés. Il existe deux fsesostables du carbone :*f€ et le™C. L'isotope le plus
abondant dans le GQatmosphérique est EC (environ 98.9%). Ce dernier présente un encomémer
stériqgue moins important que &€, & I'origine de propriétés physiques et biochimeis différentes. Ainsi, Id
12Co, diffuse plus facilement depuis I'atmosphére vessdites enzymatiques de la Rubisco ; ensuitéCta,
est également préférentiellement fixé par la Rubisa conséquence directe est un appauvrisseméfc ere
la matiere organique des feuilles.

La discrimination isotopique vis-a-vis diC de la matiére organique foliaire permet de qtiantiet
appauvrissement. Elle est calculée a partir dmfaposition isotopique §) de I'échantillon ; les valeurs de
s’expriment par rapport a un standard, a savoida Dee Belemnite (un fossile calcaire du crétamé/é a
Pee Dee en Caroline du Su@yaig, 1957).

5échanti|lon(%°) = [(Réchantillon' Rstandara / Rstandarl % 1000 (1)

0U Rechantiton €t Retandara Feprésentent le rati®®C/**C de I'échantillon et du standard, respectivemées

mesures de sont effectuées a l'aide d’un spectrométre de enassanalysant les ratios F&0,/**CO,

produit par combustion des échantillons. La mat@nganique contenant moins &€ que le standard, le
valeurs ded sont négatives. Laliscrimination isotopique vis-a-vis du®3C (A) de la matiére organiqu
foliaire est ensuite calculée de la fagon suivante

A (%o0) = (Gair — dechantion) / [L + @echantiion/ 2L000)]  (2)

avecd,ir = -8%o.

En quoi A est-il indicateur de WUE ? Le lien entre les deux paramétres peut étre atéplau
travers du modéle de photosynthése pour les plent€s proposé par Farquhérarquhar, von Caemmerer
Berry 1980 ; Farquhar, O’Leary & Berry 1982 ; Fdrgu& Richards 1984voir aussiFarquhar, Ehleringer &
Hubick 1989 pour une revudequel prédit qués dépend de la diffusion du G@u niveau foliaire ainsi qug
des réactions biochimiques. Le modéle comporterfmes décrivant chacun un processus influant su
discrimination : i) la diffusion a travers la couche limitaj)(la diffusion a travers les stomatesi)(la
diffusion depuis les espaces gazeux intercellidgirequ’aux sites enzymatiques de la Rubisedq fixation
par la Rubisco, et la photorespiration et la respiration liée auleyde Krebs. En regle générale, le mod
est simplifié en négligeant les processus de franBment liés aux points),( (iii) et (/). Connaissant leg
fractions molaires de GQlans I'atmospherecd) et au niveau des sites évaporants intercellddxe A peut
alors étre prédit :

A=a+(b-a)x(clc)  (3)

oua représente le coefficient de fractionnement caasda diffusion au travers des stomats @.4%o), et
représente le coefficient de fractionnement cawmélg Rubisco lors du processus de carboxylatmr |
27%o).

Par ailleurs, I'assimilation nette de €(@) est fonction de la conductance stomatique ay (@&, et dec; et
C, Si bien que :

A=dcoz % (Ca-C) (4)

Sachant que la conductance stomatique a la vapeam @) est égale a 1.6 foigco, et en réarrangeant le
équations (3) et (4)\ peut alors étre relié linéairement et négativeradmUE :

WUE; = Algs = (c/1.6) x [b-A) / (b - a)] (6)

\wuUJ

h

I la
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[
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Dans les études précédentes, la feuille a généeale été considérée comme un
niveau d'étude privilégié pour la compréhension dastions hydriques et carbonées de
I'arbre puisqu’elle est a la fois le site des psmes de transpiration et de photosynthése.
Toutefois, la régulation des échanges de gaz steffeen étroite coordination avec les
capacités d’alimentation en eau de la plante esehaquide afin d’éviter tout desséchement
|étal. Si la transpiration peut étre considérée roente déterminant majeur de I'état hydrique
de la plante, elle représente également le motediadcension de la séve brute. L'essentiel
des transferts de seve brute en phase liquide émsuré par le xyleme, les propriétés
structurales et fonctionnelles du xyleme liées m afficacité de conduction mais aussi a ses
dysfonctionnements peuvent étre considérées conume des déterminant majeurs du
fonctionnement foliaire, et donc de la croissance g&néral (Mencuccini 2003) Par
conséquent, la caractérisation de I'architecturgrdnylique pourrait fournir une vision plus
compléte des relations hydriques et carbonées iaudss hybrided?opulus deltoides< P.

nigra.

L'objectif général de cette these visait a caracté&er I'architecture hydraulique
des hybridesPopulus deltoides< P. nigra et a juger des relations avec le fonctionnement
hydrique et carboné de l'arbre en conditions d’irrigation contrastées. Les objectifs

spécifiques de la thése étaient :

(1) de caractériser la gamme de variations structuralest fonctionnelles du

xyléme entre génotypes et de préciser les relatiossucture - fonction.

(i) d’évaluer et quantifier 'impact d’une contrainte hydrique sur les propriétés

structurales et fonctionnelles du xyleme

(i)  de juger des liens entre la structure et la fonctio du xyleme avec d’autres
caractéres intégrés indicateurs du fonctionnement ydrique et carboné de

I'arbre

Afin de répondre a ces objectifs, nous avons délawé huit génotypeBopulus deltoides

P. nigranon apparentés et contrastés pour leur discrifnimigotopique vis-a-vis dtfC (A)

sur la base des données précédemment obtenuespiamem en condition hydrique non
limitante sur un set de 29 génotygb®ncluset al. 2005) L'ensemble des expériences a été

réalisé en pépiniére, a partir de plancons enractepuis au moins un an. Le dispositif
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expérimental comprenait deux parcelles jumelleaesps de 15 metres, I'une régulierement
irriguée et l'autre non irriguée. Les mesures gisté&matiquement été effectuées sur la tige
principale de l'année. Les propriétés structuradess xyleme associées a l'efficacité de
conduction et aux propriétés mécaniques ont étactaisées, de méme que les deux
principaux aspects du fonctionnement hydrauliquexgdéme (efficience de conduction et
vulnérabilité a la cavitation). Le fonctionnementhque et carboné de I'arbre a quant a lui
éte abordéi) a I'echelle de la feuille a l'aide de caractenesrphologiques et structuraux
(e.g. surface massique foliaire, morphologie des stospade fonctionnelse€(.g. potentiels
hydriques, échanges de gaz, discrimination isot@pids-a-vis dd*C), et {i) & I'’échelle de la
plante entierevia I'estimation des performances de croissarmcg. biomasse aérienne, taux

de croissance relatif).

Le manuscrit est articulé de la fagon suivante. téwee de la littérature visant a présenter les
principaux concepts utiles a la compréhension cctfionnement hydraulique et de son
implication potentielle dans le fonctionnement hgde et carboné de I'arbre est d’abord
effectuée. Les résultats du travail de these somtite présentés sous la forme de trois
chapitres, correspondant chacun a un article a&cept prochainement soumis pour
publication ; certains résultats non publiés soatfqis présentés a titre complémentaire.
Notre démarche a consisté d’'abord a juger de l'mnd@ des variations structurales du
xyleme entre génotypes, avant d’entreprendre engiis mesures plus fonctionnelles ;
I'ordre de présentation des chapitres souligneadtmarche. A l'issue des trois chapitres, les
principaux résultats acquis dans le cadre de emitraont restitués au regard des objectifs
initiaux, et les perspectives de recherche les pitéressantes sont enfin évoquées. A ce
niveau, un axe de recherche visant a identifiebleses physiologiques et moléculaires de la
plasticité structurale du xyléeme en réponse a thex@sse a été initié dans le cadre de ma
thése ; les résultats de cet axe étant en counslgise, ils sont présentés en perspectives de

travail.
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L'objectif de cette partie est de présenter briemeimles concepts et les connaissances
actuelles utiles a la compréhension de la problénmatet des articles présentés par la suite.
Elle traite majoritairement de la circulation dedu en phase liquide dans le systeme
vasculaire et de ses limites de fonctionnemens; n®uvements d’eau dans le systeme
extravasculaire ainsi que ceux en phase vapeurabamtiés mais ne sont pas spécifiquement
traités. On pourra pour cela se reporter a certaingages ou certaines synthéses comme
ceux deNobel (1999)ou Steudle (2001)

1. RAPPELS SUR LA CIRCULATION DE L'EAU DANS LE CONT INUUM SOL -
PLANTE - ATMOSPHERE

1.1. Bases thermodynamiques des mouvements d’eau en phase liquide

La force motrice responsable des flux d’eau dansysteme d’'un point A vers un point B
dépend de I'état énergétique de I'eau en ces deimtsp En physiologie, I'état énergétique de
I'eau est caractérisé par le potentiel hydrigq¥f¢, ne grandeur thermodynamique intensive
qui détermine sous certaines conditions le senkingénsité du flux entre deux points
distincts.¥ est défini comme « le travail volumique qu'il fefatrnir a I'eau du systéme pour
la ramener a un état de référence (eau ‘librest-éladire I'eau pure a la température du
systeme et a pression atmosphérique) ». De fagenfpimelle,¥ est défini par rapport au

potentiel chimique de I'eau et peut étre décriladacon suivante :

Y = (Ueau- Heay) / Veau (1)

ol Heau (J Mol*) représente le potentiel chimique de I'eau darsy#éme considér@®eay (J
mol™) représente le potentiel chimique de I'eau & f'&tndard (eau pure & pression
atmosphérique et a méme température que le systemag), représente le volume molaire
de I'eau (18x18 m® mol!). Fondamentalemeri¥ s’exprime en J M ou encore en N 1 or,

une force d'un Newton exercée sur une surface ditiest égale a un Pa, d’ou I'expression
usuelle deF en MPa. Par définition¥’ dans I'état standard est égal a zéro. Si I'eaticmier

de I'énergie pour revenir a I'état de référenegst positif ; si au contraire il faut fournir de
I'énergie pour ramener I'eau a I'état de référenBegst négatif. Chez les plantég,est la
plupart du temps négatif. Une différence¥ientre deux points indique que I'eau n’est pas a
I'équilibre énergétique et qu’elle aura tendanse @éplacer depuis un point A ¥est élevé

vers un point B oW est plus faible.
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Dans un contexte cellulair®, posséde deux composantes :

Y=P-n (2)

ou P représente la pression hydrostatiquer eeprésente la pression osmotique. Dans un
contexte de transferts au sein du systéme vaseulaircomposante osmotique peut étre
négligée puisque la seve brute est une solutienditaée ; on considére que les mouvements
d’eau se font donc uniquement en réponse a unéreliffe de pression hydrostatique, a ceci
prés queP est négatif car I'eau circule sous tension. A ntbeitefois qu’'une composante

gravitationnelle contribue a diminue¥ d’environ 0.01 MPa tous les métres; cette
composante sera négligée dans la suite de la sgntmais sa contribution peut devenir

importante pour les arbres de trés grande taille.

1.2. La théorie de la Tension-Cohésion

En regle générale (hors phénomeénes de poussénaires), la séve brute circule depuis les
racines jusqu’aux feuilles sous tension, c'estra-dides pressions négatives. Le mécanisme
de circulation, simple en apparence, extrémemditaeé et non colteux pour la plante (la
vaporisation de I'eau par le soleil au niveau daglles fournit I'énergie nécessaire), fait
appel a des principes physigues plus complexes.médxsanismes sous-jacents sont décrits
dans la théorie de la Tension-Cohésion proposé®pan & Joly depuis maintenant plus
d’'un siecle(Dixon & Joly 1895) Bien qu’elle ait été sujette a controverse, mé&meore
récemmen{Canny 1995 ; Canny, Huang & McCully 2001 ; Zimmamnet al. 2004) cette
théorie vaut toujours comme référence pour explidgienécanisme d’ascension et un grand
nombre de faits expérimentaux sont depuis venusirdssthéorie(e.g. Holbrook, Burns &
Field 1995 ; Pockman, Sperry & O’Leary 1995 ; SteulP95 ; Sperret al. 1996 ; Cochard,
Améglio & Cruiziat 2001 ; Tyree, Cochard & Cruiz2B03 ;voir aussiSteudle 2001 ; Tyree

& Zimmermann 2002 ; Angelest al. 2004)

De fagon simple, lI'eau est littéralement «tiréeers le haut sous leffet de
I'évaporation de la séve brute dans les cavités-stamatiques des feuilles, grace a la
structure nanoporeuse des parois pectocellulosigeasscellules mésophylliennes et aux
propriétés cohésives des molécules d’eau. De falpanspécifique, elle peut étre résumée par

les quelgues dogmes fondamentaux suivants :
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(i) La seve brute forme un réseau continu de colofigegles depuis les racines
responsables de I'absorption, jusqu’aux feuilles'@ifectue le processus de transpiration. La
continuité des colonnes d’'eau est rendue poss#nidapforte cohésion des molécules d’eau
entre elles et donc par la forte tension de surflecBeau. Quatre vingt dix neuf pourcent du
trajet ont lieu dans les conduits du systeme vageu(le xyleme), les 1% restant du trajet
ayant lieu dans le systeme extravasculaire (codeixaire et mésophylle foliaire).

(i) La structure nanoporeuse des parois pectocelules des cellules
meésophylliennes bordant la cavité sous stomatiguengt la formation de ménisques eau-air
de quelques nanomeétres de diameétre, a l'interfatre éa séve arrivée a I'extrémité du trajet
et la chambre sous-stomatique ou a lieu la vagmisde 'eau.

(i) L’énergie recue a la surface des feuilles créedifierence de pression de vapeur
d’eau entre la surface foliaire et I'intérieur defeuille, ce qui entraine la vaporisation de
'eau (passage de l'état liquide a I'état vapels. vaporisation de I'eau au niveau des
ménisques eau-air généere des tensions capillaiiesngrainent une diminution du potentiel
hydrique de I'eau dans les régions adjacentesakoir de la continuité des colonnes d’eau,
ce changement d’état énergétique est instantanémaastéeré dans I'ensemble de la plante,
les régions proches de la surface transpirantetitommant a des potentiels hydriques plus
faibles (des tensions plus fortes) que les régmashes des racines. Le gradient de potentiel
hydrique AY) ainsi généré est responsable du sens et denliiiéedu flux de seve brute.

(iv) La séve brute circule sous tension et donc eratssde la valeur de tension de
vapeur saturante correspondant a la températuda déve. Autrement dit, la séve brute
circule dans un état instable, également appeléstadtie. Une phase gazeuse plus stable, a
pression atmosphérique, peut donc apparaitre @apbdse liquide : c’est le phénomene de
cavitation. Lorsqu’il a lieu, de la vapeur d’eawlolord, puis de l'air ensuite, envahissent tout
le conduit qui est alors cavité. Une fois I'air @gsion atmosphérique, le conduit n’est plus
fonctionnel et est alors embolisé. Néanmoins,riactire intrinséque des conduits vasculaires
ainsi que la forte cohésion des molécules d’eatriborent tres largement a limiter les risques
de cavitation dans des conditions de fonctionnemenbrmales ». Nous reviendrons en
détails sur ces aspects plus tard.

(v) L’arrét du processus de transpiration entraiagdt de la circulationA¥ = 0). Le
potentiel hydrique est alors le méme dans toutepéeties de la plante. En considérant cet
equilibre comme parfait, le potentiel hydrique deplante équivaut alors a celui du sol : ce
potentiel est appelé potentiel hydrique de basaot&r que si le sol n’est pas saturé en eau

(Wso < 0), la séve brute restera sous tension, makgsédnce de flux.
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Cette théorie de I'ascension de I'eau est apptelésion-cohésioncar ) la force motrice a
I'origine du flux est généré par lésnsions capillairesen réponse a la vaporisation de I'eau,
et (i) c’est lacohésion des molécules d’eaentre elles, grace a des liaisons hydrogenes, qui
permet le développement des tensions sans qu’iih’ysauf cas exceptionnels, rupture de la

colonne d’eau.

1.3. Modélisation des transferts hydriques dans le continuum Sol - Plante - Atmosphére

Avant d’aborder les paragraphes suivants, il esesgaire de présenter un certain nombre de
concepts et de paramétres que nous utiliseronacoe fécurrente dans la suite du manuscrit,

notamment les notions de conductance, conductiésistance et résistivité hydraulique.

Les plantes sont a l'interface de deux milieuxsdé et 'atmosphére, I'ensemble des
trois maillons formant le continuum Sol - PlanteAtmopshere (CSPA) au sein duquel
s’effectuent les processus de transferts d’eaumas/ements d’eau entre deux points A et B
du CSPA peuvent étre formalisés de facon simpleapalogie a la loi d’Ohm qui décrit les
mouvements de charges électriques dans un cireoipasé d’'un ensemble de résistances en
série(Van den Honert 1948A chaque organe ou ensemble d’organes est aecxige une

valeur de résistance (ou son inverse, une conduetan flux Eig. S1).

9 dans le continuum Sol - Plante - Atmosphére. Dans

_ﬂ% Fig. S1 Analogie Ohmique du flux de seéve brute

OGvapeur sa forme la plus simpliste, une valeur de
3 9s conductance moyenne est associée a chaque
D organe et les conductances sont traitées en série.
feule Les conductances en phase liquide sont indexées
-0.7 MP3 k; les conductances en phase vapeur sont
indexées g (gs, conductance stomatique; da,
conductance de la couche limite). Les valeurs de
potentiel hydrique (¥) sont des valeurs moyennes
données a titre indicatif. Le gradient de potentiel
hydrique (A¥) conditionne le sens et l'intensité du

flux de seve brute.

