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

D'aprés: Ducousso A & Bordacs S. 2004. EUFORGEMhTal Guidelines for genetic conservation
and use for pedunculate and sessile o@kercus robur andQ. petraea). International Plant Genetic
Resources Institute, Rome, Italy. 6 pages.
http://www.bioversityinternational.org/networks/eufen/Euf_Distribution_Maps.asp




Introduction

Introduction générale

Le chéne pédoncul@(ercusrobur L.) appartient a la famille ddsagaceae C'est une espéece post-
pionniére nomade qui couvre une majeure partie’Eierdpe et de I'Asie Mineure (Figure 1). Il
présente une trés large amplitude écologique etremntre depuis les sols trés acides jusqu’aisx sol
calcaires. Le chéne pédoncul@uercus robutL.) est, avec le chéne sessile, I'une des espécelséne

la plus représentée dans les foréts francaises |@@artie non méditerranéenne. Il représente 18% d
volume total sur pied (données IFN, 2005-2006).

La diversité génétique de ces deux espéces de ¢b&smle et pédonculé) est un sujet de recherche e
cours depuis plusieurs années. Cette diversitétigeeéest analyséeia I'utilisation de marqueurs
moléculaires (ADN nucléaire et chloroplastique),isreussivia I'étude de caractéres phénotypiques
d’intérét tels que la croissance, la qualité dishoiEn ce qui concerne les analyses génomiques, deux
types de régions sont étudiées :

- les régions neutres (relativement insensibles préasion de sélection naturelle). Chez les
chénes, il existe un fort polymorphisme génétigomer ges régions (Kremer & Petit, 1993).

- les régions non neutres ou adaptatives (soumiskes pilession de sélection et donc a la
pression évolutive, de méme qu'aux facteurs enmeamentaux parce-que ces régions
comprennent des génes impliqués dans I'adaptationilieu).

En ce qui concerne les caractéres phénotypiquass (foliaires, débourrement...), une forte diversité
a été observée aussi bien en inter-spécifique ¢Rpra002 ; Faivre, 2004) qu’en intra-spécifique
(Kleinschmit, 1993; Ponton, 2002; Torti, 2005; Biehet al., 2008). L'efficience d'utilisation de
I'eau représente, elle aussi, un caractére phéigpiypl’intérét. En effet, ce trait traduit le coromis

que font les plantes entre gain de carbone etgerteeau. Au cours d’une sécheresse, ce compromis
peut évoluer : est-ce que les arbres vont contiaueanspirer pour maintenir leur gain de carbame o
vont-ils limiter leurs pertes en eau, ce qui peutraduire par une diminution du gain de carbone ?
Quand il y a stress hydrique, I'efficience d’utili|on de I'eau augmente, comme cela a notamment été
montré chez différentes espéc&ogsypiunhirsutum Yakir et al (1990) ;Eucalyptusmicrotheca Li
(2000) ; Encelia farinosg Sandquist & Ehleringer (2003)Populus deltoidesx Populus nigra
Moncluset al. (2006)...) ainsi que chez les chénes sessile etngétiis (E. Dreyer, communication
personnelle). De ce fait, on s’attendrait donc §uwe des populations acclimatées & des régionsseéch
aient une efficience d'utilisation de I'eau pluevéde que d'autres populations acclimatées a des
régions plus humides. Mais, ce n’est pas toujoergui est observé, comme chez le pin maritime ou le
chéataignier pour lesquels les populations issusgétgions les plus séches sont aussi celles qu&ont
plus faible efficience d'utilisation de l'eau lorsg les conditions d'irrigation sont non-limitantes
(respectivement, Guelgt al, 1995b; Lauteriet al., 1997). Outre ces aspects de compréhension du
fonctionnement écologique des espéces, I'étudétficience d'utilisation de I'eau couplée a I'éd

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

Les chénes pédonculé et sessile sont des espécpatagues, qui cependant présentent des exigences
écologiques contrastées. Sur un gradient topogyaphle chéne sessile se trouve plutdt au niveau du
plateau (zones plus séches et drainées), alore ghéne pédonculé se trouve plutdt en fond dewall
(zones plus humides). Parallellement a ces dif@end’exigence écologique, des différences
fonctionnelles ont aussi été observées entre cas espéces, et notamment en terme d’efficience
d'utilisation de I'eau. Ainsi, plusieurs travawalisés au sein de I'UMR EEF — INRA Nancy (Ponton,
2002 ; Faivre, 2004) ont montré que l'efficiencetiisation de I'eau estiméeia la discrimination
isotopique du carbone était plus élevée pour leelséssile que pour le chéne pédonculé. De plus des
différences de comportement face a une sécherdapbigque ont aussi été observées. Pour illustrer ce
propos, suite a des épisodes de sécheresse agpasies années 1970-80, il s'est avéré que lechén
pédonculé était plus sensible que le chéne semsil@€ontraintes hydriques séveres (Becker & Levy,
1983). Le chéne sessile, quant a lui, a été tresquehé.

L'intensification des rejets de gaz a effet de esafe nature anthropique (dioxyde de carbone,
méthane...) modifie le climat a I'échelle du globeuifip, 2002). En France, une hausse printaniére et
une baisse estivale des précipitations sont préyoes les années a venir. La diminution des
précipitations estivales provoquerait un allongengenla période de sécheresse estivale (Lebourgeois
et al, 2001), et le déficit hydrique ainsi généré limate alors la fixation de carbone, la croissance et
la production nette primaire chez les plantes (enyd993). Il parait ainsi pertinent d'étudier le
comportement des espéces majeures des forétsifeméace a un climat de plus en plus modifié.

En conséquence des changements climatiques, pligieocessus peuvent étre observés, soit des
dépérissements massifs au niveau des régions tmipaé une augmentation de la sécheresse, soit une
migration de I'espéece, soit une adaptation localedg¢pend de la diversité génétique de caractéres
adaptatifs pouvant répondre a ces changementsoaneimentaux. Cette diversité génétique
fonctionnelle sera donc décisive pour permettfespéce de survivre dans son nouvel environnement,
ce qui impliquerait donc une capacité d'adaptaitioportante.

Ces travaux s'inscrivent ainsi dans une optiqueatapréhension de la variabilité intra-espéce de
l'acquisition du carbone et de la gestion de I'ehez le chéne pédonculé, dans un contexte
d'adaptation de cette espéce face aux changeméenttiques et plus précisément a la contrainte

hydrique.



Encadré 1 : Efficience d'utilisation de I'eau

Efficience d'utilisation de I'eau intrinseque ().

W; (umol CQ mol* H,0) se détermine & l'aide du rapport entre l'asatioit nette de COA, umol CQ m?s?) et la
conductance stomatique pour la vapeur d'egur(@ H,O mi?s’) mesurées de facon instantanée & |'échelle ®liair
Par analogie a la loi d'Ohm, le flux de €@\ de I'atmosphére vers l'intérieur de la feudlst décrit comme le
produit entre la différence de fraction molaire @0, entre l'atmosphéere et les espaces intercellulaires
(respectivement, £t G, en pmol C@mol* d'air) et la conductance stomatique pour le @9 mol CO, m?s™) qui
est l'inverse d'une résistance, d'ou A.£@-C). La vapeur d'eau diffusant 1.6 fois plus vite tp€0, alors: g =
16g.

Ainsi,

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

Efficience d'utilisation de I'eau instantanée (W):
Winst (Mmol CQ mol™* H,O) représente le rapport entre les flux de, @dtrant dans la feuille et les flux de vapeur
d'eau sortant de la feuille (ou transpiration, adiéen mmol KO m?s?) pendant la photosynthése. La transpiration
est calculée & l'aide du produit entzeegle gradient de fraction molaire de vapeur d’@gummol HO mol* d'air)
entre la feuille (w mmol O moi* d'air) et I'atmosphére (wmmol HO mol* d'air) ¢ = w; - w), d'ou : E = gfv.

Wit = A/E =[G, (1-G/C)))/1.6V (Eqn 2)

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

Efficience de transpiration (TE):

La détermination de TE se fait sur une périodeed®ps relativement longue (de quelques semainassépts mois)
et est associée a I'échelle "plante entiére".

L'efficience de transpiration (notée J)Epeut d'abord étre définie comme étant le rapgatre le taux d'accumulation
de carbone dans la biomasse séche et les peresuecumulées. L'équation 2 peut alors étre éteddu&chelle
foliaire a I'échelle plante entiere en ajoutanbdiEumes®c qui correspond a la proportion de carbone peroigede
la respiration des racines et des tiges le joudeetensemble de la plante, y compris les feuldesuit @c = 30 a
50% de la quantité nette de carbone assimilée pémaahase diurne chez les arbresygt qui correspond a la
proportion d'eau perdue par la plante du fait alevérture partielle des stomates pendant la neitadranspiration
cuticulaire et de la transpiration des racinesesttajes.