Kiquide L’analogie Ohmique reste le modéle le plus utilisé
pour la caractérisation du fonctionnement
hydrauligue des arbres. Toutefois, le modele
présenté ici est un modéle simplifié car (1) |l
considére I'ensemble des conductances en série

W¥racine = alors que dans des systemes complexes comme le

0.2 MPa houppigr d'un Eelr_bre les branc\hes sont 'a la _fois

associées en série et en paralléle, et (2) il ne tient

/ pas compte des effets capacitifs de chaque organe.

4 Modifié d’apres Tyree & Ewers (1991).

AY

_‘I’sol =
-0.05 MPa
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De facon générale, le flux d'eaf,(kg s%) entre deux points A et B suit I'équation
généraliste suivant@lobel 1999).

Fas = coefficient de proportionnalité x force motrice (3)

Nous avons vu que la force motrice responsabletrdesferts d’eau en phase liquide était
générée par une difféerence de pression hydroseat{ge. une difféerence de potentiel
hydrique, MPa). Par ailleurs, le coefficient de pmdionnalité est conventionnellement
appelé conductance hydrauliqlg kg s MPa?) et représente une caractéristique intrinséque
indicatrice du niveau de résistance au flux. LéBdints termes de I'équation (3) peuvent

alors étre réarrangés pour donner :

Fag =knag X (Pa - ¥B) =knag X APag 4)

A partir de cette équation, il est clair que pone waleur donnée d&¥ g, I'efficacité du flux
entre A et B dépend de la valeurldes. Il est important de noter que I'équation (4) péetie
appliguée en n'importe quels points du trajet dsélee brute. Par conséquent la conductance
hydraulique (ou la résistance) peut étre une o@ratijue intrinseque de la plante entiére,
d'un organe, d'un segment de tige... A I'échelle ldeplante entiére, la conductance
hydraulique dépendra a la fois des propriétésajattvasculaire (flux axial) et extravasculaire
(flux radial). A I'échelle de la tige ou d’'un segmede tige, la conductance hydraulique
dépendra uniquement des propriétés du trajet \aiseulnotamment des caractéristiques

morphologiques des conduits vasculaires.

L’inverse de la conductance hydraulique est appeEdstance hydrauliquen(= 1k,
MPa s kd). Les résistances étant additives en série, d@nera utiliser cette notion lorsque
I'on cherche a savoir comment sont partitionnéegdsistances au flux au sein de la plante
(Tyree & Zimmermann 2002)La notion de conductance hydrauliqgue est quardlié

généralement préférée lorsque I'on raisonne eneediefficacité de flux.

La conductivité hydraulique entre deux points BeK g, kg m ' MPa?) est égale
a kn as multipliée par la distance entre les deux poirdes@érés Axag, m). En d’autres
termes, la conductivité hydraulique est égale ax @'eau entre A et B divisé par le gradient

de pression hydrostatique qui génére le fN¥ {g/AXag) :
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Kh ag = kh ag X AXag = Fag / (AY as/AXag) (5)

Contrairement &, K, ne dépend pas de la longueur du trajet parcouwanidoins, c’est une
grandeur qui ne peut étre calculée que lorsquéstarste parcourue est connue ; c’est le cas
lorsque les mesures sont effectuées sur des seguheige de faible longueur. A l'inverse,
calculer la conductivité a I'échelle de la plantatiére est difficilement concevable, la
distance des trajets extravasculaires ne pouvaatidgntifies. L'inverse de la conductivité

hydraulique est appelé résistivité hydrauligRe£ 1K, MPa s kg m?).

Les parameétres décrits ci-dessus ne sont géndmalepas utilisés tels quels pour
décrire I'efficience du transport de séve brutesdan contexte physiologique. On préfere
donc normaliser les données de conductance ou muctivité hydrauliquei) soit par la
surface effective de conduction xylemienne lorstpgemesures concernent les flux axiaux,
(i) soit par unité de surface foliaire alimentégree & Ewers 1991 ; Cruiziat, Cochard &
Ameéglio 2002) Les conductances ou conductivités ainsi normedissont indexées par le
suffixe spécifique.

(i) La conductance hydraulique spécifique du xyléme Kg s' m? MPa') est calculée
comme le rapport entre la conductance hydrauliqle surface effective de conduction de la
tige ou de I'échantillon de xyléme considétg,(n?) :

ks = kn/Ax (6)

De la méme facon, la conductivité hydraulique dimee du xyléme Ks, kg s' m* MPa?)

est calculée commi€s = Ki/Ax. Les valeurs dé&s etKs sont indicatrices de l'efficience avec
laquelle la seve brute circule au sein du xyléroes, valeurs sont uniguement dépendantes
des propriétés des conduits vasculaires et nedematapplicables qu’aux flux axiaux.

(i) La conductance hydraulique spécifique foliake kg s* m? MPa') est calculée comme

le rapport entre la conductance hydraulique et Ud€ase foliaire totale supportée par
I'échantillon considéréA., nr) :

K. = kn/A (7)
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De la méme facon, la conductivité hydraulique smeé foliaire K., kg s* m™* MPa') peut
étre calculée pour les flux axiaux comke= Ky/A.. Les valeurs d&_etK, sont indicatrices

de l'efficience avec laquelle les feuilles sontre@ntées en eau.

Enfin, un dernier parametre est généralementsatilpour la caractérisation de
I'efficience hydraulique : le « nombre de Huber(Tyree & Ewers 1991 : Cuiziat, Cochard &
Ameéglio 2002) Ce dernier correspond au rappdkk/A. et représente un indicateur
morphologique de l'investissement dans la structtasculaire pour une surface foliaire
donnée. Par définitiomx/A. permet de reliek. ou K. a ks ou Ks au travers de I'équation

suivante :

k|_ = Ax/AL X Kg ou KL= Ax/AL x Kg (8)

Les mesures de conductance hydraulique peuventéitisées a différentes échelles
spatiales en combinant des approches expérimentiggs. Sur la base de I'équation (4), le
principe est simple et reste toujours le mémeoiisiste a mesurer le flux et la différence de
pression (ou de potentiel hydrique) entre deuxtgain systeme.

» A I'échelle de la plante entiére, la conductahgdraulique peut étre dérivée en combinant
des mesures journaliéres de flux de seve bruteedilud de transpiration a des mesures de
potentiels hydriques du sol et des feuillesy. Bucci et al. 2004 ; Bucciet al. 2006 ;voir
aussiChapitre 3 ).

* A l'échelle de la branche feuillée entiere ou slysteme racinaire, la conductance
hydraulique totale du trajet peut étre mesuréeaald’ d'un fluxmétre a haute pression
(HPFM, ‘High Pressure FlowMetér (e.g. Tyreeet al. 1993 ; Tyreeet al. 1995 ; Tsuda &
Tyree 2000 ; Barigalet al. 2006 ; voir aussiChapitre 3). Le principe consiste a perfuser
I'échantillon (typiguement avec de l'eau ultra-pulégazée et filtrée) a des pressions
relativement élevées de 'ordre de 0.3 MPa et auneede flux correspondant.

* A I'échelle du segment de xyléeme, les mesurescdaductance hydraulique sont
généralement effectuées a des pressions plus daityleiquement inférieures a 0.01 MPa
(Sperry, Donnelly & Tyree 1988)Le flux peut étre mesuré a l'aide d’un fluxmette
précision(e.g. Awad et al. 2010) ou simplement en mesurant la quantité d'eau tsawe
I'échantillon par unité de temps a l'aide d’'unedmae analytiquée.g. Sperry, Donnelly &
Tyree 1988)

! «Huber Value» en anglais
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1.4. Circulation xylémienne

1.4.1. Ultrastructure des éléments conducteurs du x  yléme

Quatre vingt dix neuf pourcent du trajet de la sbugte s’effectuent au sein du systeme
vasculaire dans des éléments conducteurs spésidiigiéles, lignifiés et dépourvus de
protoplasme. L'apparition d’'un tel systeme de tpamsde I'eau chez les plantes au cours de
I’évolution a coincidé avec l'affranchissement dulien aquatique et la colonisation du
milieu terrestre. On distingue deux grands typescdeduits vasculaires : les trachéides,
caractéristiques des Gymnospermes, et les vaisseawmxctéristigues de la majorité des
Angiospermes(Esau 1977) D’'un point de vue évolutif, on considere les Irgides plus
primitives que les vaissealarlquist 2001) elles dérivent d’'une seule initiale cambiale et
mesurent en moyenne 1 a 10 mm de long pour 10uarB0e large. Nous focaliserons la suite

de notre synthése sur les vaisseaux.

Les vaisseaux sont des structures multicellulagesstitués de I'empilement (jusqu’a
plusieurs milliers) d’éléments de vaisseasiy.(S2). Ces derniers communiquent entre eux
par des perforations résultant de la lyse part@ligotale de la paroi transversale durant les
étapes ultimes de maturati@dakashimeet al. 2000); chez le peuplier, les perforations sont
complétes Kig. S2). La longueur des éléments de vaisseaux varie i um et 2 mm
suivant les especes ; le diameétre varie entre 1®0@tum. La longueur des vaisseaux est
également finie, mais varie grandement entre espéleel mm par exemple chez certaines

herbacées jusqu’a plusieurs métres chez certaspeses ligneuses comme le chéne.

La structure d’'un vaisseau peut étre assimilée éapillaire creux, rigide, mais limité
a chaque extrémité par des parois transversalesegsont pas perforées. L'extrémité des
vaisseaux est effilée et le passage de la séve lieitvaisseaux a vaisseaux doit alors
s'effectuer au travers de la pargia des structures spécialisées : les ponctuations. Ce
ponctuations correspondent a des zones aminciesele la paroi primaire partiellement
hydrolysée et poreuse permet le passage de lalwdne; le diamétre des pores varie
globalement de quelques nanometres a plusieuraigestde nanometrésoir Choat, Cobb
& Jansen 2008 pour une revublous verrons plus tard que ces pores, bien gsjetsables
au transfert d’eau a grande échelle, sont a lI'eeigles limites de fonctionnement en phase
liquide. Les ponctuations sont typiquement « bastiégc'est-a-dire que la paroi secondaire
vient former un rebord de petit diametre débouclsamtune chambre de ponctuation plus

large €ig. S2). La paroi primaire et la lamelle mitoyenne commsiraux deux vaisseaux

! «Bordered pit» en anglais
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adjacents constituent la membrane de ponctuatignsg) ; il convient de noter toutefois que
le terme ‘membrane’ est ici [égérement confus puikge fait en aucun cas référence a une

membrane biologique classique, une bicouche lipidique.

(A) (B)

Ponctuations

Elément de vaisseau

S B bt o

Waom]

Perforation

(D)

Ponctuations latérales
de contact

Perforation complete

Fig. S2 Représentation schématique et ultrastructure éléments conducteurs de séve brute chez les Angiospermes. (A)
Représentation schématique de la circulation de la seve brute a I'échelle du vaisseau (modifié d’aprés Choat, Cobb & Jansen
2008). Les vaisseaux sont constitués de I'empilement d’éléments de vaisseaux communiquant directement les uns avec les
autres au travers de perforations. La circulation d'un vaisseau a l'autre s’effectue au travers de ponctuations. L, longueur du
vaisseau. (B) Représentation schématique d’'une ponctuation en coupe longitudinale (d’aprés Robert & Catesson 1990). b,
rebords formés par la paroi secondaire et délimitant I'entrée dans la chambre de ponctuation ; PP paroi primaire et lamelle
mitoyenne constituant la ‘membrane’ de la ponctuation. (C) Observation en microscopie photonique d'un élément de vaisseau
chez le peuplier (Populus deltoides x P. nigra cv. ‘Eco28’; Photo R. Fichot). Les éléments de vaisseaux ont été obtenus
aprés macération d’échantillons de bois dans un mélange péroxyde d’hydrogéne : eau distillée : acide acétique glacial (1:4:5
vol). A noter la disparition compléte de la paroi transversale. (D) Observation en microscopie électronique a balayage d’'une
ponctuation (Salix alba) (d'aprés Jansen, Choat & Pletsers 2009). L'interruption de la paroi secondaire laisse entrevoir la
membrane de la ponctuation dans la chambre sous-jacente. A noter la présence de pores au sein de la membrane.
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1.4.2. Modélisation du flux au sein des éléments co  nducteurs

Le flux d’eau au sein des éléments conducteursgteriainalysé par analogie au flux a travers
des capillaires lisses de section transversaleaiparient circulaire et de longueur infinie
(Tyree & Zimmermann 2002)La loi de Hagen-Poiseuille décrit I'écoulementrdfluide le
long d’'un capillaire en conditions laminairése(non turbulentes) et permet de calculer la
conductivité axiale de ce capillaire. Les élémeamtsducteurs étant paralléles au flux le long
d’'un segment, la conductivité axiale du segmentigie est théoriquement égale a la somme

des conductivités de chacun des vaisseaux :
n
Kineorique= (1p/1287) x Ydi* (9)
i=1

0l Kineorique Feprésente la conductivité hydraulique théoriqueseigment de xyléme (kg rit s
MPal), p représente la densité de I'eau (998.2 K§ 20°C),n représente la viscosité
dynamique de I'eau (1.002x?0MPa s a 20°C)gd; représente le diamétre interne iGli°®
vaisseau (m), et représente le nombre d’éléments conducteurs ellgdar L'équation (9)
démontre I'importance des propriétés morphologigiles éléments conducteurs, notamment
le diametre du lumen, dans la conductivité du xg@eAinsi, 'augmentation d’un facteur 2 du
diamétre d'un élément conducteur augmente sa cdmiécd’un facteur 16 (9 ; c'est
pourguoi ce sont les vaisseaux de grande taillert@ot minoritaires au sein de la tige, qui
participent majoritairement au fluxyree, Davis & Cochard 1994Un certain nombre de
travaux ont comparé la conductivité théorique diemye déduite a partir des propriétés des
vaisseaux en section transversale a la conductiége du segment de tig€alkin, Gibson

& Nobel 1985 ; Gibson, Calkin & Nobel 1985 ; ScleulGibson & Nobel 1989 ; Hargrae¢

al. 1994 ; Martre, Durand & Cochard 2000 ; Martre, Rard & Durand 2001 ; Santiagt al.
2004 ; Choat, Sack & Holbrook 200T)es valeurs d&eorique €t de conductivité reelle sont
généralement corrélées, mais il apparait clairemeltKineorique SUrestime la conductivite
réelle, d’'un facteur dépendant de I'espéce cond@dTeci peut s’expliquer facilement du fait
que () les vaisseaux ne se comportent pas exactemennheates capillaires a géométrie
parfaite en section transversale, &} [es ponctuations au niveau des jonctions vaisseau
vaisseau offrent une résistance considérable awfliémien(Sperryet al. 2005 ; Wheeleet

al. 2005 ; Hackeet al. 2006) qui n'est pas prise en compte dans le calcuK@grique l€S
capillaires étant considérés de longueur infinie.dus, des erreurs d’estimation du diamétre
des vaisseaux entrainent foncierement de granomsr®idans le calcul d&neorique PUIsSqued

est élevé a la puissance 4. Néanmoins, la loi dgeit®oiseuille reste tres utile et toujours
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tres utilisée dans la caractérisation des relatsngture-fonction du xylémge.g. Poorteret
al. 2009 ; Zannet al.2010)

2. LIMITES DE FONCTIONNEMENT DU SYSTEME VASCULAIRE : CAVITATION
ET EMBOLIE

Comme nous l'avons vu précédemment, la seve binaides la plupart du temps sous tension,
c'est-a-dire sous pression négative. Sous cetteefdieau est dans un état métastable, sujette
a se vaporiser étant donné que la pression awdseigleme est plus négative que la pression
de vapeur du liquide. La vaporisation soudaineadeolonne d’eau sous tension au sein d’un
conduit constitue a proprement parler le phénontineavitation (terme du domaine de la
physique). Le vaisseau conducteur considéré dewiemns rapidement saturé par de l'air a
pression atmosphérique provoquant ainsi une embatieuse (I'équivalent d’'une thrombose)
et donc l'arrét de circulation de la séve brutesdi@nconduit. Si le phénomene se produit a
grande échelle, la capacité a alimenter en edeldtes et les parties en croissance peut alors
devenir réduite et menacer a terme le fonctionnénmgrique et carboné de larbre.
Néanmoins, l'organisation et la structure intrins@qdu xyleme, ainsi que les propriétés

cohésives des molécules d’eau, contribuent trgemaent a limiter ces risques.

Il existe deux principales causes a I'embolie cleszarbres : I'alternance des cycles
gel-dégel en hiver (embolie hivernale) et la séebsx (embolie estivale). Seule I'embolie
estivale sera traitée dans ce manuscrit car casispect qui a été abordé au cours de la these.
On notera toutefois que les mécanismes de formatisren jeu sont différents dans les deux
cas. Dans le premier cas, la formation d’embolipedé principalement de la taille des
conduits qui joue sur le diametre et donc sur lume maximal des bulles d’air qui se
forment lors de la prise en masse de la seve {la s&t saturée en gaz et les gaz ne sont pas
solubles dans la glace) ; le lecteur pourra sereef@Cruiziat et al. (2002) ou aTyree &
Zimmermann (2002pour une revue du mécanisme complet. Dans le dmexicas, et nous
allons y revenir en détail, la formation d’embotiépend avant tout de la structure des

ponctuations au niveau des jonctions vaisseauseais.

2.1. Mécanisme de formation de I'embolie estivale

En théorie, plusieurs mécanismes sont susceptitldegrovoquer la rupture d’'une colonne
d’eau sous tensiofCochard 2006)En fait, deux hypothéses sapriori concevables i) la

nucléation « homogene », qui est liée a une rugpoatanée des liaisons entre les molécules
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d’eau au sein du lumen des conduits ;iQuld nucléation hétérogene, qui est liée a uneepert
d’adhésion au niveau de la paroi des conduits.&afité, la premiére hypothese (nucléation
homogene) est improbable et généralement écariéquaula rupture spontanée des forces
cohésives entre les molécules d’eau n’intervierd ges valeurs de tensions tres fortes (< -50
MPa) (Briggs 1950 yvoir aussiCochard 2006)c'est-a-dire & des tensions bien au dessus des
valeurs extrémes de tensions enregistrées chemle®s.

L’hypothése du germe d'djrlargement accepté par la communauté scientifiqugi
prévaut aujourd’hui comme le mécanisme le plus gotdy s’inscrit dans la deuxieme
catégorie (nucléation hétérogene). Cette hypothpsaposée parZimmermann (1983)
suggere que la rupture de la colonne d’'eau seaaisée par I'entrée d’'une bulle d'air au
travers d'un pore (de l'ordre de quelques dizaimeguelques centaines de nm) de la paroi
primaire des ponctuations. Le mécanisme s’appar@réerupture capillaire d’'un ménisque
air/eau situé a l'interface entre deux conduits Iléja embolisé pour une raison quelconque
et a pression atmosphérigu®yf), 'autre fonctionnel rempli de séve a pressioleryenne
(Pxy1) (Fig. S3). En d'autres termes, les forces capillaires s'geat au niveau du ménisque
air’leau empécheront 'aspiration de la bulle djasqu’a ce que la différence de pression
entre les deux conduitd\P.i;, MPa) ne devienne supérieure. Ceci peut étre figénau
travers de I'équation capillaire suivarii&perry & Tyree 1988 ; Tyree & Sperry 1989)

APCI’it = Patm = ny| = (4"1: COSX) / d (10)

ou T représente la tension superficielle de I'eau (Y,rd représente le diamétre du pore (m),
et o 'angle de contact entre I'eau et la paroi. L'ange contact est généralement considéré
comme nul (cas = 1), la paroi étant recouverte de composés hyilexp de type
polysaccharides pectiquéShoat, Cobb & Jansen 200&n considérant alors qum ett
sont constants, il apparait a partir de I'équat{@0) que la tension xylemiennd>(;)
entrainant la rupture capillaire est entieremenpedéante de la taille du pore : plus le
diamétre du pore sera important, plus la tensidemignne nécessaire a I'aspiration de la
bulle d’air sera faible, et plus les risques d’efi@geront élevés. C’est donc au niveau de
l'ultrastructure des parois primaires des ponctuneti que I'on doit rechercher les
déterminants de I'embolie estivale. Ceci expliqgalément pourquoi la vulnérabilité d’'un

! «air-seeding» en anglais
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bY

conduit a I'embolie estivale n'est pas directemdige au diamétre de son lumen,

contrairement a une idée précongue.

VAISSEAU 1 VAISSEAU 2

embolisé fonctionnel

AIR

Paroi primaire

. Paroi secondaire
(ponctuation)

ménisque

ménisque

Fig. S3 Représentation schématique du mécanisme du «germe d'air» conduisant a I'embolie estivale chez les
angiospermes. Le schéma offre un apercu simplifié de la structure des ponctuations dans les zones de contact vaisseaux —
vaisseaux. Le mécanisme met en jeu deux vaisseaux adjacents: I'un fonctionnel saturé de séve brute, I'autre non fonctionnel
saturé d'air a pression atmosphérique. Les forces capillaires générées au niveau des ménisques air-eau dans les pores de la
paroi primaire des ponctuations préviennent I'aspiration d’'une bulle d’air jusqu’'a ce que la différence de pression entre les
deux vaisseaux ne devienne supérieure (voir le texte pour plus de détails). Modifié d’aprés Tyree & Zimmermann (2002).

Bon nombre de preuves expérimentales sont venges #kypothese du germe d’air
au cours des 20 dernieres annggserry & Tyree 1988 ; Tyree & Sperry 1989 ; SpeRgrry
& Sullivan 1991 ; Cochard, Cruiziat & Tyree 1992arbeau, Ewers & Davis 1995;
Pockman, Sperry & O’Leary 1995 ; Speet/al. 1996) On aurait pu également s’attendre a
ce que le développement des méthodes de micros@paronique a balayage leve
définitivement le voile quant a la correspondanoteele diamétre des pores observés au
niveau des ponctuations et les valeurs déduitéeagigation capillaire. Néanmoins, les études

qui se sont pour l'instant penchées sur ce problemelonné des résultats conflictuels, qui
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peuvent s’expliquer du fait que les observationsnm@oroscopie sont effectuées sur du
matériel déshydraté offrant une vue biaisée eigsiatde la porosité réelle des ponctuations
(Choatet al. 2003, 2004, 2006)

On notera que le mécanisme du germe d’air décdessus ne concerne que les
Angiospermes. En effet, les ponctuations aréoléss@ymnospermes sont trés distinctes de
celles des Angiospermes, et présentent un épapssd pariétal central caractéristique (le
torus) entouré d’'une marge trés lache constitud’etehevétrement de microfibrilles de
cellulose. Les expériences ont montré que le touest le réle de valve de sécurité en venant
se plaquer contre I'ouverture de la chambre deotcuation bien avant qu'il n’y ait rupture
capillaire dans la margéDomec et al. 2006) Le mécanisme de cavitation chez les
Gymnospermes n’est donc toujours que partiellencempris, bien que des expériences
récentes suggerent qu’il s’agit quand méme d’'upéure capillaire dont I'origine exacte reste
a identifier(Cochardet al. 2009)

2.2. Mesurer et quantifier 'embolie estivale : cou  rbes de vulnérabilité a la cavitation et
parameétres descriptifs associés
Un certain nombre de technigques permettent de enettr évidence I'embolie : détection
acoustique dans les fréequences du domaine de bley@ilburn 1966) détection acoustique
dans le domaine ultrasoniqu€yree & Dixon 1983) microscopie électronique a balayage
couplée a la cryogénie (cryo-SEN,ochardet al. 2000. Néanmoins, ces technigques ne
permettent pas une quantification précise du phénem

La technigue de référence permettant de quantdi¢aux d’embolie est la méthode
dite « hydraulique ». Elle a été introduite @rerry, Donnelly & Tyree (19883t est basée
sur un constat : I'embolie entraine une perte detfonnalité des conduits et donc une
diminution de la conductance hydraulique. Le ppeciconsiste donc a mesurer la
conductance hydraulique initialdg)( d'un segment de xyléeme et de la comparer a la
conductance apres complete re-saturation du seg(kenl. Le taux d’embolie est alors
calculé comme le pourcentage de perte de condwec{®@icC, Percent Loss of Conductance)

de la fagon suivante :

PLC = (1 —/Kna) x 100 (11)
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La vulnérabilité du xyleme a la cavitation est waactéristique intrinséque, non
modulable a court terme. Il en découle que chagpéae, chaque individu ou chaque organe
peut étre caractérisé par sa vulnérabilité a lataigon. La vulnérabilité a la cavitation est
estimée au travers de courbes de vulnérabilité @alatation représentant le PLC (%) en
fonction des valeurs de tensions xylemiennes (MPg)s4). Afin de construire une courbe,
les valeurs de PLC doivent donc étre mesurées gmagiue valeur de tension xylemienne.
Différentes techniques existent, la plus connuatéla technique de déshydratation qui
consiste a laisser déshydrater des segments deykutant de segments que de points sur
la courbe) a différentes valeurs de tensions xyd@mes et ensuite & mesurer le RBperry,
Donnelly & Tyree 1988)Cette technique présente toutefois deux incomviési Le premier
est qu’elle nécessite un grand nombre d’échansiletngu’elle est trés colteuse en temps. Le
deuxieme est que les mesures de conductance hgdiamécessaires au calcul de PLC sont
effectuées a des pressions hydrostatiques légétepusitives, et non pas négatives comme

celles présenteaa planta

Ces verrous meéthodologiques ont été réecemments I@at la conception d'une

nouvelle technique a 'TUMR PIAF de Clermont-Ferrarld « Cavitron »Cochard 2002).

Elle est adaptée de celleAdtier et al. (1997)et repose sur I'utilisation de la force centrifuge
pour générer des pressions hydrostatiques négativesin de I'échantillon. Les segments de
tige de longueur et de diamétre calibrés (28 criodg ; 5 a 8 mm de diametre) sont disposés
sur un rotor dont la vitesse de rotation peut érerolée en temps réel. La tension au sein de
I'échantillon peut alors étre ajustée de facon ipe¢t 0.01 MPa) en ajustant la vitesse de
rotation du rotor, et la conductance hydrauliqud'@zhantillon ainsi que le PLC sont ensuite
mesurées en temps réel. Par conséquent, a I'aide sigstéme, une courbe de vulnérabilité a
la cavitation peut étre établie a I'aide d’'un sédhantillon en 30-45 min. A noter toutefois
que cette technique ne peut étre utilisée sur dpsces possédant un grand nombre de
conduits plus longs que les 28 cm de I'échantillan, risque d’obtenir des courbes de
vulnérabilité a la cavitation biaisées car représéres seulement d’'une sous-population de
conduits ; c’est notamment le cas pour les espg@sentant un bois a zone poreuse comme

les chénesQuercussp.) et les fréne$-(axinussp.)(Cochardet al. 2005)

Une courbe de vulnérabilité a la cavitation compaypiquement 3 phases distinctes
(Fig. S4). Au cours de la phase 1, 'augmentation de laiten xylémienne ne provoque

aucune variation détectable de PLC jusqu’a uneuvaeuil critique. Au cours de la phase 2,
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'augmentation de la tension xylémienne entraine amgmentation importante et brutale de

PLC jusqu’a 100%. La phase 3 correspond a la zerrepmture hydraulique totale.
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Fig. S4 Courbe type de vulnérabilité a 'embolie estivale (Populus sp.) et parameétres descriptifs associés. Les données de
PLC en fonction des valeurs de tension xylemienne sont ajustées a I'aide d'une fonction logistique & deux parameétres. Le
premier parametre (¥so, MPa) représente la valeur de tension xylémienne causant 50% de perte de conductance hydraulique
et est utilisé comme indicateur du niveau de vulnérabilité. Le deuxiéme paramétre (s, PLC MPa™) représente la pente au point
d’inflexion et est indicateur de la gamme de tension dans laquelle 'embolie se développe. Outre ces deux paramétres,
d’autres parameétres descriptifs peuvent étre déduits des courbes de vulnérabilité : la valeur de tension xylémienne au point
d’entrée (W12, MPa) et la valeur de tension xylémienne au point de rupture (Yss, MPa).

Les courbes de vulnérabilité sont généralement biesm décrites par des fonctions
logistiques. Le modele le plus souvent utilisé @witayété retenu dans cette thése est celui de

Pammenter & Vander Willigen (199&)deux paramétres:

PLC =100/ [1 + eX{¥(25 X #y-¥s0))] (12)

ou Yy, (MPa) représente la tension xylemiendg, (MPa) représente la valeur &y
entrainant 50% de PLC, ®{PLC MP&") représente la pente de la courbe de vulnéraBilieé
cavitation. La valeur de est indicatrice de 'amplitude de la gammeidtlg dans laquelle les
évenements de cavitation se produisent. De son ¥@téest de loin le paramétre le plus
utilisé dans la littérature pour caractériser lgeau de vulnérabilité a la cavitatide.g.

Maherali, Pockman & Jackson 20Q4)éanmoins, bien qu'il ait le mérite d’étre unioateur
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robuste et comparabl&sy ne possede aucune signification physiologiqueleédifin de
pallier a ce probléme, d’autres paramétres ayaatsignification physiologique plus avérée
sont également déduits des courbes de vulnérahbilaéavitationKig. S4). Le W1 (la valeur

de Y,y entrainant 12% de PLC) est généralement consicigméme le point d’entrée et
posséde une réelle signification physiologique dansontexte de régulation stomatique des
tensions xylemiennes, alors que Ygs (la valeur deW¥yy, entrainant 88% de PLC) est
généralement considéré comme le point de non retmuespondant a la rupture hydraulique
du systeméDomec & Gartner 2001 ; Meinzet al. 2009)

2.3. Variabilité de la vulnérabilité a I'embolie es tivale

Les travaux issus de la littérature montrent queulaérabilité a 'embolie estivale varie de
fagcon importante, et ce a différents niveaux d'wsed : entre especes (variabilité inter-
spécifique), entre génotypes d’'une méme especmlpiae intra-spécifiqgue) et méme au sein

d’'un méme individu (variabilité entre organes egpicité phénotypique).

2.3.1. Variabilité inter-spécifique

Un grand nombre de courbes de vulnérabilité a l@mbkestivale sont aujourd’hui publiées.
Les différences entre especes constituent de dogolirce de variabilité la plus grandeir
Maheralj Pockman & Jackson 20Q4parmi les espéeces ligneuses les plus vulnérabies,
compte les peuplier&.g. Cochard, Ridolfi & Dreyer 1996 ; Harvey & Van D@&riessche
1997, 1999; Rooet al. 2000 ; Hukinet al. 2005 ; Cochard, Mencuccini & Casella 20D ét

les saulegCochard, Cruiziat & Tyree 1992 ; Wikberg & Ogre®02 ; Cochard, Mencuccini

& Casella 200B) avec des valeurs désy généralement comprises entre -1 et -3 MPa. A
l'autre extrémité, des valeurs 8&, inférieures a -10 MPa ont été rapportées pounices

especes déuniperus(Pockman & Sperry 2000)

La caractérisation d’'un grand nombre d’espécesgumant d’habitats trés contrastés a
permis de mettre en évidence que les especes xéopbssédaient des valeurs'#ig plus
faibles que les especes mésophileg. Kolb & Sperry 1999 ; Hacke, Sperry & Pittermann
2000 ; Pockman & Sperry 2000 ; Maher&ockman & Jackson 2004Autrement dit, les
seuils de vulnérabilité a la cavitation corresponidessez bien avec la notion empirique de
toléerance a la sécheresse au niveau inter-spéeifijuest donc fort probable que la
vulnérabilité a la cavitation soit un trait soundissélection compte tenu de son importance

fonctionnelle pour le maintien d’'une balance hydedavorable.
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2.3.2. Variabilité intra-spécifique

Cet aspect est beaucoup moins documenté que labiidéi inter-spécifique. Les raisons
dérivent probablement du fait que les méthodologjas étaient auparavant utilisées ne
permettaient pas de mettre en évidence de facdénsgsque de tres faibles différences de
Ys50. Une des premieres études centrée sur la varisticaspécifique fut celle deeufeldet

al. (1992) qui démontra des différences Wgy (-0.83 a -1.36 MPa) entre 4 génotypes de
canne a sucreS@ccharum sp.sur des segments de feuille. D’autres étudeslaimes sur
I'eucalyptus (Vander Willigen & Pammenter 1998 ; Pita, Gasco &dds 2003) I'hévéa
(Sangsinget al. 2004, 2004), I'olivier (Ennajehet al. 2008) le saule(Wikberg & Ogren
2004) ou encore le peuplidiHarvey & Van Den Driessche 1998pnt par la suite venues
documenter la variation entre génotypes pour cpsces d’intérét agronomique. Certains
travaux se sont également attachés a caractésisarition existante entre populations ou
provenances géographiques d’'un méme taxon, commexpenple pour une espece d’érable
proche de I'érable a sucreAder grandidentatum Alder, Sperry & Pockman 1996
'ambroisie @mbrosia dumosaMencuccini & Comstock 1997 le peuplier baumier de
I'Ouest Populus trichocarpaSparks & Black 1999 le pin ponderosaPinus ponderosa
Maherali & De Lucia 200)) une essence néo-tropicale de la famille Besraginaceae
(Cordia alliodora Choat, Sack & Holbrook 200,7le cedre du LibanGedrus libanj Ducrey

et al. 200§ ou encore le pin sylvestrePifius sylvestris Martinez-Vilalta et al. 2009.
Néanmoins, parmi ces études, seules cellebl@ecuccini & Comstock (1997 Sparks &
Black (1999)et Ducreyet al. (2008)ont été réalisées dans des conditions environn@hasn

identiques permettant de distinguer réellementbdiié génétique et plasticité phénotypique.

De facon générale, la gamme de variabilité géeéraht observée pour la
vulnérabilité a la cavitation a I'échelle intra-sgigjue est en toute logique inférieure a celle
trouvée au niveau inter-spécifique (typiguementesitet 2 MPa). Méme si les données au
niveau intra-spécifique sont moins nombreuses @llescau niveau inter-spécifique, il est
tres probable que ce genre d’étude va prendrardpditance dans le futur. Les études intra-
spécifiques offrent de réelles opportunités afirrdéfmndre a certaines questions essentielles :
quelle est la part de variabilité intra-populatien inter-population ? La vulnérabilité a la
cavitation est elle est trait adaptatif ? Quel o@let génétigue de la vulnérabilité a la
cavitation ? Peut-on envisager d’utiliser la vuai@lité a la cavitation comme un critere de
tolérance a la sécheresse pour des génotypesrad’'sspeces d’intérét agronomique ? Les

relations couramment observées au niveau interfgpeéx entre la vulnérabilité¢ a la
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cavitation et d’autres traits d'importance physgitpue sont-elles applicables au niveau intra-

spécifique ?