TEc (mmol C mot* H,0 )= [(1- D) (CCHI[L.6 v (1+ Dy)] = [Ca (1- D) (1-G/C] /[1.6 v (1+ Dy)] (Egn 3)

L'efficience d'utilisation de I'eau peut aussi &xerimée, non plus par rapport au gain de C, paisapport au gain
de biomasse séche. Elle sera alors notée TE:
TE (g MS kg H20) = TEc [12/(18*mc)] = [Ca (1- ®c) (1-C/CQ)] /[1.6 v (1+ Py)] [12/(18*mc)] (Eqn 4)

Ou le facteur 12/18 représente le rapport entrarlasses molaires du C et de la vapeur d'eauc.etaniraction

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

1.1 Efficience d'utilisation de I'eau et échellemtgration

L'efficience d'utilisation de I'eau correspond apport de la quantité de carbone fixée dans la
biomasse sur la quantité d’eau transpirée paat@lpour une période de temps donnée. Il s'agit ai
d'une mesure des performances des plantes en endé&compromis entre gain de carbone et perte
d'eau. C'est un trait d'intérét utilisé dans divéomaines: agronomie, foresterie ou écologie. En
agronomie, I'amélioration de l'efficience d'utitisa de I'eau des plantes de grande culture est un
moyen d'accroitre leur production pour un app@ad'défini (Richardst al, 2002). Dans ce secteur,
l'efficience d'utilisation de 'eau peut revétifféiients aspects selon qu'elle se rapporte au nesrte

ou a l'eau utilisée pour lirrigation. Dans le dameaforestier, I'efficience d'utilisation de l'east
souvent utilisée pour établir un lien entre producte bois et gestion de I'eau. Enfin, vis-a-vés d
changements climatiques globaux, ce trait permetatmecter les cycles de carbone et d'eau de la
végétation terrestre et est modulé par I'élévadiomiveau de CQatmosphérique et par la sécheresse
édaphique (Gueldt al, 1994).

L'efficience d'utilisation de I'eau peut étre éégdi I'échelle de I'écosystéme (c'est alors le d@in
carbone de I'écosystéme sur I'évapotranspiratiaw;dt al, 2002) ou a I'échelle de la plante. Dans ce
dernier cas, plusieurs définitions coexistent, matamt d'accéder a différentes échelles spatidles e
temporelles (encadré 1). En se plagant tout d'ahdtéchelle foliaire, on peut définir une efficoen
d'utilisation de l'eau "photosynthétique" qui secloe en deux expressions. Ces deux types
d'efficience d'utilisation de l'eau dites intringéget instantanée (respectivement; &Y W)
comprennent toutes deux une composante biologiguedé&finissant comme le rapport entre
I'assimilation nette de GQA) et la conductance stomatique pour la vapezaud(g). A la différence

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

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

d'accumulation de biomasse séche (MS) et de pemesau cumulées sur toute la période



Encadré 2 : Discrimination isotopique du carbone

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

3"°Céch (%0) = 1000 (Ren— Red)/Resta

Pour obtenir la discrimination isotopique entred®, atmosphérique et un échantillon végétal, la
composition isotopique efiC de la matiére végétale est alors comparée anipasition isotopique
de la source de GQc'est-a-dire la composition isotopique du,@®nosphériquedC.; ~ -8 %o).

Ascn (%0) = 1000 §*Ci— 5 3Ceer)/ (1000 +8Cyer)

5"Cecn étant trés petit devant 1000, I'équation précédeett étre simplifiée :
Dech(%o) = & Cair — & Cech
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d'expérimentation. Ainsi, TE s'exprime en g M5H0. Toutefois, par définition, l'efficience de
transpiration devrait correspondre a lI'accumulatiercarbone dans la biomasse séche rapportée aux
pertes en eau cumulées et s'exprimer en mmoloC H,O pour étre totalement en accord avec
I'équation 1 de l'encadré 1. Outre la nécessité pisses, la détermination de cette efficience
d'utilisation de I'eau exige de connaitre la fattmassique de carbone présente dans la matiére
organique, ceci étant effectué a l'aide d'un aealyélémentaire (Cernusak al, 2007a). Dans cette
étude, TE a été calculée en fonction du gain deésse séche.

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

TE nécessitait alors des mesures de flux de sé& qile I'évaluation du gain de volume de tige,
puisque le gain de biomasse total (racines cong)risest pas aisé a déterminer. &ént beaucoup
plus simple a estimer que TE, ce trait pourrai¢ &tiilisé pour en déduire TE du fait de la relation
théorique entre ces deux termes (équation 4 deatizé 1). Cette relation (entre; WU W, et TE) a
d'ailleurs pu étre expérimentalement observée, tdezarbres, sous conditions environnementales
variables, telles que l'apport en eau (Osorio &Py 1994; Matzneet al, 2001) ou la fertilisation
azotée (Ripullonet al, 2004). Peu d'études ont établi des corrélatiot®e €es deux traits en intra-
spécifique et en conditions non-limitantes, except§2000) pour des populations d'eucalyptus.
Comme le montre I'équation 4 de I'encadré 1, TEtrm€pendante qu'en partie dg. \D'autres
paramétres, tels que la proportion de carbone fpéedant la photosynthése et perdue par la
respiration des racines et tiges le jour et deiseactiges et feuilles la nuiPg), et la proportion d'eau
perdue par la plante hors processus photosyntlestidy,) peuvent aussi intervenir pour expliquer les
variations de TE indépendamment des variations deD\&utre part, se pose le probleme du temps
d'intégration, puisque Weprésente une efficience d'utilisation de I'eaiantanée, alors que TE est
intégrée sur une période de temps donnée. Touél&ments peuvent expliquer que certains travaux
ne mettent pas en évidence de corrélation entret WE (e.g., en conditions non-limitantes: Rougsar
et al, 1998 pour des provenances d'acacia; @ul, 1996 pour des croisements d'épinette blanche).
La relation entre TE et Wdoit donc étre vérifiée, puisque l'extrapolatioa EEchelle foliaire

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

Ces deux traits, TE et Wreprésentent donc deux extrémes d'efficiencelisétion de I'eau.
L'utilisation des isotopes de carbone permet déa'®hir du caractére instantané de &v/d'estimer

des efficiences d'utilisation de I'eau intégrépfua ou moins long terme.



Encadré 3 : Relations entre discrimination isotopige du carbone et efficience d'utilisation de
I'eau (W; et TE)

Farquharet al. (1982) ont établi un modéle permettant de reliedikcrimination isotopique et |
rapport GC, (respectivement, les fractions molaires de,@dtre les espaces intercellulaires

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

Asch=a+[(b-a) GCl-d (Egn 5)
a: la discrimination contre f[8CO, durant la diffusion a travers les stomates (a=4:4%o

b: la discrimination contre 16°CO, par les premiéres enzymes de carboxylation, Rseuld,5
bisphosphate Carboxylase Oxygenase (Rubisco) etpRboEnol Pyruvate Carboxylase (PEPCc).

facteur b dépend des proportions relatives de ggldion effectuées par la Rubisco et par la PEF

varie entre 27 et 30%o.

d: ce terme regroupe tous les processus de fraetioent causés par la photorespiration, la respirati

et la diffusion du C@des espaces intercellulaires aux sites de caraiowyl(Farquhaet al., 1989).

Les équations 1 (Encadré 1) et 5 (cet encadréjgemt le méme facteur/C,, ce qui permet, en le

combinant, d'obtenir une relation entre &t :

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

En combinant les équations 4 (Encadré 1) et 6€joeadre), cela permet d'obtenir une relation €

TE etAgch:

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

D

et

Le

ce

ntre
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1.2 Discrimination isotopique diiC

Lors de la fixation de COdans la biomasse, les plantes discriminent cdigmtope 13 du carbone.
Chez les plantes ensCeette discrimination{°C, encadré 2) est en partie causée par les premiére
réactions de carboxylation (principalement paibalose-1,5-bisphosphate carboxylase (Rubisco)) et
par la diffusion du C@de I'atmosphére vers les espaces intercellulai@msefois d'autres processus
de fractionnements interviennent: dissolution effudion du CQ dans la phase liquide,
photorespiration et respiration de jour (Farquéial., 1988; Farquhaet al., 1989). L'effet de ces
fractionnements sur la valeur de°C est faible, mais significatif (Brugnoli & Farquha2000;
Ghashghaieet al., 2003). Farquhaet al. (1982) ont établi un modéle corrélant positivemknt
discrimination du*®C du CQ entrant dans la feuille et le rapport@; (respectivement, les fractions
molaires de C@dans les espaces intercellulaires et dans I'atméosp (équation 5 de I'encadré 3).
A™C peut permetre d'avoir une estimation dCC non pas instantanée (comme avec les mesures
d'échanges gazeux), mais intégrée dans le tenumdeérée par la quantité de carbone assimilée par
unité de temps. (T, reflete I'importance relative de A et dgequi sont reliés respectivement a la
demande et a la disponibilité de £Qe rapport représente un point de consigne (@ipdmt") pour
I'intégration et la coordination des échanges gafEtleringer & Cerling, 1995). La discrimination
isotopique er®C du matériel végétal est une mesure rétrospeetiitégrée de ce point de consigne
et peut étre utilisée soit comme indicateur descgssus physiologiques et des conditions
environnementales prévalant lors de I'assimilaienCQ (Ehleringer, 1993), soit comme outil de
comparaison de l'efficience d'utilisation de l'edes plantes sous conditions environnementales

similaires.