2.3.3. Variabilité entre organes

La vulnérabilité a la cavitation peut égalemeniaraau sein d’'un méme individu en fonction
des organes considérés : pétiole, tige ou racifigéd. que les pétioles seraient plus
vulnérables que la tige a d’abord été énoncéeZpamermann (1983kt fait référence a
I'hypothése de segmentation hydraulique. Les fesiltorrespondant aux zones ou les
tensions xylemiennes sont les plus fortes danddatgy ce sont elles qui souffriront des
premiers événements de cavitation lorsque la tanseuil sera atteinte, par exemple lors
d’'une sécheresse. La conséquence directe esttia dbsi feuilles en question, la limitation du
taux de transpiration et donc la limitation desstens dans la tige. Sous cette hypothese, les
parties non pérennes (les feuilles) sont donc fgaesi au profit des parties pérennes
représentant l'investissement carboné le plus impor(la tige). Une étude sur noyer a
clairement confirmé cette hypothése avec des diffggs d’environ 1 MP&Tyree et al.
1993). Au contraire, d’autres études sur peuplier netlfgas confirmééCochard, Ridolfi &
Dreyer 1996 ; Hacke & Sauter 1996Jans le premier cas, aucune différence n’avaiétpe
détectée alors que dans le second cas, les péttaiest plus résistants. Par ailleurs, un grand
nombre de courbes de vulnérabilité ont égalemént@nstruites sur des racines et montrent
que ces derniéres sont en général plus vulnérapleda tige(Sperry & Saliendra 1994 ;
Alder, Sperry & Pockman 1996 ; Hacke & Sauter 198&der et al. 1997 ; Kavanaglet al.
1999 ; Martinez-Vilalteet al. 2002 ; McElroneet al. 2004 ; Maheralet al. 2006 ; Pratet al.
2007a, 200D) : ceci est en accord avec le fait que les racimesespondent aux zones a
moindre risque, la ou les tensions xylémiennes lesnplus faibles.

2.3.4. Plasticité phénotypique

by

Le dernier niveau de variabilité a considérer estplasticité phénotypique. Comme dit
précédemment, la vulnérabilité a la cavitation @ws¢ caractéristique intrinseque du tissu
conducteur, entierement dépendante de l'ultrastracties ponctuations. Il en résulte que
comme pour tout trait structural, une modificatiagles conditions environnementales
prévalentes entraine un ajustement de la vulnéraldl 'embolie estivale. L'effet de la

lumiére est probablement l'effet le mieux documer®@ar exemple, chez le hétre, les

expériences ont montré gug les branches d’arbres adultes développées daa@pée en
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condition de lumiere incidente limitée, ainsi qii¢ des plants de deux ans acclimatés a 12%
de lumiére incidente montraient une vulnérabilité aavitation accru¢Cochard, Lemoine &
Dreyer 1999 ; Lemoine, Jacquemin & Granier 20@8s résultats similaires ont été rapportés
pour un plus large panel d’especes d’arbres daédgiens tempérég8arigahet al. 2006)

La généralisation de telles observations peut digxer du fait que des valeurs d'irradiance
plus fortes s’accompagnent généralement d’'une deenawmaporative plus forte, et donc de
tensions plus fortes au sein du xyleme ; la mis@laoe d’'un xyleme moins vulnérable est
donc nécessaire afin de pallier les risques évendiembolie. Il existe par ailleurs d’autres
facteurs environnementaux pouvant influer sur heail de vulnérabilité a la cavitation,
notamment la fertilisation a I'azotélarvey & Van Den Driessche 1997, 1999; Ewers, Oren
& Sperry 2000) la texture du sofHolste, Jerke & Matzner 20069u encore la sécheresse
(Holste, Jerke & Matzner 2006; Beikircher & MayrG®). Toutefois, il est tres surprenant de

noter que cette derniére catégorie est trés paunuentée.

L'ensemble de ces résultats souléve une questommment la vulnérabilité a la
cavitation est-elle modulée ? Cette derniére dtatatement dépendante de la taille des pores
au niveau de la paroi primaire des ponctuations,) lmmécanisme(s) d’acclimatation est a
rechercher au niveau des facteurs controlant la ensplace de cette paroi et la formation des
ponctuations. Aucune étude n’a toutefois été paldi€e jour ni sur I'acclimatation possible
de l'ultrastructure des ponctuations, ni sur leseaphysiologiques et moléculaires de cette

acclimatation.

2.4. Les co(ts associés a la « résistance » a 'emb  olie estivale

La caractérisation de la vulnérabilité a 'embadigtivale pour des especes vivant dans des
milieux trés contrastés en termes de disponibditéeau indique que les marges de sécurité
(i.e. la différence entre le seuil de cavitation et ééeptiel hydrigue minimum subi au cours
de la saison de vegétation) tendent a étre fa{gleslques dixiemes de MPa) et relativement
conservees entre espé¢esicke, Sperry & Pittermann 2000 ; Pockman & Sp2ago0 ; Pratt

et al. 2007 ; Jacobsemt al. 2007 ; Jacobsert al. 2009) Autrement dit, la vulnérabilité a
I'embolie estivale est un trait probablement souangglection. On peut donc supposer que la
mise en place d’'un xyleme « plus sOr » a un caiice n’était pas le cas, toutes les especes
possederaient une faible vulnérabilité a I'embaivale, quelque soit I'environnement
considéré. On notera que sur le plan cognitifolé cle construction se doit d’étre associé a la

notion de « résistance » ; les deux termes, vubilééaet résistance, seront donc utilisés dans
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la suite du manuscrit en fonction contexte. DeuRrgpaux codts associés a la résistance a

I'embolie estivale ont été proposés ; ils sont évdsaci-dessous.

2.4.1. Résistance a I'embolie estivale et efficienc e hydraulique

Une plus forte résistance a la cavitation a penttargtemps été supposée étre balancé par
une plus faible efficience hydraulique du xylefZ@mmermann 1983)Un tel compromis
expliquerait a la fois la faible capacité de craiss et la forte tolérance a la sécheresse des
especes vivant en milieu xérigue. Aux niveaux teita et tissulaire, certaines études sont
venues en partie étayer cette affirmation, les @speésistantes possédant une plus faible
conductivité spécifique du xyleme ou des vaissadriplus faible diametrél'yree, Davis &
Cochard 1994 ; Pockman & Sperry 2000 ; Martinezaltélet al. 2002 ; Choatt al. 2003 ;
Maherali Pockman & Jackson 2004 ; Maherati al. 2006 ; Sperry, Hacke & Pittermann
2006 ; Hacke, Jacobsen & Pratt 2Q0Bgutefois, les coefficients de corrélation somtrégle
générale assez faibles et les relations souffremt loruit de fond important. D’autres études
n'ont, quant-a-elles, pas été en mesure de mettrévielence une telle relatigiiacke &
Sperry 2001 ; Jacobsex al. 2005 ; Pratet al. 2007). L'ensemble de ces résultats suggere
donc que le compromis est fortement dépendant sigésces et des communautés végétales
considérées. En realité, la vulnérabilité a I'enmelstivale étant entierement dépendante des
propriétés structurales des ponctuations, uneioelavec la taille des conduits ne peut étre
gu’indirecte. Lorsqu’elle est observée, la relati@ygative entre résistance a la cavitation et
efficience hydraulique du xyléme est en fait expéig par I'hypothése du « germe fase
(Choatet al. 2003, 2004 ; Wheelest al. 2005 ; Hackeet al. 2006 ; Christman, Sperry &
Adler 2009 ; Hacke, Jacobsen & Pratt 200@¢tte hypothese permet de relier les propriétés
structurales et fonctionnelles des ponctuationsefiicience hydraulique du segment de
xyleme entier : elle est basée sur le fait queeleil scritique de cavitation dépend de la
présence de pores de grande taille trés raresirmadeda membrane des ponctuations, et non
pas de la porosité moyenne des ponctuatipsrry & Hacke 2004 ; Wheelet al. 2005)

Les espéces ayant un xyleme plus efficace sonttésisées par des vaisseaux de plus grande
taille possédant une plus grande surface allouggranctuations, en absolu ; d’'un point de
vue stochastique, ceci s’accompagne d’'un risque @levé d’avoir un pore de grande taille

(Wheeleret al. 2005) Ces « pores rares » résulteraient d’'« erreurs sathception lors du

! «the pit area hypothesis récemment reformuléetke rare pit hypothesis

- 49 -



ETAT DES CONNAISSANCES

dépot de la paroi primaire et de la mise en plasepbnctuation€Christman, Sperry & Adler
2009)

Les relations variables observées au niveau &éissuéntre vulnérabilité a 'embolie
estivale et efficience hydraulique expliquent emtipales relations variables observées au
niveau plante entiér@Bucci et al. 2006 ; Pratet al. 2010) Par ailleurs, a une telle échelle,
'analyse de la relation entre vulnérabilité a llmvlie estivale et efficience hydraulique est
fortement compliquée par I'architecture spatiale@ieau xylemiefiWest, Brown & Enquist
1999 ; McCulloh, Sperry & Adler 2003 ; Loepét al. 2007 ; Choat, Cobb & Jansen 2008 ;
Sperry, Meinzer & McCulloh 2008 ; McCulladt al. 2010)

2.4.2. Résistance a I'embolie estivale et propriété s mécaniques du xyleme

En plus du risque d’embolie, les fortes tensiongmyennes génerent un risque de collapsus
pariétal (implosion) des éléments conductébisckeet al. 2001) De fagon approximative, la
résistance au collapsus pariétal est proportioarall rapport entre I'épaisseur de la paroi du
conduit et le diamétre de son luméhackeet al. 2001): plus I'épaisseur relative de la paroi
est grande, plus la résistance a l'implosion estefoBien que I'embolie estivale et le
collapsus pariétal n’aient aucun lien dirgdgckeet al. 2001 ont démontré au travers d’un
panel de 48 especes ligneuses que les especdgdeégistantes a la cavitation, et donc celles
qui fonctionnaient a des tensions plus fortes,grgent une résistance au collapsus pariétal
plus élevée. Cette co-variation entre les deuxrpen®s a par la suite été confirmée par
d’autres études inter-spécifiqué¥acobseret al. 2005; Jacobsert al. 2007; Prattet al.
2007a; Jacobseret al. 2009) La conséquence directe de cette relation seitraduniveau
tissulaire et organe par une relation positive eetdr résistance a I'embolie estivale et les
propriétés mécaniques du xyleme estimée par latdahs bois ou les modules de rupture et
d’élasticité (Jacobseret al. 2005; Jacobseat al. 2007; Prattet al. 2007; Jacobseret al.
2009) Une plus forte densité du xyleme nécessitanhuestissement carboné plus important
pour la plantdEnquistet al. 1999 ; Chavest al. 2009) ces études inter-spécifiques suggerent

donc que la mise en place d’'un xyléme plus stagsiciée a un fort coldt de construction.

! «thickness-to-span ratie en anglais
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3. COORDINATION ENTRE L'ARCHITECTURE HYDRAULIQUE ET LES
RELATIONS HYDRIQUES ET CARBONEES DE L'ARBRE

Au niveau foliaire, la vapeur d’eau diffuse selam gradient de pression partielle entre les
sites évaporants du mésophylle dans les cavité&sstomatiques et I'air ambiant environnant
la feuille. En appliquant la relation (3), le tadex transpiration par unité de surface foliaire (E,

mmol s* m?) peut alors étre décrit de la fagon suivante :

E =g x VPD (13)

ou g; représente la conductance totale foliaire a laevagl’eau (mmol S m?), et VPD
représente le déficit de pression de vapeur d’'eas tair (la différence de pression partielle
de vapeur d’eau entre les sites évaporants etdiabiant). La conductance foliaire totale a la
vapeur d’eaud;) dépend typiqguement de trois composafiteshel 1999). (i) la conductance
stomatique @) qui est variable en fonction du degré d’ouvertdies stomates,ii] la
conductance de la couche limitg,| qui est variable en fonction des parametres otarit la
turbulence de I'’écoulement gazeux a la surfacededille, et iji) la conductance cuticulaire
(go). La transpiration cuticulaire étant négligeabbdenparée a la transpiration au travers des
stomatesg. est généralement négligée. Par ailleurs, danadeles couverts rugueux couplés
a I'atmosphere, la résistance de la couche limaiget négligeable devant celle opposée par
les stomates ; le taux de transpiration foliaitead®'s entierement contrélé par la conductance

stomatique et la relation (13) devient :

E =gs X VPD (14)

En condition hydrique non limitante, les perteseamu par transpiration au niveau
foliaire doivent étre impérativement compensées pabsorption afin d'éviter un
desséchement |étal des feuilles et de la plantélukeen phase liquide équivaut alors a celui
en phase vapeur ; on parle dans ce cas de fluarstatre. Le couplage entre la phase liquide
et la phase vapeur peut alors étre explicité aeau\plante entiere a I'aide de I'analogie avec
la loi d’'Ohm :

E =0s X VPD =Kpjante X (A¥s.p) (15)
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ou koiante représente la conductance hydraulique spécifigli@ire de la plante entiere (mmol
s m? MPal), et A¥sr représente la différence de potentiel hydriqueeete sol et les
feuilles Ws - W, MPa). A noter que pour des raisons d’homogértktes les unités avec E,
Kplante €St iCi exprime en mmol’sm? MPa* ; les unités peuvent toutefois étre facilemergrint
changées en kg'sm? MPa'. A noter également que I'équation (15) n’est amtlle qu’en
condition de flux stationnaire ; elle n'intégre manséquent pas les possibles effets capacitifs
des différents organes de la plafifgree & Ewers 1991 ; Meinzer 200De plus, I'équation
(15) masque un certain nombre de complicationsilpless notamment la non-indépendance
de certains parametres lorsque I'on raisonne d'amtpde vue dynamique et non plus
statique :gs répond activement aux variations de VRDren et al. 1999) et Kojane devient
fonction deAWs. lorsque le seuil critique de cavitation est franeh condition hydrique
limitante (Sperry 2000 ; Sperrgt al. 2002)

Malgré ces limites, I'analogie d’Ohmique appliqueFeconditions de flux stationnaire
reste tres utile et fournit une base théoriquedalyse du couplage entre les caractéristiques
des transferts d’eau en phase liquide et la régulales relations hydriques au niveau foliaire.
Ainsi, le lien positif entre efficience hydrauliqegs a été plusieurs fois démontre, et ce a
différents niveaux d’'analyse. Au niveau individugles manipulations expérimentales
conduisant a une diminution dgane par sectionnement des racin@geinzer & Grantz
1991) par incision du xyleme de la tig&perry, Alder & Eastlack 1993 ; Cernusak &
Marshall 2001) par induction d’embolie par pressurisati@Bperry & Pockman 1993 ;
Hubbard et al. 2001) ou par défoliation(Pataki, Oren & Phillips 1998gntrainent une
diminution de gs. Toujours au niveau individuel, les variations ag#niques dekyjant
s’accompagnent de variations ge(Meinzer & Grantz 1990 ; Mencuccini & Grace 1996)
Enfin, au niveau inter-spécifique, de plus fortateurs de conductivité spécifique foliaire du
xyleme sont étroitement associ€es a de plus fediesirs degs (Santiageet al. 2004 ; Zhang
& Cao 2009)

La coordination étroite entre les capacités hyldraes et le fonctionnement
stomatique a des conséquences directes sur leémmsl@arbonées de I'arbre, du fait de la
particularité des stomates a réguler a la foisflles sortant de vapeur d’eau mais aussi les
flux entrant de C@ Par conséquent bon nombre d’études ont égaled@&montré qu’une
plus forte efficience hydraulique au niveau plaeméere(Meinzer & Grantz 1990)au niveau
tige (Brodribb & Feild 2000 ; Hubbardt al. 2001 ; Brodribb, Holbrook & Guttiérez 2002 ;
Campanello, Gatti & Goldstein 2008u au niveau feuilléBrodribb et al. 2005 ; Brodribb,
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Feild & Jordan 2007 ; Brodribb & Feild 201@tait associée a de plus fortes capacités
photosynthétiques, aussi bien au niveau inter-8géei qu'au niveau individuel. La
comparaison d’especes pionnieres a croissanceeraplautres espéces a croissance plus
lente indique également que les especes pionnEssentent généralement une plus forte
efficience hydrauliqueTyree, Velez & Dalling 1998 ; Sobrado 2003 ; Prttal. 2010)
D’autres études, plus ciblées, ont également maqtiéne plus forte conductivité spécifique
foliaire du xyléme était associee a une produatierbiomasse ou des taux de croissance plus
importants, aussi bien au niveau inter-spécifigft@mpanellcet al. 2008)qu’au niveau intra-
spécifique(Vander Willigen & Pammenter 1998 ; Ducretyal. 2008)

La coordination entre l'architecture hydrauliqué ddautres traits foliaires plus
intégrateurs comme l'efficience d'utilisation dedu (WUE) est en revanche moins claire.
L’efficience d'utilisation de I'eau représente lengpromis entre la maximisation des gains
associés la fixation du carbone et la minimisatoes pertes en eau associées a la
transpiration. La comparaison systématique d'espgmeesentant de fortes différences
inhérentes de WUE (métabolisme photosynthétiqu€serersusC,), a permis de démontrer
que les especes, Qui présentent une plus forte WUE présentent lune faible conductivité
spécifique foliaire(Kocacinar & Sage 2003, 2004 ; Kocacimdral. 2008) Cette plus faible
efficience hydraulique en terme de surface folialienentée s’explique par deux stratégies
possibles :ij la mise en place d’'un xyleme plus sar, moinsciffit en terme de conduction,
pour une surface foliaire donnée, a (@ mise en place d’'une surface foliaire transpga
plus grande pour une méme capacité de conducdta@rtacinar & Sage 2003, 2004 ;
Kocacinaret al. 2008) Lorsque la comparaison est réduite aux plante€semhes relations
observées entre efficience hydraulique et WUE <gontefois plus variables : ainsi, des
relations négativegéSobrado 2000 ; Drake & Franks 2003 ; Sobrado 208&ntiagoet al.
2004) ou positiveg§Campanellcet al. 2008)ont été observées. D’autres études n’ont pas pu
mettre en évidence de liéRreston & Ackerly 2003)Enfin, au niveau intra-spécifique, assez
peu d’études ont été conduites a ce sujet et $edtaés demeurent également varialjfesnek
1996 ; Ducreyet al. 2008 ; Martinez-Vilaltaet al. 2009)

Les paragraphes précédents ont essentiellementemphase sur la coordination
entre I'efficience hydrauliqgue en phase liquiddeefonctionnement foliaire. Néanmoins, en
imposant une limite de fonctionnement, la vulnditba la cavitation joue également un role
important dans la régulation des relations hydsget carbonées de l'arbre. Tout d’abord,

d’'un point de vue dynamique, il a été démontré cpkwieurs especes I'existence d'un
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controle stomatique de I'embol{€ochard 2008 ; Cochardet al. 2002 ; Lemoine, Cochard
& Granier 2002 ; Brodribbet al. 2003 ; Sangsinget al. 2004) : en réponse a une
augmentation progressive deVs. (sécheresse édaphique, augmentation de la demande
évaporative...), les stomates se ferment. La dinonutle gs associée a la fermeture des
stomates permet de limita¥'s en deca du seuil de cavitation afin d’éviter Iatallement
de lI'embolie » (Tyree & Sperry 1988 ; Sperrgt al. 2002) mais s’accompagne d’une
diminution des gains en carbone. Par ailleurs,cenlitions de flux stationnaire, et ce méme si
I'équation (15) ne permet pas de le souligner timent, la vulnérabilité a 'embolie estivale
peut étre coordonnée de facon indirecte avec letiftmmement foliaire, notamment s'il existe
un compromis entr&anee €t la vulnérabilité a la cavitation (voir le paraghe2.4.1). Ainsi,
dans une comparaison de 14 espéces d'arbres dessrégmpéréesylaheraliet al. (2006)
ont démontré que les espéeces les plus vulnérallembolie étaient celles qui présentaient
les plus fortes valeurs de conductance stomatime que les plus forts taux d’assimilation
nette de CQ@

-54 -



CHAPITRE 1
Variabilité structurale du xyléme et plasticité en réponse a la sécheresse chez Populus deltoides x P. nigra

CHAPITRE 1

VARIABILITE STRUCTURALE DU XYLEME ET PLASTICITE EN R EPONSE A LA

SECHERESSE CHEZ Populus deltoides x Populus nigra

-B55 -



CHAPITRE 1
Variabilité structurale du xyléme et plasticité en réponse a la sécheresse chez Populus deltoides x P. nigra

-56 -



CHAPITRE 1
Variabilité structurale du xyléme et plasticité en réponse a la sécheresse chez Populus deltoides x P. nigra

Variabilité structurale du xyléeme en conditions hyd rigues contrastées et
relations avec les échanges de gaz, l'efficience d’  utilisation de l'eau et le

potentiel de croissance chez les hybrides Populus deltoides x Populus nigra

REGIS FICHOT, FRANGCOISE LAURANS, ROMAIN MONCLUS, ALAIN MOREAU, GILLES PILATE &
FRANCK BRIGNOLAS

o
Tree Physiology

Tree Physiology2009)29: 1537-1549

1. PRESENTATION SYNTHETIQUE DE L’ARTICLE

» Contexte. Les plantes supérieures possedent un systeme aimsollé xyleme) chargé des

transferts de séve brute en phase liquide. Lestéaistiques intrinséques de ce systeme, qui
dépendent majoritairement de son anatomie, comndigot en partie les résistances au flux et
peuvent potentiellement étre indicatrices de aestaispects du fonctionnement hydrique et

carboné.

* Objectifs. L’objectif général de cette étude était d’évaluans des conditions d'’irrigation
contrastées, si les variations structurales dumglau sein des hybrid®opulus deltoides
Populus nigrapouvaient étre reliées aux variations déja obssnan termes de caractéres
foliaires associés au fonctionnement hydrique dba# ainsi qu’en termes de potentiel de
croissance juvénile. Les objectifs spécifiqueseétiadle () caractériser la gamme de variations
structurales,ii) caractériser et quantifier I'effet d’'une sécheeemodérée sur la structure du
xyleme, {ii) juger des liens entre la structure du xyleme éigfsanges de gaz et I'efficience
d’utilisation de I'eau, etiy) juger des liens entre la structure du xylemeeepdtentiel de

croissance.

- Stratégie. L'étude a porté sur six génotypPepulus deltoides P. nigra contrastés pour
leurs valeur discrimination isotopique vis-a-vis H€ (Monclus et al. 2005, 20086) Les
propriétés anatomiques du xyleme (nombre de fibtede vaisseaux par unité de surface,
taille des fibres et des vaisseaux) ont été caiaéts a l'aide de coupes transversales
réalisées a partir d’échantillon de tiges agéesndan et collectées a partir d’arbres plantés en
pépiniére en conditions hydriques optimales outéintes. Ces données ont été mises en
relation avec divers caractéres fonctionnels fia®iassimilation nette de GQonductance
stomatique, efficience intrinseque d’utilisationl@&u, discrimination isotopique vis-a-vis du
3C) ainsi qu'avec les caractéres associés aux peafores de croissance des six génotypes

(hauteur et biomasses finales).
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» Résultats. Nos résultats ont démontré d’'importantes variatiemise les six génotypes pour
'ensemble des caractéres structuraux étudiéseagugllie soient les conditions d’irrigation ;
chaque génotype pouvait donc étre caractérisé parcombinaison unique de caracteres
structuraux basiques. Nos résultats ont aussi dééaqu’'une sécheresse prolongée et
modeérée ¥4 entre irrigués et non irrigues de I'ordre de 0.R@)l modifiait profondément la
structure du xyleme. Ainsi, les lumens des vaissetues fibres étaient diminué (19 et 14%
en moyenne, respectivement) alors le nombre deseaisx par unité de surface était
sensiblement augmenté (39% en moyenne) ; 'amplesr modifications structurales était
toutefois largement génotype-dépendante, suggéiast des sensibilités et des stratégies
différentes entre génotypes. Des corrélations ipesitont été observées entre d’'une part les
caractéres structuraux des vaisseaux xylemiengiasséd une plus forte efficacité du flux de
seéve brute (diametre moyen, conductivité spécififpg®rique du xyleme), et d’autre part la
conductance stomatique ou la discrimination isafoeivis-a-vis du°C ; & l'inverse, des
corrélations négatives ont été observées avedci@fice intrinseque d’utilisation de 'eau.
Les corrélations étaient généralement plus forteples robustes en condition hydrique
limitante. Des corrélations positives ont égalenmetéatobservées entre d’'une part le diamétre
moyen des vaisseaux ou la conductivité spécifitpd®rique du xyleme, et d’'autre part les
caractéres associés au potentiel de croissancte(ndinale de la tige et biomasse finale). Par
ailleurs, les résultats suggérent que les génotygeplus plastigues d’'un point de vue
structural sont également ceux qui présentent ldecde production de biomasse la plus

importante.

* Conclusions. Cette étude a permis la caractérisation de latsmeicdu xyleme chez six
génotypedPopulus deltoides P. nigra Les variations structurales observées pourraieuns-
tendre des variations d'un point de vue fonctionas corrélations mises en évidence
suggerent que, comme suspecte, les caractéristifuesurales et fonctionnelles du xyléme
pourraient étre indicatrices du fonctionnement toydr et carboné chez ces hybrides. Par
ailleurs, les profondes modifications structuratdsservées en réponse a la sécheresse
suggerent que la contrainte hydrique impacte aola ks phases de différenciation et
d’expansion cellulaires lors des étapes précocéds xidogenese ; par conséquent, la structure

du xyleme est plastique et possede un caractégraieur des conditions environnementales.
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Summary Six Populus deltoides Bartr. ex Marsh. x
P. nigra L. genotypes were selected to investigate whether
stem xylem anatomy correlated with gas exchange rates,
water-use efficiency (WUE) and growth performance.
Clonal copies of the genotypes were grown in a two-plot
common garden test under contrasting water regimes,
with one plot maintained irrigated and the other one
subjected to moderate summer water deficit. The six
genotypes displayed a large range of xylem anatomy,
mean vessel and fibre diameter varying from about 40 to
60 pm and from 7.5 to 10.5 pum, respectively. Decreased
water availability resulted in a reduced cell size and an
important rise in vessel density, but the extent of xylem
plasticity was both genotype and trait dependent. Vessel
diameter and theoretical xylem-specific hydraulic conduc-
tivity correlated positively with stomatal conductance,
carbon isotope discrimination and growth performance-
related traits and negatively with intrinsic WUE, espe-
cially under water deficit conditions. Vessel diameter and
vessel density measured under water deficit conditions
correlated with the relative losses in biomass production
in response to water deprivation; this resulted from the
fact that a more plastic xylem structure was generally
accompanied by a larger loss in biomass production.

Keywords: carbon isotope discrimination, D X N hybrids,
genotypic variations, growth potential, intrinsic water-use
efficiency, water deficit tolerance, xylem hydraulics.

In memoriam (September 2006).

Introduction

The pathway for water movement from the soil through the
plant to the atmosphere can be represented by a series of
liquid- and vapour-phase resistances. Ohm’s law analogy
applied to both the liquid- and vapour-phase water flow
has been widely used as a simple approach to model long
distance water transport in plants (Cowan 1972, Tyree
and Ewers 1991). Maximum transpiration rates that can
be sustained by plants under steady-state conditions (i.e.,
without accounting for internal capacitances) can therefore
be basically described by the following equation:

g, X VPD = KS—L X A‘PS_L, (1)

where g, is the stomatal conductance to water vapour
expressed per leaf area, VPD is the vapour pressure differ-
ence between the leaf and the external air, Kg_y. is the soil-
to-leaf hydraulic conductance expressed per leaf area and
AWs 1 is the water potential difference between soil and
leaf. At a constant VPD and W, it follows from Eq. (1)
that the operating range of stomata is ultimately con-
strained by Ks_1, Wiear Of both. As Wi, must not exceed
cavitation thresholds (Sperry et al. 2002), the maximization
of gas exchange rates must be achieved by increasing Ks1.

Among all of the Ks_; components, the stem has been
the most intensively studied part, because the physics
of sap flow through the stem can simply be described con-
sidering the stem as a collection of pipes (the vessels
in angiosperms). As the first approximation, water flow
resistance in xylem conduits can be approximated by the

© The Author 2009. Published by Oxford University Press. All rights reserved.
For Permissions, please email: journals.permissions@oxfordjournals.org
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Hagen—Poiseuille law (Tyree and Zimmermann 2002).
Although the relationship between stem xylem hydraulics
and gas exchange rates has been widely documented (see
Meinzer 2002, Mencuccini 2003), the relationship with
water-use efficiency (WUE, a composite and complex trait)
has received much less attention. At the whole-plant level,
WUE is defined as the ratio between biomass production
and water consumption, and is therefore an effective index
of the balance between photosynthetic carbon demands and
water requirements. The WUE can be directly estimated at
the leaf level through intrinsic WUE (WUE)), i.e., the ratio
of net CO, assimilation rate (4) to stomatal conductance
to water vapour (g,). Bulk leaf carbon isotope discrimina-
tion against '*C (A) can also be used indirectly as a time-
integrated surrogate of WUE;, considering a linear and
negative relationship between the two parameters in trees
including poplars (Ripullone et al. 2004, Monclus et al.
2006). Given the key role of stomata in both regulating
water movement through the plant and CO, diffusion,
Panek (1996) provided a theoretical basis for a relationship
between WUE and stem xylem hydraulics by combining the
equations of von Caemmerer and Farquhar (1981) and
Farquhar et al. (1982) with Eq. (1). This theoretical rela-
tionship was experimentally supported by the finding that
A correlated strongly and positively with xylem-specific
hydraulic conductivity and leaf-specific hydraulic conduc-
tivity (Panek 1996). Limited evidence in support of such
a relationship has since become available owing to inter-
specific comparisons (Kocacinar and Sage 2003, 2004,
Sobrado 2003, Kocacinar et al. 2008). For instance, because
xylem structure and function are generally optimized to bal-
ance the conflicting demands of xylem safety versus effi-
ciency, Kocacinar and Sage (2004) demonstrated that
xylem properties of contrasting tree species (C; versus Cy)
reflected WUE in a way that water-use efficient plants
had lower hydraulic requirements with smaller xylem
vessels. The relationship between WUE and plant hydrau-
lics actually needs to be addressed at the intra-specific level.

Tolerance to water deficit is a multi-component trait, and
its definition is dependent upon time scales and intensity
levels at which it is studied (McDowell et al. 2008). Because
xylem structure is involved in plant water balance, it can be
of central importance in the mechanism of tolerance to
water deficit. In the context of drastic water deprivations,
xylem resistance to drought-induced cavitation is crucial
for tree resilience (Brodribb and Cochard 2009). In the con-
text of moderate water shortages that do not threaten tree
survival, long-term structural acclimation of xylem proper-
ties may be an important mechanism enabling the plants to
coordinate the amount of water supplied to the canopy
with environmental conditions (Mencuccini 2003).

Poplars (Populus spp.) are among the trees with the high-
est biomass production rates in temperate latitudes.
Because this high productivity is associated with large water
requirements, poplar species are also among the most sen-
sitive to water deficit. Wide inter- and intra-specific variabil-

ity has been reported in the poplar species for WUE as
inferred from gas exchange or A measurements (Leffler
and Evans 2001, Zhang et al. 2004, Marron et al. 2005,
Monclus et al. 2005, 2006) and for tolerance to moderate
water deficit as inferred from the ability to limit the relative
losses in biomass production (Braatne et al. 1992,
Tschaplinski et al. 1994, Monclus et al. 2006). Recent effort
has been made to identify the genetic basis and the relation-
ships between WUE, productivity and tolerance to moder-
ate water deficit in poplar. More particularly, a recent
study performed on 29 Populus deltoides Bartr. ex Marsh. x
Populus nigra L. (D x N hybrids) genotypes planted in a
common garden test reported a large range of variations
for A (ca. 2.7%,) and WUE,;, growth performance and
tolerance to moderate water deficit (Monclus et al. 2006).
In addition, no direct relationship could be evidenced
between WUE, growth performance and tolerance to
moderate water deficit.

Poplar D x N hybrids stand as a good model for investi-
gating the separate involvement of plant hydraulics in
WUE, growth performance and tolerance to moderate
water deficit. As the first exploratory step, this study
focused on the relationships between stem xylem anatomy,
WUE, growth performance and tolerance to moderate
water deficit in Populus D x N hybrids. The approach used
was to concentrate on a small number of genotypes that
displayed primarily contrasting A. Clonal copies of these
genotypes were grown in a two-plot common garden test
subjected to contrasting water regimes to answer the follow-
ing specific hypotheses: (i) there is a large range of variation
in the stem xylem anatomy among D x N hybrids, and a
moderate water deficit induces xylem structural acclimation
in a genotype-dependent manner, (ii) xylem vessel anatomy
correlates with gas exchange rates and WUE estimates and
(iii) xylem vessel anatomy correlates with growth perfor-
mance and/or tolerance to moderate water deficit.

Materials and methods

Wood samples were collected on a water deficit experiment
conducted in 2004 on 29 Populus D x N hybrids. Details on
the experimental design, growth conditions and data collec-
tion are reported in Monclus et al. (2006).

Experimental design and growth measurements

Twenty-five-cm-long woody-stem cuttings of 29 P. delto-
ides X P. nigra genotypes (D X N hybrids) were planted in
January 2001 in a homogeneous open field test at INRA
Orléans (47°46’ N and 1°52’ E; 110 m as.l), France.
Two plots were established at 15-m spacing, each plot con-
sisting of a randomized block design with 29 genotypes x 5
replicated blocks (one sapling of each genotype per block).
Within each plot, trees were planted at 0.5 X 1.2 m spacing.
During 2001-2003, the two plots were similarly irrigated
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and the plants were coppiced at the end of each growing
season.

From 15 June to 30 September 2004, stem height and
stem diameter 1 m above ground level were measured once
a week for all saplings of each of the six genotypes to estab-
lish growth kinetics. Measurements were made in the
morning to minimize the effects of daily stem swelling/
shrinking. Stems were coppiced on 7 January 2005 and
the final stem height (Hgem, cm) as well as final stem fresh
weight (Biomp, g) were recorded.