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

1 de I'encadré 1), pour les plantes gnl&discrimination du carbone 13 est négativerntiéata W via

le rapport GC,(équation 6 de I'encadré 3; Farquhar & Richard8419. a relation théorique négative
entre W (ou W) et AC a été validée expérimentalement chez les arbrestra-spécifique, par
plusieurs études (Zhargg al., 1994; Lauteriet al., 1997; Roupsarét al., 1998; Cregget al., 2000;
Grossnickleet al., 2005). Chez le chéne pédonculé, Pongoral. (2002) ont mis en évidence une
relation négative entre VBtA™C, sous différents traitements lumineux. Toutefgiselques études ne
parviennent pas a obtenir cette relation, commepemple en conditions non-limitantes en eau chez
des populations d’épinette blanche (Sral, 1996) ou des clones de peuplier (Mona@tisl, 2006)

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

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



Conditions

N . 13, 13, AfA

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

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

Picea glauca x Picea . . . .

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

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

Picea sitchensis x (Picea . .

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

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

Pinus elliottii x P. caribaea .

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

Pinus elliottii var. elliotti x

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

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

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

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

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

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

Tableau 1: Quelques données de variabilité intraspécifique adenposition isotopique

ou

discrimination isotopique du carbon&3IC/AC), de l'efficience de transpiration (TE), ainseqies
traits foliaires: assimilation nette de €@\, conductance stomatique pour la vapeur d'eguefg
efficience d'utilisation de l'eau intrinséque @A/gs). Pour les données dé’C/A™C, la gamme de
valeurs (valeur maximale — minimale) a été repopéer différents compartiments et métabolites:
plt=plant; Ft=matiére organique foliaire totale; #&swmatiere organique foliaire soluble; Fa=amidon
foliaire; Bc= cellulose du bois. Pour les traitdidmes et TE, des coefficients de variation (écart
type*100/moyenne) ont été calculés. Les conditdagulture ont aussi été notées: plant.=plantation;
phyt.=phytotron; s=serre. Lorsque, pour une étuydesieurs conditions de croissance étaient
proposeées, seules les valeurs obtenues pour Ieitionr les moins contraignantes ont été retenues.
Pour certaines études, les conditions d'alimemtatioeau étaient non-limitantes (irr.=irrigaticglprs
que pour d'autres, la croissance des plants étaitise aux conditions naturelles (nat.).
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environnementales ambiantes) a partir desquellgse calculée, en'C qui représente une
intégration dans le temps dg @éndérée par I'assimilation.

Le modeéle liant I'efficience d'utilisation de I'ealéfinie A I'échelle instantanée et foliaireAEC peut

étre extrapolé a I'échelle plante entiére et ig@gur une période de temps plus longue. En effet,
combinant les équations 4 et 6 (encadrés 1 etrBphtient ainsi une relation théorique entre la
discrimination et I'efficience de transpiration é&tjon 7 de I'encadré 3). La discrimination isotjoei

du carbone peut ainsi étre utilisée comme estimatel mais aussi de TE. Cette relation a été
validée par quelques études sur des arbres. Labil@é des deux parametres, responsable de la
relation détectée, est la plupart du temps gémgeédes conditions environnementales variées: appor
en eau (Osorio & Pereira, 1994; Picetral.,1996b; Suret al, 1996) ou nutrition azotée (Guettlal.,
1995a; Ripulloneet al., 2004). En conditions non-limitantes peu d'études rapporté une telle
relation en se basant sur la variabilité génétigueepté les travaux de Li (2000) pour des popmurati
d'’Eucalyptusmicrothecaou de Roupsarét al. (1998) pour des provenances d'acacia. De la méme
facon que pour la relation entre TE ef, Wautres facteurs (demande évaporativg, ®y) peuvent
intervenir expliquant parfois 'absence de coriétaentre TE en'*C (Guehlet al.,1995a; Matzneet

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

L'efficience d'utilisation de I'eau définie & lorggme (efficience de transpiration, TE) ou a ctéemtne
(efficience d'utilisation de I'eau intrinseque,;)Wrésente une variabilité intra-spécifigue dont
I'amplitude dépend de l'espéce étudiée (Tablealek)coefficients de variation obtenus a partir des
données de la littérature pour, & TE varient respectivement entre 5 et 25% at16% (Tableau 1).

La discrimination isotopique entre le ¢@mosphérique et la matiére organign&c) est un outil
permettant d'analyser plus facilement des diff@entefficience d'utilisation de I'eau entre gépesy
Concernant ce dernier point, de nombreuses étulte®, quelques-unes sont référencées dans le
tableau 1 ont mis en évidence une forte variahitit@a-spécifique de la discrimination isotopique d
carbone, allant de 0.3 a plus de 6%. chez les grbepsésentant une variation de Wé 5 a 90%
environ. Toutefois, les relations entre, WE etA™C sont tributaires de plusieurs facteurs et biais
inhérents aux techniques de détermination. Il eatdmportant de vérifier que la variabilité AEC

au sein d'une espéce refléte la variabilité dieffice d'utilisation de I'eau a court et a long &sret de

déterminer la précision que I'on peut espéreredéiation de WTE parA™C.

Différents composés ou organes peuvent étre wifieéir I'analyse de leur composition isotopique en
3¢ (3*C). La discrimination isotopiqueAt®C) est alors définie comme étant la discriminatiort®C
entre le CQ@de l'air atmosphérique et le métabolite ou l'oegétudié (cf Encadré 2). Selon la fraction
organique A™*C est alors corrélée a une intégration depdérée par l'assimilation nette de,G0r
une période de temps variable. Aux deux extrémitéscette échelle, il y a, tout d'abord, la

discrimination isotopique déterminée pour le ;G€laché par la feuille qui permet d'accéder a une
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estimation instantanée de, {EEvanset al, 1986). L'analyse de la composition isotopiquéadmatiére
organique totale pour la plante entiére représkmitre extrémité de cette échelle. La discrimorati
associée représente ainsi une intégration a lomgeted'une série complexe de processus
physiologiques et biochimigues. Chacun de ces psuseest susceptible d'ajouter des fractionnements
isotopiques supplémentaires et est donc a I'origéneariations de la signature isotopique en cabon
Les organes sont constitués par des mélanges casspgle molécules dont les signatures isotopiques
sont variables. Les feuilles et les tiges sont ams®@ps majoritairement de cellulose, d'hémicellylose
et de lignine. Ces molécules forment un pool dbae présent dans les structures cellulaires mises
en place au moment de la croissance de la feu#leleuxieme réservoir de carbone correspond aux
molécules & renouvellement rapide, telles que leses ou l'amidon. Une feuille de lumiére peut
contenir jusqu'a 20-25% de sucre et d'amidon etuasf0% pour les tiges (Hodat al, 2003). La
composition isotopique de la matiére organiquelaotst donc fonction de linfluence relative de
chacun de ces deux pools (Breneteal, 2002).

De plus, la composition isotopique de la matiérganmque dépend aussi de la discrimination
intervenant au cours des processus respiratoirpeotorespiratoires (pour revue, Ghashgtetial.,
2003). Or, 80% (environ) du G@elaché par la respiration ou la photorespiraisirefixé (Loretaet

al., 1999). Ceci a donc une influence non négligeahle la signature finale. Lors de la
photorespiration, le COIlibéré est appauvri eC (discrimination positive), ceci modifie donc la
discrimination observée lors des mesures d'échagamesux. L'impact de la photorespiration sur la
composition isotopique de la plante est considéhnce faible, mais cette estimation dépend
notamment des conditions de croissance (leteal, 1996).