Water deficit induction and water relationship

In 2004, the two plots were irrigated every second day
(20 mm of water) with overhead sprinklers from bud flush
until 15 June, the beginning of drought experiment. From
15 June to the end of the growing season, a natural water
deficit was induced by withholding the irrigation on one
of the two plots, while the second one was kept irrigated
every second day and served as the control. Thus, the
not-irrigated plot only received rainfall contributions.
Given that poplar is one of the most sensitive species to
water deficit, the intensity of the water constraint and its
impact on plant physiology were quantified by two different
ways throughout the growing season: firstly by measuring
the leaf predawn water potential (¥4, MPa) and secondly
by establishing growth kinetics for all genotypes. The time
course of W,q and its spatial homogeneity were checked in
all saplings from the same four genotypes (n = 20 plants
per plot); no spatial or genotypic differences were detected
(Monclus et al. 2006). Two significant drops in ¥pq were
recorded during the 2004 summer. A first progressive and
homogeneous decrease in Wpq was recorded from the end
of July to the beginning of August with significant peak dif-
ferences between the two plots on 3 August (¥pacontrol =
—0.11 + 0.01 MPa; W pd-water deficit = —0.27 +
0.02 MPa); a second one was recorded from the end
of August to the beginning of September with signif-
icant peak differences on 8 September (Wpdcontrol =
—0.18 = 0.02 MPa; ¥4 water desicit = —0.49 £ 0.01 MPa)
(see Monclus et al. 2006 for a detailed time course). Although
W4 is an easily measurable and a commonly used metric,
it is not very sensitive to minor changes in soil-water avail-
ability, so that W,q can underestimate the actual effects of
water deficit on leaf physiology and therefore on growth
(Bogeat-Triboulot et al. 2007). Of all genotypes gathered,
growth kinetics revealed that growth rate of not-irrigated
saplings started to decrease significantly on 15 July, well
before a significant drop in Wpq could be detected,
and this trend was amplified throughout the growing sea-
son (Monclus et al. 2006). We concluded from all these
observations that the summer water deficit was moderate,
long lasting and sufficient to impact plant physiology
(Monclus et al. 2006).

In this study, the tolerance to water deficit was defined as
the ability to limit relative losses in annual fresh biomass

production. An index of tolerance to water deficit
(TOLyd.index, %) was thus calculated for each genotype
as (BiomF»waler deﬁcit/BiomF-well-walered) x 100 (PaSSioura
2002, Mongclus et al. 2006).

Selection of the six genotypes and leaf functional trait
measurements

The six genotypes retained for anatomical purposes were
selected for their contrasting A values (Monclus et al.
2005): ‘Eco28’, ‘Cima’ and ‘Luiza_Avanzo’ displayed
higher A values than ‘PANNONIA’, ‘AGATHE_F and ‘I45-51°
(Appendix, Figure A1). Leaf functional traits were assessed
for all saplings at the beginning of September 2004 on a
fully illuminated mature leaf that exhibited the largest
width (foliar index 17). Gas exchange measurements [sto-
matal conductance to water vapour (g, mmol m2s7"
and net CO, assimilation rate (4, pmol m2 s were
done on three successive cloudless days near midday using
a CIRAS-2 open gas exchange system (PP Systems) with
the chamber operating at a flux of 200 ml min~' and a
CO, concentration of 400 ppm; gas exchange data were
averaged over the three days of measurements. Intrinsic
WUE was calculated as the ratio between 4 and g (mmol
mol™}). Carbon isotope measurements were made on the
same leaves as those used for gas exchange. All analyses
were performed at the technical platform of functional ecol-
ogy at the INRA Nancy (long-term external precision
2001-2009 of + 0.16%,). Bulk leaf carbon isotope compo-
sition (8'°C) was measured for each sapling from 1-mg
homogeneous leaf dry powder and used to calculate bulk
leaf carbon isotope discrimination (A, %,) as described in
Monclus et al. (2006). Data for leaf physiological and
growth performance-related traits (g,, A4, A, WUE;, Biomg
and Hgern) as well as the main trends between these vari-
ables have already been reported for the 29 D x N hybrid
genotypes (Monclus et al. 2006).

Xylem sampling and anatomical measurements

For each stem coppiced on 7 January 2005, a segment
about 10 cm long was harvested at 1 m above the ground
level where the diameter had been measured weekly. Sam-
ples were stored at —20 °C until anatomical analyses. Each
stem segment was subsampled in three randomly chosen
sectors about 2 cm long and 1 cm large preserving pith
and bark. After thawing, subsamples were vacuum-infil-
trated with a bactericide/fungicide solution [0.5% in water
(v:v); Bactopin +, ActionPin, France] for 3 days at room
temperature and stem transverse sections 40 um thick were
cut (RM 2155, Leica Microsystems, Vienne, Austria) with-
out any prior fixation or inclusion. Transverse sections were
successively dehydrated in ethanol series, stained for 3 min
in Safranin O solution [1% (w:v) in ethanol 70%; Sigma, St
Louis} and then for 5 min in Astra Blue solution [1% (w:v)
in ethanol 100%; Fluka, Buchs, Switzerland] and perma-
nently mounted on Canada Balsam-coated slides.
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Sections were examined under a light microscope (Leica
DMR, Leica Microsystems, Vienne, Austria) coupled with
a Leica DFC 320 digital camera, and the xylem sampling
for image analysis was carried out as follows. A first series
of images covering pith to bark was taken at a X25 magni-
fication. For each stem, the mean bark thickness was deter-
mined on these images and the bark fraction was calculated
as the ratio between the mean bark thickness and the final
stem radius measured on the sampling day. A second series
of images was then captured at a x50 magnification to
compare the xylem anatomy of irrigated trees versus not-
irrigated trees, focusing on the wood produced between
20 July and 15 August. This allowed for the delimitation
of a window of about 1 month of xylem production that
matched with a period of active cambial growth during
the summer water deficit. This wood area was localized
on each section using weekly stem diameter increments that
were corrected by removing the individual mean bark frac-
tion. Doing as such, we did not isolate only those vessels
that were formed at the time of drought peaks. However,
since the summer water deficit settled down progressively
from 15 July to the end of the growing season, focusing
on a relatively large window of xylem production (including
the xylem produced about 15 days before and after the first
drought peak) allowed for (i) compensating the limited
accuracy of weekly diameter measurements and (ii) investi-
gating the long-term xylem acclimation. Of all genotypes
gathered, the xylem produced during this time period
accounted on average for 31 £ 1% of the annual xylem
production.

Image analysis and anatomical measurements were
carried out using the VISILOG 6.3 software (Noesis,
Courtaboeuf, France) on 4-6 independent images per sec-
tor. Depending on the genotypes and irrigation conditions,
the analysed area accounted for 11-55% of the whole
xylem area produced between 20 July and 15 August. The
threshold to distinguish cell lumen from cell wall was set
by an interactive image segmentation based on the selected
image grey-level ranges that resulted in a binary image (cell
wall black and cell lumen white). For each image, we esti-
mated the vessel and fibre density (Ny and Ny, respectively,
mm~2) and mean vessel and fibre lumen diameter (Dy and
Dy, respectively, pm). Diameters were calculated as the
diameters of a circle with an area equivalent to the lumen
cross-section. The frequency distributions of vessels were
then analysed in 10-um diameter classes. On average, more
than 1000 vessels per tree were counted.

To approach xylem function, xylem functional anatomy
was estimated by computing hydraulic-related variables
from vessel morphometric features. Calculations were done
assuming that all vessels were functional. We believe that
this is a reasonable assumption because xylem tension
inducing significant impairment of stem vessels due to cav-
itation is around —2 MPa in D x N hybrids (Cochard et al.
2007) and such values must not have been reached during
the mild summer water deficit period. To take into account

the disproportionate contribution of large vessels to total
flow, a hydraulically weighted vessel diameter was calcu-
lated as Dy = 20 uessel/ Y Fvesset) (Sperry et al. 1994).
Dy is the average diameter needed for a given vessel density
to result in the theoretical hydraulic conductivity for that
stem (Tyree and Zimmermann 2002). The theoretical spe-
cific xylem hydraulic conductivity (Kt, kg s 'm™!
MPa~!) was calculated based on the Hagen—Poiseuille
equation for ideal capillaries assuming laminar flow as
Kt = (1p/128M Aimage) X S-Dv*, where p is the density
of water (998.2 kg m™* at 20 °C), n is the viscosity of water
(1.002 x 10™° MPa s at 20 °C) and Ajmage is the area of the
image analysed (m?) (Santiago et al. 2004). Experiments
have shown that the specific xylem hydraulic conductivity
is accurately modelled by the Hagen-Poiseuille equation,
although overestimated (Santiago et al. 2004, Choat et al.
2007). In fact, Kyt is rather an index of xylem lumen con-
ductivity, the resistance of inter-vessel junctions being
omitted.

Data analysis

Statistical analyses were carried out with the SPSS statisti-
cal software package Version 11.0 (SPSS, Chicago, IL).
Trait data were averaged for each sapling and then for each
genotype and each irrigation condition. All statistical tests
were considered significant at P < 0.05. Means are
expressed with their standard error (SE).

Global genetic variations and the effect of water deficit
were evaluated using a two-way ANOVA with the follow-
ing full factorial model: Yy = p + Gy + T; + Gix T; +
&k, Where Yy refers to individual values, p is the general
mean, G; is the effect of genotype i considered as random,
T; is the effect of treatment j considered as fixed, G; X T;
is the interaction between the two factors and g is the
residual. When a significant G x T interaction was found,
a one-way ANOVA was performed to assess 7 effect within
each single genotype. Genotype and water deficit effects
on vessel size class distributions were evaluated using the
Chi square (x%) homogeneity test.

Relationships between xylem traits or between xylem
traits and other physiological traits were analysed using
a general linear model and parametric correlations (Pear-
son’s coefficients, r). Correlations were calculated under
the two separate irrigation conditions to assess the effects
of water deficit on relationships. For correlations between
xylem traits, there were only little variations between the
two irrigation regimes so that the data were pooled at
the genotypic level (n = 12). For correlations between
xylem traits and other physiological traits, the relation-
ships were strongly dependent upon the irrigation regime.
Because of the low number of genotypes (n = 6), and
thus low statistical power, the correlations reported refer
to the tree level. Relationships between xylem traits and
tolerance to water deficit were calculated at the genotypic
level.
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Results

Anatomical characteristics — effects of water deficit

The six poplar genotypes differed significantly in vessel
anatomy, fibre anatomy and vessel hydraulics, regardless
of the water irrigation regime (Figures 1 and 2). For
instance, under well-watered conditions, LuisA_Avanzo
and I45-51 had the largest vessels with the lowest vessel
densities (62.3 and 61.5 um, respectively and 67 and 68 ves-
sels mm™2, respectively) whereas Pannonia displayed the
narrowest vessels with the highest vessel density (46.5 um
and 103 vessels mm™2). The other genotypes displayed
intermediate values. The same trends were observed for
fibre anatomy and vessel hydraulics (Figure 2). Frequency
distributions of vessel diameters differed significantly
among the six genotypes (Figure 3, v = 130.7,
P < 0.001), but not when PANNONIA and AGATHE_F were
excluded from the analysis (x> = 13.5, P = 0.762). For
these two genotypes, the frequency distributions were
shifted towards lower size classes when compared to the
other four ones (Figure 2).

The moderate summer water deficit induced xylem struc-
tural modifications. Significant G X T interactions were

PANNONIA
(well-watered)

LUIsA_A
(well-watered)

Ecozs
well-watered)

Figure 1. Stem cross-section photographs showing the xylem
structure in Populus D x N hybrid genotypes. (A) Comparison
between two contrasting genotypes grown under well-watered
conditions and (B) effects of the water deficit on xylem structure
within a single genotype. Bars, 250 pm.

observed for vessel traits and vessel hydraulics (Figure 2).
The significant G x T resulted from the fact that there were
actually two groups of genotypes, those for which variables
responded significantly to water deficit and the others not.
For the genotypes that were found to respond significantly,
Dy and Dg declined on average by ca. 19% and 14%,
respectively (Figures 1 and 2). This resulted from a shift
in the frequency distributions of size classes towards lower
sizes, especially for vessels (Figure 3). Conversely, Ny
increased on average by 39%, whereas Ng was maintained
constant in most genotypes (Figure 2). Kt and Dy
were found to be significantly reduced only for Acatae_F
(Figure 2). On the whole, Pannonia and Luisa_AvANZO
were the least plastic genotypes, whereas AGATHE_F was
the most plastic one (Figures 2 and 3).

Relationships among xylem traits were not significantly
modified by the mild summer water deficit so that the data
were pooled for the two irrigation regimes (Table 1). A neg-
ative correlation was recorded between Dy and Ny. Like-
wise, Dr and Np correlated negatively, but to a lesser
extent. Dy and Dy varied positively, but Ny and Ng did
not correlate significantly to each other. Traits related to
vessel hydraulics (Dy and Kg)t) scaled strongly and posi-
tively with Dy, while negatively with Ny.

When the six genotypes were divided into two distinct
phenotypic groups (‘low A’ versus ‘high A’), there was no
clear evidence for a range of xylem characteristics to follow
the pattern of A (Figures 2 and 3). However, when [45-51
was discarded from the analysis, a trend could be noted
for Dy and Dy, vessel size class distributions and Kgt:
the genotypes that displayed larger vessels and higher theo-
retical xylem-specific lumen conductivity tended to display
higher A values (Figures 2 and 3).

Relationships between xylem vessel anatomy,
leaf physiology and growth performance —
effects of water deficit

The examination of relationships between leaf physiology,
growth performance and xylem anatomy was restricted to
xylem vessel features because of their implication in water
flow. Data related to Dy are not shown because they
yielded very similar results to those obtained with K(syt.

Significant linear relationships were found between
xylem vessel traits and either gas exchange rates or WUE
estimates, but depending on the water regimes (Figures 4
and 5). Whatever the irrigation condition, Dy and Kt
varied positively with g,, whereas Ny varied negatively;
however, the correlations were stronger when water was
scarce. Comparatively, xylem vessel traits correlated only
punctually and weakly with 4. The relationships between
xylem vessel traits and WUE estimates (A or WUE;) were
only significant under water deficit conditions. Under these
conditions, Dy and Kt varied positively with A while
negatively with WUE;; the opposite trends were found
for Ny.
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Significant linear relationships were also found between
xylem vessel traits and growth estimates, depending on
the water regimes (Figure 6). Dy and Kt varied positively
with Hgeem and Biomg, while Ny varied negatively. As
observed for the relationships between xylem structure
and leaf physiology, the correlations between xylem vessel
traits and growth estimates were strengthened when water
was scarce.

No significant correlation could be evidenced between
xylem vessel traits that were measured under well-watered
conditions and TOLy,q.ndex (Figure 7). However, Dy and
Ny measured under water deficit conditions were found
to scale significantly with TOLyq.index, SO that high values
of Dy and low values of Ny were associated with a high

level of tolerance (Figure 7). This correlation resulted
mainly from the fact that least tolerant genotypes tended
to display more plastic Dy and Ny in response to mild sum-
mer water deficit (Figure 7).

Discussion

A large range of variations in xylem anatomy was evi-
denced in six Populus D x N hybrids. The strategy that
consisted in analysing six contrasting genotypes for WUE
yielded interesting insights into the relationship between
xylem function, vapour water transport properties and
growth behaviour.
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Figure 3. Frequency distributions of xylem vessel
diameter classes in the six Populus D x N hybrid
genotypes (open bars for well-watered and closed
bars for water deficit). Values are genotypic mean
(£ SE) of 3-5 independent saplings. Genotypes are
ranked for Ago4 well-waterea 88 in Figure Al. The
effect of water deficit on frequency distributions was
evaluated within each genotype using the Chi square
(x%) homogeneily test. See the text for genotypic
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Table 1. Relationships between xylem anatomical variables
(Pearson’s coefficients from linear regressions). Data from the
six genotypes and from the two irrigation regimes were pooled
(n = 12). Levels of significance are *P < 0.05, **P < 0.01 and
**+p < 0.00]. Non-significant correlations are not indicated.
See the text for variable descriptions. Dy, vessel diameter; Nv,
vessel density; Dg, fibre diameter; Ng, fibre density; Dy,
hydraulic vessel diameter; and Ksyt, theoretical xylem-specific
hydraulic conductivity.

Dy Nv Dy Ng Dy
Nv —(0.92%**
D 0.60* —0.69*
Ng —-0.61* -0.69*
Dy 0.9]*** —0.75%* —0.70*

Kt 0.93%** 0, 73%* —0.68%  0.95%**

variations (x2).

Genotypic variations in xylem anatomy — effects of water
deficit

This study demonstrated a wide range of variations in stem
xylem anatomy among six Populus D x N hybrid geno-
types. Mean values obtained for vessel and fibre size/den-
sity were comparable to those already reported in other
D x N hybrids (Peszlen 1994, Schume et al. 2004, Luo
et al. 2005) and more generally in other poplar species
(Junghans et al. 2006, Arend and Fromm 2007). The range
of variations found for these traits among the hybrids was,
however, relatively large and comparable to that identified
among a comparison of different pure poplar species
(e.g., P. alba and P. nigra, Luo et al. 2005), although more
data on pure species are lacking. The large variations
observed in this study must result from the fact that the
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Figure 4. Relationships between gas exchange traits and selected xylem vessel traits in the six Populus D x N genotypes. Linear
regressions (Pearson’s coefficients) were computed at the trec level for the two separate irrigation regimes (rww for well-watered and ryq
for water deficit). Upper-left panels indicate the genotypic trends (genotypic means + SE) with Pearson’s coefficients for pooled data
(Fpoot» m = 12). Open symbols for well-watered conditions (# = 27) and closed symbols for water deficit conditions (n = 23).
Regression lines (dashed lines for well-watered and solid lines for mild water deficit) are only shown when they are statistically
significant. Levels of significance are *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 and ns, non-significant.

six genotypes studied were issued from unrelated inter-
specific crosses.

Xylem formation is a highly’ complex process that is
responsive to environmental changes. We showed that the
summer water deficit, although moderate, was sufficient
to induce xylem acclimation. This is in accordance with
the already well-documented sensitivity of poplar to water
deprivation (Bogeat-Triboulot et al. 2007). A general
decrease in cell size and an important rise in vessel density
were observed, suggesting that water deficit influences both
the differentiation and radial expansion of cambial deriva-
tives. Such structural modifications in response to water
deficit are consistent with the other reports on woody
angiosperms including poplar (Lovisolo and Schubert
1998, Schume et al. 2004, Searson et al. 2004, Arend and
Fromm 2007) and also seem to be common to salinity stress
(Junghans et al. 2006, Escalante-Pérez et al. 2008). Besides
general trends in response to water deprivation, we further
evidenced that the extent of structural modifications was
both genotype and trait dependent. For instance, vessel
density was found to be remarkably more plastic than ves-
sel diameter, resulting in the maintenance of a constant ves-
sel area (data not shown) and a limited decrease in

theoretical xylem-specific hydraulic conductivity for most
genotypes. This finding is consistent with other reports
where this trend was interpreted as a compensatory mech-
anism to the loss of hydraulic conductivity in response to
the reduction in vessel size (Lovisolo and Schubert 1998,
Searson et al. 2004, Arend and Fromm 2007).

In angiosperms, xylem is a complex tissue made of ves-
sels, a matrix of fibres and other cell types surrounding
them. The influence of vessels and fibres on xylem structure
can be decomposed into two distinct components, lumen
area and cell density, each with its own set of structural
and functional implications because they affect the propor-
tion of lumen space available (Preston et al. 2006). The
analysis of correlations between pairs of xylem traits
revealed a negative relationship between cell size and
cell density. Owing to the interplay between the different
component traits (vessels/fibres versus lumen area/cell den-
sity), a genotype could schematically be located somewhere
along a continuum of operational xylem characteristics.
The extremes were represented by genotypes exhibiting
widely spaced large vessels with relatively less densely
packed fibres (I45-51 and Luisa_Avanzo) or closely packed
narrower vessels with relatively more densely packed fibres
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Figure 5. Relationships between long- and short-term estimates of water-use efficiency and selected xylem vessel traits in the six
Populus D x N genotypes. Linear regressions (Pearson’s coefficients) were computed at the tree level for the two separate irrigation
regimes (ryw for well-watered and ryq for water deficit). Upper-left panels indicate the genotypic trends (genotypic means + SE) with
Pearson’s coefficients for pooled data (rpoot, # = 12). Open symbols for well-watered conditions (» = 27) and closed symbols for water
deficit conditions (n = 23). Regression lines (dashed lines for well-watered and solid lines for mild water deficit) are only shown when
they are statistically significant. Levels of significance are ¥*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 and ns, non-significant.

(PANNONIA). From a functional point of view, it is very
likely that these trade-offs reflect the constraints imposed
on xylem structural organization by the two antagonistic
main functions ensured by the xylem, i.e., water transport
versus mechanical support (Preston et al. 2006).

Xylem vessel anatomy, gas exchange and WUE

Many studies have demonstrated a close connection
between stem xylem hydraulics and stomatal conductance,
leading to the expected conclusion that water supply and
water loss capacities are co-ordinated (Hubbard et al.
2001, Brodribb et al. 2002, Katul et al. 2003, Santiago
et al. 2004, Ambrose et al. 2009). In our data set, xylem ves-
sel traits related to water flow capacities, such as vessel size
and theoretical xylem-specific hydraulic conductivity, corre-
lated positively with g, whatever the irrigation regime that is
consistent with the aforementioned co-ordination between
liquid- and vapour-phase water transport properties. In this
context, a greater hydraulic supply provided by wider vessels
and larger xylem-specific hydraulic conductivity may enable
the genotypes to ensure higher transpiration rates. Because
of the common pathway for water vapour and CO,

exchange, a positive link between xylem hydraulics and
photosynthetic function is also generally observed
(Brodribb and Feild 2000, Santiago et al. 2004, Brodribb
et al. 2007). However, no clear relationship could be evi-
denced in our data set between xylem vessel anatomy and A.

Because WUE reflects a balance between carbon gain
and water transport capacity, it is of central importance
in understanding the link between xylem hydraulics and
whole-plant function. In a series of comparisons between
C; and C4 species, Kocacinar and Sage (2003, 2004) sug-
gested that a greater WUE may lead to two distinct hydrau-
lic strategies: (i) for the same xylem hydraulic capacity, a

greater allocation to foliage area may be supported or (ii)

for the same foliage area, a lower xylem hydraulic capacity
with smaller vessels and possibly enhanced safety may be
allowed. Although this framework emerged from an evolu-
tionary perspective, the same reasoning may apply when
comparing closely related genotypes as in our case. We
found that smaller and more numerous vessels as well as
lower theoretical-xylem-specific hydraulic conductivity val-
ues were associated with an enhanced WUE inferred from
both instantaneous gas exchange and time-integrated A*C
measurements. This finding is consistent with other reports
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Figure 6. Relationships between growth performance and the selected xylem vessel traits in the six Populus D x N hybrid genotypes.
Linear regressions (Pearson’s coefficients) were computed at the tree level for the two separate irrigation regimes (ryw for well-watered
and ryq for water deficit). Upper-left panels indicate the genotypic trends (genotypic means + SE) with Pearson’s coefficients for
pooled data (rpoor, # = 12). Open symbols for well-watered conditions (n = 27) and closed symbols for water deficit conditions
(n = 23). Regression lines (dashed lines for well-watered and solid lines for mild water deficit) are only shown when they are
statistically significant. Levels of significance are *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 and ns, non-significant.

(Panek 1996, Drake and Franks 2003, Santiago et al. 2004),
and would tend to favour the second hypothesis. Further
hydraulic measurements will help to decipher the relation-
ships between leaf- or xylem-area-based hydraulic conduc-
tance, xylem safety, anatomy and WUE.

The relationships between xylem vessel traits and leaf
physiological traits, especially WUE estimates, were stron-
ger and more robust under water deficit conditions. This
leaves three possible explanations. Firstly, the larger range
of variations generally observed under water deficit condi-
tions for all the traits must have contributed to increase sta-
tistical power. Secondly, the stronger correlations can be
adequately explained within the hydraulic model, particu-
larly if stomata are considered insensitive to the changes
in leaf water potential until a threshold is reached (Brodribb
and Holbrook 2003). Under these conditions, A and WUE;
should be better correlated with hydraulic supply under
water deficit when the leaf water potential approaches the
response envelope of the stomata. Thirdly, as WUE; is a
ratio, the relationships with WUE; are likely to depend
on (i) which of A4 versus g drives the genotypic differences
in WUE and (ii) to which extent 4 and g are related to

hydraulic function. Because the variations in WUE; under
well-watered conditions were mainly driven by 4 (Monclus
et al. 2006) and because A correlated only weakly with
xylem vessel traits, we were unable to find any significant
relationship between xylem anatomy and WUE estimates.
In contrast, because the variations in WUE; under water
deficit conditions were mainly driven by g, (Monclus
et al. 2006) and because g, correlated strongly with vessel
anatomy this resulted in strong correlations between xylem
vessel anatomy and WUE estimates.

Xylem anatomy, growth performance and tolerance
to water deficit

Mean vessel diameter and theoretical xylem-specific con-
ductivity correlated positively with Hgger, and Biomg. This
is in accordance with other studies reporting xylem hydrau-
lics as important determinants of growth performance
(Vander Willigen and Pammenter 1998, Sangsing et al.
2004, Kondoh et al. 2006). Such a relationship may be
due to the fact that an efficient water supply to the leaves
may permit higher gas exchange rates. However, traits
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Figure 7. Relationships between the index of tolerance to water deficit and xylem vessel traits in the six Populus D x N genotypes.
Linear regressions (Pearson’s coefficients) were computed at the genotypic level (n = 6) for the two separate irrigation regimes
(rww for well-watered and r.q for water deficit). Open symbols were used for well-watered conditions and closed symbols for water
deficit conditions. Values for xylem vessel traits are genotypic mean (£ SE) of 3-5 independent saplings. The index of tolerance
to water deficit (TOLyq.index» o) Was defined in terms of relative loss in fresh biomass in response to the moderate summer water
deficit and was calculated as BioMpwater deficit/BiOMEweti-watered X 100 as described in Monclus et al. (2006). Regression lines are
only shown when they are statistically significant. Levels of significance are *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 and ns, non-

significant.

related to growth performance were not significantly related
to gas exchange rates either in our data set of six genotypes,
or when extending the analysis to the 29 genotypes
(Monclus et al. 2006). Alternatively, a high hydraulic supply
at high or moderate ¥ values may be advantageous for at
least two other reasons. Firstly, it may enable the trees to
provide water supply to a greater canopy area. Because total
canopy area is the main determinant of growth performance
in D x N hybrids (Marron et al. 2005, Monclus et al. 2005,
2006, Marron and Ceulemans 2006), this would in turn
enable a greater growth performance. However, this possi-
bility contradicts the aforementioned hypothesis that a
greater WUE may be achieved by building a less efficient
xylem for the same foliage area rather than allocating more
to foliage area for the same xylem capacity. Secondly, accord-
ing to Eq. (1), trees with a higher hydraulic conductance will
exhibit less important xylem tension and a buffered ¥ gradi-
ent along the root-to-leaf pathway. As a consequence,
the plant meristems would remain fully hydrated, which,
in the end, would result in enhanced growth.

No significant correlations were detected between xylem
traits that were measured under well-watered conditions
and TOL,q.index ruling out the possibility of using simple
anatomical traits as reliable predictors of tolerance to mild
water deficit. However, we observed that vessel diameter
and vessel density measured under water deficit conditions
correlated strongly with TOLygingex- This correlation
resulted from the fact that the most tolerant genotypes
tended to be the least plastic for vessel diameter and vessel
density, so that xylem plasticity had apparently a larger
cost than its return on investment in terms of growth
performance. We hypothesize that under such mild water

deficits, the plasticity of xylem structure may be more
important than the intrinsic suite of xylem traits in setting
the level of tolerance.

Conclusion

We evidenced a large range of variations in stem xylem
anatomy among six Populus D x N hybrid genotypes
that correlated both with gas exchange rates, WUE esti-
mates and growth performance under contrasting water
regimes. Because there is no clear evidence for WUE
to be related to the growth performance in D xN
hybrids (Monclus et al. 2006), the relationships recorded
between stem vessel features and other functional traits
are likely to be non-causal, but may be the consequence
of more global co-ordinations between the different
components of the whole-plant hydraulic system. Addi-
tional functional studies within D x N hybrids will be
valuable to decipher the relationships between xylem
structure, hydraulic function, leaf physiology and growth
performance.
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Appendix

Figure Al. Place of the six Populus D x N hybrid genotypes
studied among the 29 previously reported in Monclus et al.
(2005, 2006) on the basis of A values (£ SE) that were recorded
in 2004 under optimal irrigation condition (Monclus et al. 2006).
Genotype abbreviations: A, AGATHE_F; C, CiMa; E, Eco28;
I, 145-51; L, Luisa_Avanzo; P, PANNONIA.
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Variabilité structurale du xyléme et plasticité en réponse a la sécheresse chez Populus deltoides x P. nigra

2. TRANSITION

L’ensemble des résultats acquis dans le cadre deaveail a permis de conforter notre
hypothese de départ, a savoir que les relationstste-fonction du xyleme pourraient étre
indicatrices du fonctionnement hydrique et carbdeél’arbre chez les hybridd3opulus
deltoidesx P. nigra et de facon plus générale chez le peuplier. Néarsnces premiers
travaux axés au niveau structure représentaientpuemiére étape. La large gamme de
variations structurales du xyléme observée parminbridesPopulus deltoides P. nigra
laissait supposer d'importantes variations d'umpdie vue fonctionnel. Les deux chapitres
suivants sont donc consacrés a la caractérisatiem deux principaux aspects du
fonctionnement hydrauligue du xyléme. Ces deux @spe&oncernent les limites de

fonctionnement (résistance a la cavitation) efitefnce hydraulique.
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CHAPITRE 2

VARIABILITE DE LA RESISTANCE A LA CAVITATION ET PLAS TICITE EN REPONSE A

LA SECHERESSE CHEZ Populus deltoides x Populus nigra
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Relations entre résistance a la cavitation, proprié  tés structurales du xyléme,
fonctionnement foliaire et potentiel de croissance chez les hybrides Populus

deltoides x Populus nigra en conditions hydriques contrastées

REGIS FICHOT, TETE S. BARIGAH, SYLVAIN CHAMAILLARD , DIDER LE THIEC, FRANCOISE LAURANS,
HERVE COCHARD & FRANCK BRIGNOLAS

Plant, Cell & Environmen2010) PC
doi: 10.1111/j.1365-3040.2010.02164.x

1. PRESENTATION SYNTHETIQUE DE L’ARTICLE

e Contexte. La seve brute circule au sein du systeme vascusates tension. Dans ces
conditions, I'eau est dans un état meétastabletetioes sujette a se vaporiser. La vaporisation
brutale de la séve brute (le phénomeéene de cavidatse produit lorsque les tensions
xylémiennes excédent une valeur seuil déterminédegsacaractéristiques intrinseques des
ponctuations, rendant les éléments conducteurs ls@b@t donc non fonctionnels. Au cours
des deux derniéres décennies, un grand nombredd®t démontré que la vulnérabilité a la
cavitation imposait une réelle limite fonctionnedler le fonctionnement hydrique et carboné
de I'arbre. Toutefois, la majorité des connaissarmmmncernant les relations entre la résistance
a la cavitation et d’autres caracteres structueddrnctionnels indicateurs du fonctionnement

physiologique des plantes a été obtenue a l'aid@dgaraisons inter-spécifiques.

* Objectifs. L’objectif général de cette étude était d’évaluarsein des hybrideBopulus
deltoidesx Populus nigra dans des conditions d'irrigation contrastées, ridations entre
d’'une part la résistance a la cavitation de la ég€e’autre part des caracteres structuraux et
fonctionnels indicateurs du fonctionnement phygialoe de la plante. Les objectifs
spécifiques étaient dé) (caractériser la gamme de variation pour la résc a la cavitation,
(i) caractériser et quantifier I'effet d’'une sécheeesur le niveau de résistance a la cavitation,
(iif) juger des liens entre résistance a la cavitaébrpropriétés structurales du xyleme,
notamment celles associées a l'efficacité de cammtuet au renforcement mécaniqui) (
juger des relations entre résistance a la cawitatofonctionnement hydrique et carboné au
niveau foliaire, et \) juger des relations entre résistance a la cawitagt potentiel de
croissance. Un corolaire important a cette étudétéad’évaluer si les relations ou les

« compromis » entre la résistance a la cavitatibleg autres caracteres structuraux et
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fonctionnels couramment observés au niveau intécigue étaient également observables a

une échelle d’étude plus réduite.

e Stratégie. L’étude a portée sur huit génotypdés deltoidesx P. nigra contrastés
principalement pour leurs valeurs de discriminai@stopique vis-a-vis di°C (Monclus et

al. 2005, 2006)et déja connus pour présenter d’'importantes vanstpour la structure du
xyleme(Fichotet al. 2009) Les travaux ont été réalisés en pépiniere, editons hydriques
optimales ou limitantes, a partir de plancons némariés et enracinés depuis deux ans. Les
mesures ont été realisées sur 'axe dominant dméa Les courbes de vulnérabilité a la
cavitation ont été réalisées a l'aide de la teamiGavitron développée au sein de 'UMR
PIAF de Clermont-Ferrand par Hervé Cochard et IiggiH¥DRO. Les tensions xylemiennes
causant 12, 50 et 88% de perte de conductanceuigplra ainsi que la pente de la courbe au
point d’'inflexion ont été estimées. Ces parametmgsensuite été mis en relation avec les
données de potentiel hydrigue minimum de la tige claractéristiques structurales du xyléeme
associées a l'efficacité de conduction de la sewgeb(diamétre moyen des vaisseaux,
pourcentage de surface allouée a la conductiondumbivité spécifique théorique) ou au
renforcement meécanique (résistance au collapsuétgardensité du xyleme), les caracteres
fonctionnels foliaires (assimilation nette de £/ @onductance stomatique, discrimination
isotopique vis-a-vis dd°C) ainsi que les caractéres associés au potemtietalssance des
huit génotypes (taux de croissance relatif du kiominant de chaque cépée et biomasses

annuelles).