Une quelconque discrimination ainsi que l'utilieatiprivilégiée de certains substrats enrichis ou
appauvris en carbone 13 durant ce processus deat@spmitochondriale peuvent avoir pour effet de
modifier la signature isotopique de la matiérediod. En effet, la moitié du carbone fixée pendare
journée peut étre respirée. La quantification dfantionnement lors de la respiration mitochonerial
est donc critique pour linterprétation physiolagigdudCyo. Les mesures d&3C du CQ respiré
(3"Cg) donnent des résultats parfois contradictoires. &i Ehleringer (1997) ne trouvent pas de
discrimination isotopique du carbone 13 lors derdapiration mitochondriale de protoplastes de
cellules du mésophylle de haricBth@seolus vulgarik. var San Juan Select) et de maisa mayg..

var Incredible Hybrid) mis en culture dans un milisontenant des sucres de composition isotopique
différente. Ces auteurs en concluent que la rd&piramitochondriale n'a pas une influence
significative sur la composition isotopique fol@irCeci confirme les assertions de Farquétaal.
(1982, 1989), Farquhar & Richards (1984) et FarguRalloyd (1993) selon lesquelles la
discrimination pendant la respiration mitochondriast négligeable. Cependant, d'autres études
effectuées suPhaseolus vulgarid.. (Duranceauet al, 2001), Nicotiana sylvestriset Helianthus
annuus (Ghashghaieet al, 2001) infirment les résultats précédents : le, C&aché lors de la

respiration mitochondriale peut étre enrichi papat a la matiére organique de 6%.. De mémeeiXu
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Figure 2: Graphique issu de la revue de Bowlai@gl. (2008; Figure 2) représentant une comparaison
des compositions isotopiques de différents compfmdidéres, exprimées par rapport a la composition
isotopigue de la matiere organique totale foligieeplantes de typesCles boites a moustaches sont
constituées de plusieurs éléments: les extrémidsbdites représentent les premiers et troisiemes
quartiles, la ligne représente la médiane, les gsamurs correspondent a la moyenne, et les barres
d'erreur montrent les centiles 10 et 90% de lailigfon. La ligne verticale en pointillés corresploa

la moyenne observée pour les sucres foliaires.
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al. (2004) montrent sur cing espécddusa paradisiacal, Coffea arabic&pipremumn pinnatum,
Clitoria racemosaet Populus deltoidesjue le 5°Cg est supérieur ad®*Cyo. Cet enrichissement du
CO, respiré modifie la signature du matériel végétdibfre (Ghashghaiet al, 2003) qui est donc
appauvri en carbone 13. Ghashghaieal (2003) suggérent que le fractionnement isotopique
(conduisant a un enrichissement ou a un appaunressteen carbone 13 du G@spiré par rapport a

la composition isotopique des carbohydrates) pendimnrespiration mitochondriale dépend de
l'importance relative des voies métaboliques. @etionnement est variable selon les espécese{Xu
al., 2004) et change avec le stade de développemest végétaux, avec les conditions
environnementales et notamment la sécheresse (@tasht al, 2001).

Des variations de la signature €& de la matiére organique sont ainsi observablé® emganes
(Brugnoli & Farquhar, 2000; MacFarlaeéal.,2004; Peuket al.,2006; Cernusakt al.,2007a), au
cours du développement de la feuille (Holtum & WmR005), tout au long de la saison de végétation
(Jaggiet al.,2002; Keitelet al.,2003)... Entre ces deux extrémes ¢@€laché et matiere organique
totale), différentes fractions carbonées peuvent @alysées. L'étude de la signature isotopique en
13C de ces molécules permet d'accéder a différentpsted’intégration de W La discrimination
isotopique entre le COatmosphérique et les sucres solubles foliairascégle, fructose et surtout
saccharose), premiers produits de la photosyntiméBetent une intégration des échanges gazeux de
un a quelques jours (Brugnadit al., 1988; Brugnoli & Farquhar, 2000). La signature '&@ de
'amidon est un intégrateur a moyen terme (enviroe semaine; Jaggit al, 2002). L'analyse de
constituants a plus longue durée de vie, tels queellulose, des feuilles ou des cernes, permet
d'intégrer les échanges gazeux durant une périealacbup plus importante (période de formation de
la feuille, ou des différents types de bois). Térite tous ces composés (sucre, cellulose...) présent
des signhaux isotopiques variés dus a des processfractionnements post-photosynthétiques (pour
revues, Brugnoli & Farquhar, 2000; Badeztkal., 2005; Bowlinget al.,2008). En effet, la signature
des molécules peut étre modifiée suite a un fragment pendant le transport ou a leur utilisation
dans une voie métabolique... La cellulose, les swsmkebles et 'amidon sont toujours enrichis h

par rapport a la matiére organique totale (Figgré&Sglon la fraction métabolique utilisée, I'estiima

de l'efficience d'utilisation de l'eau sera dontégnée sur une période de temps variable. Sous
I'nypothése que Wet TE sont liées, est-ce que I'utilisation deddutose du bois pourrait permettre
une estimation plus fine de TE?contrariq l'estimation de \\est-elle meilleure avec l'analyse de la

signature isotopique de fractions métaboliquesaueellement rapide?

Malgré les processus conduisant a une modificationsignal entre molécules ou organes, les
différences entre individus sont conservées d'uagidbn métabolique a l'autre (Lautetial.,2004;

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

Pontonet al. (2001) entre chéne sessile et chéne pédonculd, gie Damesiret al. (1998) entre



Avantages

Inconvénients

Efficience d'utilisation de I'eau

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

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

TE

représente une W, "optimale"

relativement rapide (40 mn environ par feuille)

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

rapide (30 s par feuille)

représente une WUE plante entiere

intégré dans le temps

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

WUE représentative de I'ensemble du houppier?

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

non intégré dans le temps

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

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

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

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

Estimation de W j (n

&"C sucres solubles/amidon

5"*C matiére organique foliaire

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

mesures d'échanges gazeux

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

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

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

préparation rapide des échantillons

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

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

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

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




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

peut étre comparée a TE

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

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

Tableau 2 : Avantages et inconvénients des différentes tectasigpermettant d’estimer I'efficience d’utilisatida I'eau.
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Figure 3: Relations théoriques entre l'efficience d'utiligatide I'eau calculée a I'aide de mesures
directes (Wet W calculées a partir de mesures d'échangesugaZé& calculée a partir du gain de
biomasse et des pertes en eau cumulées sur ladpédexpérimentation) ou estiméga la
discrimination isotopique dtfC CO, de différentes fractions métaboliques. Pour leg\aations, cf
Encadrés 1, 2 et 3.
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chénes vert et pubescent ou encore Johesal. (1999) dans une famille deicea mariana De
méme, le rang des génotypes est conservé pournd@®rmements contrastés (Ehleringer, 1993;
Lauteri et al., 1997; Guehlet al.,2004). Ainsi, dans la mesure &FC et W ou TE sont corrélées,
cette stabilité génotypique de la signature isoio@ien™C est donc censée refléter une stabilité

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

L’efficience d'utilisation de I'eau peut donc étseit calculée a partir de mesures directes (éclsange
gazeux, accumulation de biomasse/pertes en eadtjoastimésia les analyses isotopiques €6 de
différentes fractions organiques. Cependant, chacdénces techniques présente ses avantages et ses
inconvénients (récapitulés dans le tableau 2). (er@ent, les analyses isotopiques'dli dans la
matiére organique sont privilégiées dans le cadrd’'éude de la variabilité intraspécifique d’'une
espéce (Tableau 1). Mais, extrapoler les conclssiobtenues a partir de ces analyses a des
conclusions sur la variabilité de I'efficience dlisation de I'eau peut étre délicate, puisque, canie
résume la figure 3, d’autres facteurs peuvent vamgre individus. La variabilité intra-spécifiqea

A™C observée alors, ne correspondrait pas & unebiliiéantra-spécifique d'efficience d'utilisation

de l'eau.

2 Décomposition de l'efficience d'utilisation de au a I'échelle plante entiére et foliaire, et
apport des isotopes de I'oxygéne comme estimateue th conductance stomatique

2.1 A I'échelle "plante entiére"

A I'échelle "plante entiére" et de fagon intégréedlle temps, I'efficience d'utilisation de I'e@pehd

du gain de biomasse et du cumul d'eau transpirée. forte efficience de transpiration est donc
dépendante soit d'une forte accumulation de bioenasst de faibles pertes en eau, soit des deux.
L'accumulation de biomasse est un trait capitaloeié, depuis trés longtemps, a des programmes de
sélection d'arbres forestiers. Aux vues des chaagentlimatiques, la sélection se fait non seulémen
au niveau de la biomasse, mais aussi au niveaa ciphcité de ces arbres a augmenter leur biomasse
en consommant un minimum d’eau (on parle alorsbdéar plus efficients pour la transpiration, TE).
La mise en évidence d'un lien génétique potentxidtant entre efficience d'utilisation de I'eau et
productivité devient donc une question cruciale. dffiet, si la sélection des arbres pour une forte
productivité se traduit par une sélection en fawdune faible efficience d'utilisation de l'eae(j.si
I'efficience d'utilisation de I'eau est principakam influencée par les pertes en eau), alors aenszh
(association forte productivité/faible efficiencatdisation de I'eau) pourrait étre préjudiciable cas

de sécheresse. D'autre part, l'allocation du carldlams la plante est un élément important a prendre
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en compte. En effet, si la sélection pour une fortégssance de la partie aérienne se fait au déttim
de la partie racinaire, alors ce schéma d'allocgiiut étre un facteur limitant au développemest de
plantes sous certaines contraintes environnemer(sdeheresse).