» Résultats. Nos résultats ont d’'abord confirmé la grande vdbé#ité du peuplier a la
cavitation, et de fagon plus générale sa grandsilséie a la sécheresse. La rupture
hydraulique du xyleme se produit avant -3 MPa, dams gamme de tension xylemienne
faible de I'ordre de 1.5 MPa. Néanmoins, des vianatsignificatives du niveau de résistance
a I'embolie ont été observées entre les huit gérestyles valeurs dsg' variant de -1.60 & -
2.40 MPa. Nos résultats ont également démontrénguiécheresse prolongée et modérée
entrainait une diminution d&¥sy (i.e. les arbres acclimatés possedent généralement une
résistance accrue), bien que I'ampleur des vanatiétait largement génotype-dépendante.
Nous avons également mis en évidence que l'amplideks variations phénotypiques en
réponse a la sécheresse dépendait du niveau deang€s intrinséque en condition hydrique
optimale. Quelles que soient les conditions d’atign, les marges de sécurité vis-a-vis de la

! @y, correspond a la valeur de tension xylémienne caus@% de perte de conductance hydraulique et est
utilisée comme un indicateur du niveau de résigt@nia cavitation.
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cavitatiort variaient de facon significative entre génotypes@u’'a 0.98 MPa en condition
hydrique optimale et jusqu’a 0.66 MPa en conditigdrique limitante) ; en d’autres termes,
les génotypes plus résistants ne fonctionnent passsairement a des tensions xylemiennes
plus importantes. Au niveau tissulaire, nous n'apas pu mettre en évidence de relations
entre la résistance a la cavitation et les camststructuraux associés a l'efficacité de
conduction (diameétre des vaisseaux conducteursrceotage de surface allouée a la
conduction, conductivité spécifique théorique dlerye) ou aux proprietés mécaniques du
xyleme (densité du xyleme et résistance au colipatétal). Le seul trait structural corrélé a
Y5 était I'épaisseur de la paroi des vaisseaux agpates génotypes les plus résistants
présentant une paroi plus épaisse. Au niveau ffeliain compromis entre la résistance a la
cavitation et la conductance stomatique a été mévedence en condition hydrique optimale.
En considérant l'analogie avec la loi d’Ohm et sdimypothése que la conductance
stomatique maximale dépend de la conductance spéifoliaire de la plante entiére, le
compromis observé pourrait en fait refléter de faptus générale un compromis entre la
résistance a la cavitation et I'efficience hydrqué de la plante entiere. Par ailleurs, aucune
relation claire n’a pu étre observée entre la tésce a la cavitation et 'assimilation nette de
CO, ou la discrimination isotopique vis-a-vis dtC, quelles que soient les conditions
d’irrigation. Au niveau plante entiere, nos réstgltant démontré qu’en condition hydrique
optimale, les génotypes les plus résistants a dimlgtaient également ceux qui présentaient
le potentiel de croissance intrinseque le plus mamb ; cette relation n’était toutefois plus
observée en condition hydrique limitante ce qui gewmg d'une part un fort effet
environnemental sur les relations résistance avaation — croissance, et d’autre part que la
résistance a la cavitation n’est pas un bon crip@wg discriminer les génotypes performants

en condition de sécheresse modérée.

« Conclusions. L’ensemble des résultats acquis dans le cadre tiavail a permis de mettre

en évidence des variations a la fois génétiqueghénotypiques pour la résistance a la
cavitation au sein des hybridespulus deltoides P. nigra Nous montrons que la résistance
a la cavitation peut étre reliée a certains aspdwctfonctionnement hydrique et carboné de
l'arbre a différentes échelles d’étude. Nous mardr@galement que certaines relations
couramment observées au niveau inter-spécifiqusone plus nécessairement valides a une

échelle d’étude plus fine. Certaines relationst@matues, notamment la relation positive entre

! Les marges de sécurité ont été calculées comuliéfdacnce entre la tension xylémienne causanplesiers
évenements significatifs de cavitatio#;§) et le potentiel hydrique minimum de la tige aursode la saison de
végétation Pymin).
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la résistance a la cavitation et le potentiel dessance, pourraient s’expliquer en partie du
fait de la particularité de notre modele d’étude. éffet, les génotypes étudiés étant des
hybrides inter-spécifiques non-apparentés esskemtieht sélectionnés pour leur niveau de
productivité, il est fort probable que ces génosypeprésentent en fait des phénotypes

extrémes artificiels issus d’'un phénomeéne de ségjgdgtransgressive.

-78 -



Plant, Cell and Environment (2010)

CHAPITRE 2
Populus.deltoides . P..pigra...

doi: 10.1111/j.1365-3040.2010.02164.x

Common trade-offs between xylem resistance to cavitation
and other physiological traits do not hold among unrelated
Populus deltoides x Populus nigra hybrids
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ABSTRACT

We examined the relationships between xylem resistance to
cavitation and 16 structural and functional traits across
eight unrelated Populus deltoides x Populus nigra geno-
types grown under two contrasting water regimes. The
xylem water potential inducing 50% loss of hydraulic con-
ductance (Ws) varied from —1.60 to —2.40 MPa. Drought-
acclimated trees displayed a safer xylem, although the
extent of the response was largely genotype dependant,
with ¥, being decreased by as far as 0.60 MPa. At the tissue
level, there was no clear relationship between xylem safety
and either xylem water transport efficiency or xylem bio-
mechanics; the only structural trait to be strongly associated
with ¥ was the double vessel wall thickness, genotypes
exhibiting a thicker double wall being more resistant. At the
leaf level, increased cavitation resistance was associated
with decreased stomatal conductance, while no relationship
could be identified with traits associated with carbon
uptake or bulk leaf carbon isotope discrimination, a surro-
gate of intrinsic water-use efficiency. At the whole-plant
level, increased safety was associated with higher shoot
growth potential under well-irrigated regime only. We con-
clude that common trade-offs between xylem resistance to
cavitation and other physiological traits that are observed
across species may not necessarily hold true at narrower
scales.

Key-words: carbon isotope discrimination; photosynthesis;
poplars; relative growth rate; stomatal conductance; water
deficit; water relations; xylem anatomy; xylem vulnerability
to embolism.
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INTRODUCTION

One of the most remarkable aspects of plant water relations
is probably that during transpiration, water moves through
the xylem under tension (negative pressure). This places
xylem under the constant threat of cavitation through air
seeding. As xylem tension reaches a critical threshold, air
seeding occurs through bordered pits as a result of an air
bubble being sucked into a water-filled conduit from an
adjacent air-filled conduit. Cavitation events actually lead
to vapour-filled (embolized) conduits that no longer carry
water, thereby decreasing xylem hydraulic conductivity
(Tyree & Sperry 1989). To prevent damaging drops in xylem
tension, stomata act as a pressure regulator (Sperry et al.
2002), but this may come at the cost of reduced CO; uptake
and in fine, reduced plant growth. Therefore, xylem resis-
tance to cavitation appears as one key trait in understand-
ing the conflicting balance between maximizing carbon
uptake and minimizing water loss.

Xylem resistance to cavitation is usually described
through vulnerability curves (VCs), that is, the plot of
percent loss of xylem hydraulic conductivity versus xylem
tension. Cavitation resistance has been widely documented
across species and varies greatly (Maherali, Pockman &
Jackson 2004). Although reports at the intraspecific Jevel
are by far less numerous, there is also evidence that cavita-
tion resistance can vary between populations of the same
species (Alder, Sperry & Pockman 1996; Mencuccini &
Comstock 1997; Sparks & Black 1999; Choat, Sack & Hol-
brook 2007) or between closely related genotypes (Neufeld
et al. 1992; Vander Willigen & Pammenter 1998; Pita, Gasco
& Pardos 2003; Sangsing et al. 2004; Cochard, Casella &
Mencuccini 2007). However, most of our current under-
standings of how xylem resistance to cavitation is related to
other functional traits involved in plant water transport and
carbon uptake has come from interspecific comparisons.
The comparisons of more or less distantly related taxa
growing in contrasting environments tend to indicate that

1
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increased cavitation resistance is one key component of
species growing in drought-prone habitats (Kolb & Sperry
1999; Hacke, Sperry & Pittermann 2000; Pockman & Sperry
2000). A structural trade-off between xylem safety and
xylem transport efficiency has for long been hypothesized
and several studies have since supported such a trade-off
(Martinez-Vilalta eral. 2002, Hacke efal 2006; Hacke,
Jacobsen & Pratt 2009). This may be explained according to
the pit area hypothesis (Wheeler et al. 2005), species with
more efficient xylem being more susceptible to cavitation
because larger and longer conduits tend to have a greater
pitted wall area; in turn, a greater pitted area may lead to a
greater probability of having large pit membrane pores that
are more prone to air seeding. However, results from other
studies tend to indicate that the trade-off between xylem
safety and efficiency may depend on species considered and
life history (Maherali er al. 2004; Choat et al. 2007; Jacobsen
etal. 2007; Pratt et al. 2007). In addition, several studies
focusing on the relationships between cavitation resistance
and xylem structural properties showed that increased
resistance to cavitation comes at the cost of greater
mechanical reinforcement. Such a relationship lies in the
necessity for xylem tissue to resist stresses induced by
higher negative hydrostatic pressures and has been shown
to hold at the cell level (as inferred from conduit wall resis-
tance to collapse), the tissue level (as inferred from wood
density) and the organ level (as inferred from modulus of
rupture and elasticity) (Hacke eral. 2001; Jacobsen er al.
2005, 2007; Pratt et al. 2007; Jacobsen et al. 2009). Finally,
although resistance to cavitation may theoretically impose
constraints on leaf gas exchange, few studies have directly
addressed the relationship between cavitation resistance
and leaf physiological traits related to water and CO; fluxes.
For instance, increased cavitation resistance was found to
be weakly associated with lower gas exchange rates and
higher water-use efficiency (WUE) in a cross-species com-
parison of 14 temperate trees (Maherali et al. 2006).

Xylem resistance to cavitation has been found to adjust
to different levels of irradiance (Cochard, Lemoine &
Dreyer 1999; Lemoine, Jacquemin & Granier 2002; Barigah
eral. 2006; Caquet et al. 2009), nutrients (Harvey & Van
Den Driessche 1997, 1999; Ewers, Oren & Sperry 2000) or
differences in soil porosity (Holste, Jerke & Matzner 2006).
However, evidence for a direct effect of soil water availabil-
ity on cavitation resistance remains surprisingly very poorly
documented (Holste et al. 2006; Beikircher & Mayr 2009).
Although increased xylem resistance to cavitation seems to
be adaptive for species growing in drier environments, com-
parative studies may confound both genetic variability and
phenotypic plasticity. In this context, common garden tests
are valuable tools to separate the distinct effects of genetics
and acclimation.

Poplar species (Populus spp.) and especially interspecific
hybrids are known to be among the most superior trees
under temperate latitudes in terms of growth rates
(Heilman et al. 1996). However, this comes at the expense
of large water requirements, and despite some degree of
genetic variability, poplars are known to be very sensitive to

water deprivation (Braatne, Hinckley & Stettler 1992;
Tschaplinski, Tuskan & Gunderson 1994; Monclus et al.
2006). Xylem resistance to cavitation has already been
documented for pure poplar species (Sperry, Perry & Sulli-
van 1991; Tyree, Alexander & Machado 1992; Hacke &
Sauter 1996; Sparks & Black 1999; Tognetti, Longobucco &
Raschi 1999; Hukin e al. 2005) as well as for various inter-
specific hybrids (Cochard, Ridolfi & Dreyer 1996, Harvey &
Van Den Driessche 1997, 1999; Cochard et al. 2007, 2008).
All these studies demonstrated that although some varia-
tion does exist, poplars are among the most vulnerable tree
species with cavitation events beginning as soon as xylem
tension reaches the range of ~1 to —1.5 MPa.

It is intriguing to test whether common associations
between xylem resistance to cavitation and other physi-
ological traits observed when comparing contrasting
species still hold true when comparing populations of the
same species or closely related genotypes. Here, we exam-
ined the relationships between stem xylem resistance to
cavitation and 16 structural and functional traits related to
water transport and carbon uptake under two contrasting
water regimes using eight unrelated poplar genotypes but
all issued from a unique hybrid formula Populus deltoides
Bartr. ex Marsh. x Populus nigra L. The eight genotypes
chosen were already known for differing in water use,
growth behaviour and xylem anatomy (Monclus et al. 2005,
2006; Fichot eral 2009). Cavitation measurements were
performed on 1-year-old shoots using the Cavitron tech-
nique (Cochard et al. 2005). Saplings of the eight genotypes
were grown in a two-plot common garden test, with one
plot subjected to a moderate summer water deficit and the
other one maintained irrigated throughout the growing
season (control). The specific objectives of the study were to
determine: (1) the extent of genotypic variation in cavita-
tion resistance and whether water deficit induced acclima-
tion; (2) whether cavitation resistance scaled with xylem
traits associated to water transport efficiency and mechani-
cal reinforcement; (3) whether cavitation resistance corre-
lated with leaf traits associated with carbon and water
fluxes; and (4) whether cavitation resistance was correlated
with individual growth performances.

MATERIALS AND METHODS
Plant material and experimental design

Experiments were conducted in 2008, on a 250 m? coppice
plantation of eight unrelated commercialized P. deltoides
Bartr. ex Marsh x P, nigra L. genotypes (‘Agathe_F’, Cima’,
‘Eco28, ‘Flevo', ‘I45-51", ‘Luisa_Avanzo’, ‘Pannonia’ and
‘Robusta’). These eight genotypes were already previously
selected for contrasting water use, growth performances
and xylem anatomy (Monclus er al. 2006; Fichot et al. 2009).
The plantation was located at the Institut National de la
Recherche Agromanique (INRA) station of Genetic and
Forest Research of Orléans, France (47°46° N, 1°52" E,
110 m above sea level). The field trial was set in June 2006
on a loamy sand soil (pH = 5.9) from 0.25-m-long hardwood
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Table 1. Monthly climate characteristics of the study site during the period of active growth

Month Mean T (°C) Cumulative P (mm) Cumulative PET (mm) P/PET VPD (kPa)
May 15.86 60.0 75.0 0.80 1.57
June 17.53 13.0 66.2 0.20 1.63
July 18.29 36.5 80.9 0.45 2.00
August 18.34 76.5 48.9 1.56 1.58
September 13.59 8.0 35.9 022 1.51

Climate data were obtained from a nearby meteorological station located on the field trial. Mean T, mean temperature; cumulative P,
cumulative precipitations; cumulative PET, cumulative potential evapotranspiration; P/PET, ratio of cumulative precipitation to cumulative

potential evapotranspiration; VPD, water vapour pressure deficit.

cuttings without fertilizer addition. Two twin plots with
north-south oriented rows were established 15 m apart
from each other. Each plot consisted in five complete ran-
domized blocks with three individuals of each genotype per
block. Spacing within and between rows was 0.75m X
1.20 m, respectively, accommodating an overall density of
about 11 000 plants per hectare. A border row of the cv.
Mellone_Caro was planted around cach plot to minimize
edge effects. Throughout each growing season, the planta-
tion management included mechanical and manual weed
control as well as irrigation. At the end of 2006 and 2007, all
saplings were cut back to create a coppice system. In 2007
and 2008, bud flush occurred within the first two weeks of
April for all individuals.

Environmental conditions and
drought induction

Daily environmental conditions in terms of temperature
(minimum, mean and maximum, T, °C), relative humidity
(RH, %), potential evapotranspiration (PET, mm) and pre-
cipitations (P, mm) were recorded at a nearby meteorologi-
cal station. A monthly vapour pressure deficit (VPD) was
calculated using mean monthly temperature and RH to
estimate actual vapour pressure, and mean monthly
maximum temperature to estimate saturation vapour pres-
sure as described in Martinez-Vilalta er al. (2009). Monthly
values for climate data are given in Table 1 for the time
period May-September, which corresponded roughly to the
growing season.

In 2007 and 2008, from May to September, irrigation was
performed using overhead sprinklers and was designed to
meet evaporative demand (ie. 4.5mm of water were
sprinkled every time cumulative PET reached 4 mm). In
2008, irrigation was withheld from one of the two plots from
June 18 to the end of the growing season, while the second
one was maintained irrigated (control). Thus, the not-
irrigated plot only received rainfall precipitations.

Soil and plant water status

Water potentials were measured using a pressure chamber
(PMS Instruments, Albany, OR, USA). Pre-dawn leaf water
potential was used as an index of soil water potential and
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was monitored over each plot from 18 June to 18 August
(Wpa, MPa) (see Table 2 for the definition of trait abbrevia-
tions used in this article). Measurements were performed
on one individual per block for the three genotypes
‘Agathe_F’, ‘Flevo' and ‘Robusta’ (n = 5 per genotype per
plot). Minimum xylem water potential (Wimin, MPa) was
measured on the main shoot of one individual of each geno-
type per block (1 =5 per genotype per plot) on 23 July 2008,
which corresponded to the summer drought peak experi-
enced by the plants in the field (see Fig. 1). To do this, fully
mature leaves (foliar index 13-16) were covered with
plastic film and a final layer of aluminium foil the evening
preceding measurements. On the day of measurements,
leaves were removed from plants between 11.00 AM and
13.00 PM local time, put in small plastic bags with moist

Table 2. List of abbreviations used in the text

Symbol  Definition Units

Functional traits

A Leaf net CO- assimilation rate umol m= s

& Stomatal conductance to water mmol m™ s
vapour

A Bulk leaf carbon isotope Yoo
discrimination

Yso Water potential causing 50% loss of MPa
hydraulic conductance

Y Water potential causing 12% loss of MPa
hydraulic conductance

Wis Water potential causing 88% loss of MPa
hydraulic conducta