Selon les espéeces et les études, les variabilitéa-spécifiques de la croissance (biomasse,
accroissement en hauteur, diamétre ou surfacer&liat de l'efficience d'utilisation de I'eau sont
corrélées. Certains travaux, en conditions nagse(plantation) ou contrélées et non-limitantes,
mettent en évidence des corrélations positiveseenfs deux traits (ou négatives lorsque la
discrimination isotopique du carbone est utiliséenme estimateur de I'efficience d'utilisation de
I'eau) (Johnseet al., 1999; Cregget al.,2000; Xuet al.,2000; Matzneret al.,2001; Silimet al.,
2001; Prasolovat al., 2003; Casasolet al., 2004). Des corrélations négatives entre croissamnce
efficience d'utilisation de I'eau ont aussi étéepbsSes, par exemple, chez trois populationBajgulus
davidiana (Zhanget al, 2004) ou pour plusieurs populationg&utalyptus microthecdLi, 2000).
D'autres études, enfin, ne constatent pas de atol(Brendelet al., 2002; Moncluset al., 2005).
Contrairement aux traits liés a la croissance,@études sur des espéces ligneuses ont analysé I'ef
de la transpiration totale sur l'efficience de $miration, excepté quelques travaux dont ceux de
Olbrich et al.(1993) et de Cernusat al.(2007b).

Les corrélations entre efficience d'utilisation Beau et productivité sont aussi tributaires des
conditions de I'étude (Flanagan & Johnsen, 1995ngkt al., 1996; Brendekt al.,2002): I'absence
ou la présence de corrélations en conditions nuoitdntes n'étant pas forcément le reflet de cesqui
passe en conditions limitantes. Enfin, ces colicilatdécoulent des relations entre gain de carbbne
pertes en eau qui se passent plus en amont auunfeéaire, et dépendent donc en partie de
l'influence de chacune des composantes (assimilaitte de C¢) A, et conductance stomatique pour
la vapeur d'eau,ggsur W (Farquhaeet al, 1989). Cependant, le lien entre assimilationengét CQ et
productivité n'est pas si évident, puisque A déealline mesure instantanée, alors que la prodtéctivi
est une mesure intégrée. De plus, A ne se mesersuqujuelques feuilles (qui ne sont pas toujours
représentatives de l'arbre entier), et tout le aagbassimilé n'est pas uniquement alloué a la
production de biomasse: il peut étre exporté, migéserve ou métabolisé. De la méme fagon, la
conductance stomatique ne conditionne que partielie la transpiration totale (surface foliaire et

déficit de pression de vapeur d'eau entre la teetll'atmosphére; Cernusakal, 2007b).
Pour les arbres forestiers, la relation génétiqueegroductivité et efficience d'utilisation dedu est

donc importante a analyser, de méme que les chamemd'échelle: 'observation & I'échelle foliaire

refléte-t-elle un comportement plus global, a lehplante entiére et intégré dans le temps?
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Figure 4: Relations théoriques entre I'assimilation netteC@g (A), la conductance stomatique pour
la vapeur d'eau (pet l'efficience d'utilisation de I'eau (#A/gs) selon 3 cas définis dans le tableau
accompagnant cette figure, ou CV correspond adicieft de variation déterminé pour A (CV A) et

gs(CV g).
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2.2 A l'échelle foliaire

L'efficience d'utilisation de I'eau intrinseque J\8e dissocie en deux composantes: I'assimilatttie n
de CQ (A) et la conductance stomatique pour la vapeeaud(g). De ce fait, a I'échelle foliaire, la
variabilité entre génotypes de; peut étre liée soit a l'assimilation, soit a ladectance stomatique,
soit aux deux. Pour déterminer lequel de ces deiits &a la plus grande influence sur la variabiiéé
W, des corrélations sont utilisées entre (@ la discrimination isotopique du carbone) et deux
traits. Plusieurs cas peuvent alors étre envisagés:

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

Os, plus la pente de la relation entre A ettéwdra versco.

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

de Rowland (2001) pour des provenances de peugliégbleau 1).

(i) une relation positive entre V¥t ses deux composantess iii, Figure 4) est attendue
lorsque la variabilité de A est supérieure a cadleg, i.e., le coefficient de variation de A
est supérieur a celui de ¢.9., étude de Monclust al. (2006) pour des clones de
peuplier). Plus la variabilité entre individus desgra faible devant celle de A, plus la

pente de la relation entrg & W tendra vers eo.

Cependant, il est souvent difficile de dissocisrdéets de l'une ou l'autre de ses composanted/sur
En effet, une forte corrélation positive est gélenent observée entre A ef (@auteriet al.,1997;
Roupsarcet al., 1998; Moncluset al.,2006). Cependant, la variabilité intra-spécifiqeeAlet de g
différant selon les espéces d'arbres étudiées daahl) est, elle-méme, contrlée par des facteurs
physiologiques et structuraux dont la variabilitéa-spécifique a aussi été démontrée (Lawteal.,
1997; Kundu & Tigerstedt, 1999; Cregg al.,2000; Moncluset al., 2006). L'analyse de ces traits

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

L'assimilation nette de Ge décompose en quatre processus: I'absorptitanldmiere, la diffusion
de CQ vers les cellules assimilatrices, le flux d’éleas, et les réactions biochimiques dans les

11
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cellules du mésophylle. Différents traits peuvent éssignés a chacun d'entre eux. L'absorptida de
lumiére, au niveau des antennes collectrices sitigde la membrane des thylacoides, est un
phénomeéne complexe qui est affecté par la quadétpigments, mais aussi par la structure des
feuilles (Niinemets & Tenhunen, 1997; Evans, 1999t exemple, Lautegt al. (1997) ont montré
des variations intra-spécifiques ch@astaneasativadu contenu en chlorophylle foliaire qui étaient
positivement corrélées aux variations d'assimitaie CQ. L'épaisseur des feuilles est, quant a elle,
souvent associée a une photosynthése plus impar@nnme c'est le cas entre feuilles de lumiére et
feuilles d'ombre (Terashimat al, 2001). D'autres traits, tels que la densité ii@iau la masse
surfacique (LMA, ou Leaf Mass-to-Area Ratio) samiguemment utilisés et présentent une variabilité
intra-spécifique importante, notamment chez le ehéessile (Bruschét al., 2003a, 2003b). Des
profils de corrélations consensuels en inter-sf@font pu étre établis entre ces différentsstreit
l'assimilation nette de GQReichet al.,1998; Niinemets, 1999; Reidht al.,1999). La diffusion du
CO, de l'atmospheére au site actif de la Rubisco st woie complexe. Cette voie est généralement
simplifiée pour ne comporter que trois composaptawipales, chacune affectée d'une conductance
pour le CQ: couche limite, stomate (développé dans le paphgrauivant) et mésophylle (Farquhar
& Sharkey, 1982). La conductance de la couche dirdiépend de différents facteurs: la taille de la
feuille, la structure des surfaces foliaires, I'tanpment des stomates et le mouvement d'air adur
la feuille. Les conductances mésophylliennes (oudaotance interne au GQOg) conditionnent le
gradient de C@des cavités sous stomatiques aux espaces intéaaels et a travers le plasmalemme
et les membranes chloroplastiques. Les conductamésephylliennes ont d'abord été considérées
comme négligeables (Farquhar, 1980). Cependantiegbgrches plus récentes suggerent guestg
suffisamment faible pour diminuer de fagon sigmifice la concentration en G@u niveau des sites
de carboxylation (¢ relativement a la concentration en £dans les cavités sous-stomatiques. (C
Les conductances internes sont du méme ordre dearaque g(Lauteriet al, 1997), la différence
Ci-C; est donc similaire a la différence-C; conditionnée pargavec G la concentration en GO
atmosphérique). Les conductances internes a lasfi du CQ@ limitent donc la photosynthése (von
Caemmerer, 2000; Warren & Adams, 2006). Il est gdament admis que de fortes capacités
photosynthétiques sont accompagnées par de fodeductances internes comme l'ont observé
Lauteri et al. (1997) et DelLucieet al. (2003), en intra- et en inter-spécifique. ToutefdVarren &
Adams (2006) ont démontré que cette assertion iéitrecte: les capacités photosynthétiques ne
sont pas parfaitement corrélées ja lgg comparaison des performances photosynthétigné®
individus s'appuie sur l'utilisation du modele Wimoique de la photosynthése défini a I'échelleafodi

et développé par Farquhetral. (1980). En effet, outre les limitations stomatisjde la photosynthese,

il existe des limitations biochimigues imposéesdeux processus majeurs: (i) l'activité de la Ribel

1,5 bisphosphate Carboxylase Oxygenase (Rubisdg (égénération du Ribulose 1,5 bisphosphate
dépendante du transport d'électrons. A partir dedmux limitations, deux paramétres clefs sont

respectivement définis: la vitesse maximale de aailation de la Rubisco (May qui dépend en

12



Figure 5: Facteurs impliqués dans la régulation de la tugyese des cellules de garde, d’'aprés
Kearns & Assmann (1993).
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partie de la quantité de Rubisco active, et le fhaximal d'électrons a lumiére saturantg,jJjui est

lié a l'absorption de lumiére. La variabilité ingpécifique de ces paramétres a été démontrée pour
plusieurs espéces ligneuses (Laugtral., 1997; Moncluset al., 2006) et des corrélations positives
entre les variabilités intra-spécifiques de cesstiet de I'assimilation nette de €8bnt couramment
observées (Moncluet al, 2006). Les capacités photosynthétiques des dsuidlont fortement
influencées par la quantité d'azote. En effet, ®#40l'azote organique foliaire est investi dans la
machinerie photosynthétique (chlorophylle, protéides thylacoides et cofacteurs associés, enzymes
cycle de Calvin (surtout la Rubisco qui représeéntdle seule entre 20 et 40% de I'azote organique))
(Evans, 1989; Loomis, 1997). De ce fait, les capagdhotosynthétiques sont souvent estimées par le
contenu en azote foliaire, une quantité d'azotes plmportante étant liée a des capacités

photosynthétiques plus fortes (Field & Mooney, 1986

Le rble des stomates est d'optimiser les échangesux (assimilation de G@t transpiration) sous
des conditions environnementales changeantes (CA®wam). Pour ce faire, les stomates s’ouvrent ou
se ferment en réponse a des stimuli environnementies : les lumieres bleue et rouge (Sharkey &
Raschke, 1981), l'ultra-violet (Eisinget al, 2000), le déficit de saturation de l'air en vapd’'eau
(Grieuet al, 1988), la température, le rayonnement. lls mépat aussi a la concentration interne de
CO, (Mott, 1988) ou encore aux phytohormones et notant l'acide abscissique (ABA)
(Rajasakeran & Blake, 1999). D'aprés &t al (1997), les stomates pourraient aussi répondre a
'accumulation de saccharose au niveau de la p®icellules de garde. Cette accumulation serait
fonction du taux de transpiration et permettrafeleneture stomatique.

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

- I'évolution de l'organisation du cytosquelette &tspprécisément une dépolymérisation des
filaments d'actine. Ce phénoméne a été observaalication d’ABA (qui provoque une
fermeture stomatique) cheZommelina communig. (Eun & Lee, 1997) etArabidopsis
thaliana L. Heynh. (Eunet al, 2001). La désorganisation du réseau d'actinarafipsuite a
l'inactivation d’'une Rho GTP-ase (At Racl) essdigieent retrouvée dans les cellules de
garde che?. thaliana(Lemichezet al, 2001).

- des modifications de I'expression de certains g@retherington, 2001)

- ou encore des modifications du trafic membranaiett{erington, 2001; Blatt, 2000; Homann
& Thiel, 1999). En effet, les changements de voluons de I'ouverture ou de fermeture des
stomates sont assez conséquents, puisque le valemeellules de garde peut varier d'un

facteur 2 voire plusirf Blatt, 2000). Ces variations de volume se fontgjaunt ou suppression
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d'une partie de matiere membranaire. Ce processeessite une régulation du trafic

vésiculaire vers et a partir du plasmalemme ebdaplaste (Blatt, 2000).
Les voies de signalisation de I'ouverture stomatigant multiples et impliquent entre autres Ié'Ca
intracellulaire (pour revue, Blatt, 2000). L'exist® de voies multiples permet de protéger les
fonctions vitales que sont I'assimilation de caben la régulation des pertes en eau contre letseff
délétéres de certaines mutations de génes implidads la synthése ou I'impact des intermédiaires
des voies de signalisation.
La morphologie des stomates est un élément quienfle les mécanismes d'ouverture/fermeture des
stomates, et donc la conductance stomatique (Frarikarquhar, 2007). Aasamaa al. (2001) ont
ainsi mis en évidence, chez des arbres déciduso@d¢ fempérée, une relation positive entre la
longueur des stomates et la conductance stomatique.
Outre la forme des stomates, la densité stomaiitflueence la conductance stomatique maximale
selon le modéle de Nobel (1999). La relation pesitiécrite par ce modele a été obsevée pour
plusieurs especes de peuplier (Peatal, 2006) ainsi que pour des provenancésatiirachta
indica (Kundu & Tigerstedt, 1999).
Quoi qu'il en soit, contrairement & A, peu de gddliaires sont liés a la conductance stomatique,
dehors de quelques traits relatifs a l'anatomie stemates. De méme, peu d'études relatent la
variabilité génétique de réponse des stomateslactuétions environnementales. Toutefois, quelques
études ont montré I'existence d'une variabilitéaispécifiqgue de réponse des stomates au déficit de
saturation de I'air en vapeur d’eau (Grossnickl&#&n, 1998; Grossnicklet al.,2005), a la lumiére
(Grossnickle & Fan, 1998), a la sécheresse édagliieanet al, 1997)...
Il est important de noter que lors de la mesureladeonductance stomatique, la conductance
cuticulaire est, elle aussi, prise en compte. Het,efeau passe directement a travers cette barrié
lipophylique, et une faible proportion transite s pores (Riederer & Schreiber, 2001). Ainsi, les
propriétés de la cuticule affectent les échangeeigafoliaires, mais il semblerait qu'elles ne sbie
pas corrélées a I'épaisseur de la couche de cigelamaomposition chimique de ces cires (Riederer &
Schreiber, 2001). La conductance cuticulaire pawdpeur d'eau peut atteindre jusqu'a 30 % de la
conductance totale d’'une feuille pour la vapeunw'¢Boyeret al, 1997) et peut présenter des

variations interspécifiques (Riederer & Schreil2801).

L'efficience d'utilisation de I'eau intrinséque dshc un caractére complexe dont la variabilitéeent
individus est la conséquence de la variabilité durplusieurs traits liés soit a I'assimilationteete
CO,, soit a la conductance stomatique, soit aux deaxdécomposition de I'efficience d'utilisation de
I'eau requiert donc de travailler sur un grand nende traits. Cependant, peu de traits sont lids a
conductance stomatique et permettent d'avoir desingaintégrées de ce trait fortement dépendant des

variations environnementales. La signature isotopign'®0 de la matiére organique foliaire ou de
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Encadré 4 : Théorie de I'enrichissement effO de I'eau et de la matiére organique foliaires

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

l'isotope *®0 représentant 0.20%. La composition isotopique™®en (3, %.) d'un échantillon compare le rappor

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

d¢ch (%0) = 1000 (Rch— Retd)/Rsta

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

I'échantillon par rapport & la source d'edL Ainsi :

Alsoéch = Osch- Os
1. Enrichissement erf®0 de I'eau foliaire au niveau des sites d'évaporath

L'enrichissement de I'eau au niveau des sitespbéation A'°0,) par rapport a l'eau source est décrit par le heod
suivant (Craig & Gordon, 1965; Dongmaetral., 1974):

A®O = g +&* + (A0, — &) WaW, (Eqn 8)

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

A0, = 8, — s enrichissement de la vapeur d'eau atmosphérigueapport a la source d'eau, adeta composition
isotopique eri?0 de la vapeur d’eau dans I'air (%o)

& : fractionnement pour la diffusion de la vapewsall a travers les stomates et la couche limite (%o);

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

e* : fractionnement & I'équilibre causé par le chemgnt de phase de I'eau liquide a I'eau vapeur (%o);

£*=[2.644 — 3.206 (18T) + 1,534 (1& T2)] 10°0u T est la température (°K) (Bottinga & Craig, 296

w;: fraction molaire de vapeur deau dans les espagsercellulaires (mmol D mol* dair);
W=10%(6.1078*exp 264923720y 1n o110 est la température en °C et p, la pression atnéosple (mbar)

W, : fraction molaire de vapeur d’eau dans I'atmoset{gnmol HO mol* d'air); w=w;*100/HR, avec HR, I'humidité

relative (%)

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

A0, = g + £* + (A0, —g,) (1- viw,)

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

Comme le terme/(*®0, —¢,) est négatif, alorA'®0, sera d'autant plus élevé quest grand.

D/
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l'eau foliaire peut toutefois étre utilisée comme estimateur de la conductance stomatique et

permettre des comparaisons entre génotypes.

2.3 Utilisation des isotopes de I'oxygene commienestur de la conductance stomatique

Compte tenu de linteraction forte existant entretAy, il est difficile de dissocier les effets de ces
deux fonctions sur I'efficience d'utilisation deall intrinséque. De méme, la discrimination isajogi
du™*C est une estimation de;\pondérée par I'assimilation nette de Cldnitant ainsi son utilisation
pour des études dont l'objectif est d'analyser réépent A et g L'analyse de la composition
isotopique ert?0 (5°0) de I'eau foliaire et de la matiére organiquéafi® est un outil permettant de
contourner cette limitation. En effet, sous cerairconditions, elle permet d’estimes € ceci,
indépendamment de A, différenciant ainsi les viamist deA™C dues a A ou asgPour I'ensemble de
ce chapitre, I'enrichissement &0 (A'®0) est défini comme la différence entre la compmsit

isotopique de I'échantillo?0) et la composition isotopique de la source d&3u

2.3.1 Théorie de l'enrichissement de I'eau foliaire

L'enrichissement de l'eau foliaire totala'™®0,) dépend de différents facteurs. Tout d'abord, la
composition isotopique efiO de I'eau du sol (ou source) refléte une moyemmeldrée dé'°0 des
précipitations et de I'évaporation a la surfacesaluL'eau du sol a une composition isotopiqué’®n
comprise entre -10 et 2% (Schmielt al, 2001). Il n'existe pas, théoriquement, de fract@ment
isotopique pendant le prélevement et le transfeduddans la plante. De ce fait, la composition
isotopique de I'eau xylémique est supposée éréfae que celle de I'eau dans le sol (Sternéead,
2003), de méme que la composition isotopique de BErculant dans le pétiole (Gahal, 2002).

L'eau foliaire s'enrichit par rapport a I'eau xyléue. Cet enrichissement se produit au niveauites s
d'évaporation ot $°O s'évapore plus vite, puisque'¥ présente une diffusion plus lente et une
pression de vapeur plus faible que. Cette eau enrichie est ensuite susceptible ftieerevers
l'intérieur de la feuille. Ce reflux s’oppose auxfld’eau transpirée non enrichie: plus la transipina
est importante, plus le reflux d'eau est limité.gBénomene, ou "effet Péclet" (naté équation 10 de
l'encadré 4; Farquhar & Lloyd, 1993) est a l'orggitiun gradient isotopique continu dans la feuille,
avec un enrichissement maximal au niveau des dié@sporation puis une diminution exponentielle
jusqu'a atteindre la signature isotopique de lac®®s) a proximité des veines. Puisque de l'eau
enrichie se mélange en proportion variable aved'eda appauvrie, I'enrichissement de l'eau du
mésophylle (ou eau foliaire totala'®0,) est donc plus faible que I'enrichissement obsawvéiveau

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

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

suivante définie a I'équilibre isotopique:

A0, = A0 (1-e")/0 (Egn 10)
ou A0, =5, —ds, 0ud, est la composition isotopique de I'eau du mésdpliYh) etd le nombre de Péclet, défini

comme le rapport EL/CD avec E, la transpirationl(hg mi*s’; E=g*v, avecv la différence de fraction molaire de
vapeur d'eau entre les espaces intercellulairéstetosphére (=ww, en mmol HO mol* d'air)); L, la distance
effective entre les sites d'évaporation et lese®ifL est compris entre 4 i@t 166 16 m, d'aprés Wangt al.
(1998b)); C, la concentration molaire de I'eau (85%0l m®); D, la diffusivité de HO' dans I'eau (hs™; D = 119
10° 373N T est la température en °K (Custal., 2007)).

Selon que les variations de E sont causées paadasions de» ou de g la relation entr&'®0, et E sera positive ou

négative, respectivement:

N
I

Os
\Y)

Tableau 3: Relations théoriques entre la

E=gsv
A0,
0= EL/CD
A0,

(99, la difference de fraction molaire de vapeur
d'eau entre les espaces intercellulaires g
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effective entre les sites d'évaporation et les aifL). La distance réelle entre les veines et les
stomates est d'environ 100pum pour la plupart deslds. Or il faut une distance effective bien
supérieure (de I'ordre du mm, voire du cm, due toraiosité du chemin a parcourir) pour pouvoir
observer des gradients significatifs d'enrichissenes 0. L dépend de la voie par laquelle I'eau
transite (symplasmique a travers les plasmodesin@sscellulaire a travers les aquaporines ou
apoplasmigue), mais aussi du site ou l'eau estoé&ap(espaces intercellulaires, cavités sous-
stomatiques ou cellules avoisinant les cavités-stammatiques et les stomates) (Barbour & Farquhar,
2003). Le facteuf] est aussi déterminé par la transpiration (E) (@rcd). Or, E est définie comme
le produit de la conductance stomatique pour leurnp'eau (g et le déficit de fraction molaire de
vapeur d'eau entre les espaces intercellulairéatetosphérev). Lorsque les variations de E sont
provoquées par des modificationsudalors que gest constante, la relation enfx¥O, et E (et donc

v) est positive (cf encadré 4: Tableau 3 & Figure Rgr contre, lorsque est constante et que les
variations de gsont a l'origine des variations de E, alors latieh entreA’®0, et E (et donc g est
négative (cf encadré 4: Tableau 3 & Figure 6). €e#lation négative est causée par différents
processus. Une augmentation da gour effet de diminuer le fractionnement cindétiqu cours de la
diffusion de la vapeur d’eau a travers les stomatel couche limiteg(), ce qui conduit a une
diminution deA™0, (équation 8 de I'encadré 4). De plus, lorsquestemates se ferment et que la
transpiration diminue, la température foliaire ehd w augmentent, ce qui se traduit aussi par une
diminution deA™0, (équation 8 de I'encadré 4). Le changement dedetype peut aussi influencer
le facteur de fractionnement a I'équilibre lié alrangements de phase de I'eau liquide a I'eau vapeu
(€', encadré 4), mais lincidence MO, est faible. Enfin, plus.gest élevée, plus le reflux deau
enrichie a partir des sites d'évaporation est émidr le flux transpiratoiré est élevé). Le mélange
d'eaux enrichie et non enrichie est ainsi limitéqoe a pour effet de creuser I'écart emiéO, et
A0,

Le modele d'enrichissement de I'eau foliaire fdisatervenir I'effet Péclet ne tient compte quend'u
enrichissement au niveau du trajet radial de l{gsddehors des veines). Il existe d'autres modeéles
décrivant I'enrichissement isotopique de I'eawafdi Ces modeéles prennent en considération dautre
gradients d'enrichissement (pour revue: &gal.,2002; Ogéeet al.,2007), comme par exemple de la

base de la feuille vers l'apex (Farquhar & Gan3200

Outre cette hétérogénéité spatiale, des cyclesieSud'enrichissement isotopique €® de l'eau
foliaire (A'0.) ont été mis en évidence chez le luphi®Q, variant de 0 & 25%o; Cernusak al,

2002), l'eucalyptusA*®0, compris entre 6 et 20%o; Cernusekal, 2005) ou le pin sylvestré\{®O,

variant de 4 a 25%.; Barnaret al, 2007). Il existe un modele d'enrichissement daul'foliaire
développé par Cernusadt al. (2002) et Farquhar & Cernusak (2005) prenant empte cette
hétérogénéité temporelle.
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Les études qui comparent les valeurs A0, observées et les valeurs théoriques trouvent
généralement une bonne correspondance entre leg@ernusalet al.,2002; Cernusakt al.,2005;
Barnardet al.,2007; Gessleet al.,2007). Donc, malgré ces variations a la fois teref@et spatiale,

la signature isotopique €O de I'eau foliaire peut étre utilisée comme uril aiestimation de la
conductance stomatique si les autres parametrbsadeition sont connus (déficit de fraction molaire
de vapeur d'eau entre la feuille et I'atmosphéagleur du trajet des sites d'évaporation aux
veines...). Ce modeéle permet donc d'accéder a uneren@sstantanée de. gl 'utilisation de la
signature isotopique €O de la matiére organique permet, quant a ellecéer a des valeurs plus
intégrées deBarbour, 2007).

2.3.2 Théorie de I'enrichissement de la matierarigye foliaire

La signature isotopique €0 peut étre analysée sur des molécules a renomesiterapide (telles
que les sucres solubles), des molécules a renemetit plus lent (comme la cellulose du bois), de la
matiére organique soluble ou de la matiére organigtale, issues de différents compartiments:léeuil

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

Les oxygeénes présents dans la matiére organiqieréokont issus de trois sources: le Cl@au
foliaire et I'Q (Schmidtet al, 2001). Toutefois, lI'eau foliaire est la sourceplas importante
d'oxygéne: lorsque la matiére organique est atacbde |'eau, les oxygénes 18 se concentrent dans |
matiére organique. Il existe aussi un fractionnenaencours des différentes réactions de biosynthese
des molécules organiques. En effet, les enzymegepémodifier la composition isotopique €0 de
ces molécules organiques: soit en catalysant degigas avec D, CQ ou O, soit en favorisant
I'équilibre entre les molécules et I'eau du mili&nfin, I'eau foliaire peut aussi étre une source
indirectevia des échanges d'atomes d'oxygéne avec lg @®encorevia 'O, produit lors de la

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

La composition isotopique €A0 des composés organiques est variable (Figuragréd Schmidet

al., 2001) puisque, lors de leur biosynthése, les esomioxygéne sont introduits par différents
mécanismes qui ont des effets isotopiques différdime fois ces composés synthétisés, certaines de
leurs fonctions chimiques sont susceptibles d'éptrades oxygénes avec I'eau dans laquelle ils sont
transportés ou stockés et pour laquelle, comme IFeumns vu précédemment, la signature isotopique
en’®0 peut varier dans l'espace et le temps. La matigy@nique foliaire a donc une signature'%h

qui refléte a la fois celle de la sourdég),(et celle de l'eau foliaire dont I'enrichissemeatie avec la

transpiration, et donc dans certains cas, aveot@uctance stomatique. Les échanges d'oxygénes
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entre l'eau et les molécules organiques n'ontdi€au niveau des fonctions carbonyles (-CO-) de ces
moléculesvia la formation d'intermédiaire gem-diol (Samuel &&i, 1965; Farquhaet al.,1998):

RIS R1 - OH RIS
H,O* + C—0 «——>

o c «—> C — o* +H,0
R2 RZ/ N O*H R2/

Aux température et pH caractéristigues des plamtsspxygénes des autres fonctions ne sont pas
échangeables (Sternbeeg al, 1986). A I'équilibre, il existe ainsi un enrickisnent en'®O des
molécules organiques portant des fonctions carlesnyar rapport a I'eau dans laquelle ces molécules
ont été synthétisées. D’aprés Sternberg & DeNi@88}, le fractionnement isotopique assoeig)(

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

et I'eau varie en fonction du type de molécules.eRample, les trioses-phosphate (glycéraldéhyde 3
phosphate, produits par le cycle de Calvin) échatnges rapidement leurs oxygénes (Farquta,
1998).

Les trioses-phosphate formés aprés fixation dy @mettent, lorsqu'ils sont exportés du stroma
chloroplastique vers le cytosol, la synthése delsmose. Cette synthése fait intervenir des hexoses
(glucose et fructose), intermédiaires entre lessés-phosphate et le produit final. Les trioses-
phosphate ainsi que les hexoses portent des grampencarbonyles, ces molécules sont donc
susceptibles d'échanger les oxygenes de ces fosdiec I'eau chloroplastique ou cytolsolique. Le
saccharose ne contient pas de fonctions carboayles présente donc pas d'oxygéne potentiellement
échangeable avec l'eau. Ainsi, & moins qu'il n¢ scndé en hexoses, le saccharose reflete la
composition isotopique efO de ses précurseurs et intermédiaires, et, daiteld composition
isotopique des eaux chloroplastique et cytosoli(erquharet al, 1998). Comme les échanges
d'oxygéne entre les trioses-phosphate et I'eau tséatrapides, et que les trioses-phosphate sont
exportés dans le cytosol avant d'entrer dans la @eibiosynthése du saccharose, le saccharose est
considéré comme étant en équilibre isotopique deea cytosolique (Barboust al, 2000a) dont
I'enrichissement ert?0 est censé étre identique &°0, (Barbour & Farquhar, 2000). Ainsi,
l'enrichissement du saccharose par rapport a larcsouA™®Os.ce) est, théoriquement,
A"®0s,.=A®0, +&,c. Cette relation a été vérifiée par plusieurs tmavaur différentes espéces:
Eucalyptus globulus (Cernusaket al, 2005), Pinus sylvestris (Barnard et al, 2007), Ricinus
communigBarbouret al.,2000a; Cernusatt al.,2003a; Gesslest al.,2007). Toutefois, ces relations
ont été établies non pas pour du saccharose ®olfirifié, mais pour de la matiére organique selubl
extraite a partir des feuilles ou du phloéme. Cittbinique est couramment employée pour accéder a

la composition isotopique du saccharose. En elfetnatiére organique soluble est constituée en
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grande partie de sucres solubles ainsi que d'addgmiques et d'acides aminés (Brandesl,
2006). Puisque le saccharose représente la pluslgnaartie des sucres non structuraux (80% des
sucres solubles foliaires chez le chéne pédonPBiténet al, 1997), I'analyse de la matiére organique
soluble est un moyen plus aisé d'estimer la sigaasotopique ef’O du saccharose. D'autre part, si
aucun fractionnement n'intervient pendant le chaegg des molécules dans le phloéme et que le
saccharose n'est pas dégradé, alors, analysagniatsie isotopique la matiére organique soluble du
phloéme revient a analyser la signature isotopidgida matiere organique soluble foliaire. Ainsi,

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

Lorsque l'analyse de la composition isotopique™®nse porte sur d'autres fractions métaboliques,
telles que la cellulose ou la matiére organiquaif@s, d'autres facteurs sont a prendre en compte.
Ainsi, l'enrichissement de la celluloseA™Oc) est défini selon I'équation suivante:
A®O=A"0, (1-pedpy)+eue, OU Ry €St la proportion d'oxygéne échangeable dansllalase (p, est
compris entre 0.3 et 0.5; Barbour, 2007),e¢$t la proportion d'eau non enrichie (eau soutas}¥ la
cellule qui se développe. La cellulose est syndBétia partir de saccharose exporté des feuilles
autotrophes vers les organes non photosynthétiffeasles en croissance, tiges, racines) et 40%
(=pey), €nviron, des oxygénes sont échangés avec l'eadapt la synthése de cellulose dans ces
organes. La signature isotopique de la cellulosda® un mélange de signaux isotopiques provenant
a la fois des feuilles matures et des organes hotopynthétiques (Sternbeeg al, 2003). Compte
tenu du fait que la cellulose ne présente pas géng échangeable et qu'elle est mise en placttres
dans le développement de la feuille, la celluladiaife refléte les conditions environnementalessda
lesquelles les feuilles se sont formées. La matigganique foliaire totale étant moins enrichie"

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

ce qui a été vérifié expérimentalement (Barbour a&glihar, 2000). La signature isotopique de la
matiere organique foliaire totale intégre les signde molécules provenant de voies de biosynthése
variées et présentant une large gamme de renomngite de plusieurs mois a quelques heures.
L'enrichissement eHO de la matiére organique foliaire totale est dioéressante pour intégret g

sur une période de temps beaucoup plus importamtA’80,os.

Compte tenu de I'hétérogénéité spatiale et temlpodel la composition efO de I'eau foliaire, la
signature er’O de la matiére organique foliaire (soluble oul&tast censée refléter ces variations.
En effet, plusieurs études montrent des cyclesxdaid'enrichissement de la matiére organique solubl
foliaire (ou prélevée dans le phloéme), et tot@lerfiusalet al.,2002; Gessleet al.,2007). Toutefois,
ces variations diurnes sont atténuées (différeecéd entre les valeur maximales et minimales) par

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

A Ve = 2
Os = 7 W
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Tableau 4: Relations possibles entre I'assimilation nette€€@ (A), la conductance stomatique pour
la vapeur d'eau ( I'efficience d'utilisation de I'eau intrinséq(W;), la discrimination isotopique du
carbone A™C) et I'enrichissement de I'eau ou de la matiégamique foliaires par rapport & l'eau
source AlBO) lorsquele déficit de fraction molaire de vapeur d'eau @fgs espaces intercellulaires et
I'atmosphére est constaReprésentations schématiques de ces trois relations
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certains travaux, aucune variation n'est d‘aillewntge au cours de la journée pAtfiOyos (Barnard

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

Les variations deggprovoquées par des facteurs édaphiques (stresgigdCernusalet al, 2003b),

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

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

gui amene un bénéfice considérable, puisqu'il peutettre d'estimer une conductance stomatique
intégrée dans le temps, mais aussi parce-qu'littatexpérimentation (plusieurs plants peuveme ét

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

L'enrichissement isotopique €fO de l'eau foliaire et, par conséquent, des madécokganiques
foliaires, est fonction de la transpiration, qui festement liée a gorsque les feuilles sont dans des
conditions identiques de déficit de fraction madade vapeur d'eau entre les espaces intercelkletire
l'atmosphére\). De ce fait, l'utilisation de l'outil isotopiqu8O peut permettre de différencier les
variations d'efficience d'utilisation de l'eau ingeque (W liées a gou a A. Lors de l'utilisation
combinée des outils isotopique€E et®0, trois relations peuvent étre envisagées (Tabigau

0] si les variations d&™C sont causées par A, alors la pente de la relaitre A™*C et
A0, doit étre proche de zéro, puisque des variatiend dh'affectent pad’®0,, alors

qu'une augmentation de A est censée dimiAtia.

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

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

trés grandes.

Cette double approche isotopiqddc( #0) est donc un outil trés intéressant lorsqu'is@analyser
les causes de la variabilité de l'efficience diation de I'eau. Cependant, jusqu'a présent, géudes
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ont utilisé cette double approche isotopique dansadre de comparaisons de génotypes en intra-
spécifique et en conditions non-limitantes (excdgtéide de Xwet al. (2000), pour des clones issus
d'un croisemenPinus elliottiix P. caribaed. Cette approche doit donc, avant tout, étre @alisur le
modéle choisi, avant de I'utiliser sur un grand bed'individus.
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Figure 8: Localisation des QTL (Quantitative Trait Loci)
sur les groupes de liaison (LG) 2, 8 et 11 detesdemelles

(F) et males (M) des parents de la famille de chéne
pédonculé étudiée.

Les barres flottantes représentent la position @d&
(barres vides: Torti (2005); barres pleines: Brengtedl.
(2008)). Les moustaches représentent [intervalle d

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

Abréviations: d13C: composition isotopique 8¢ de la
matiére organique foliaire; Dcel: discriminatiorotispique
contre le *C mesurée dans la cellulose du bois; Dfol:
discrimination isotopique contre C mesurée dans la
matiere organique foliaire; A: assimilation nete @0, g:
conductance stomatique pour la vapeur deau; A/Q:
efficience d'utilisation de I'eau intrinséque; LMAnasse
surfacique; %N: contenu en azote par unité de masAe;
contenu en azote par unité de surface foliaire; Cophtenu

en chlorophylle par unité de surface foliaire; pW8=2/
pourcentage en eau dans les feuilles respectivepoemtles
28me gt Fmepousses; LS: surface foliaire ; 00/01/02: années
de mesure; t5: prélevement fin septembre sur lgiéroe
pousse; ME: analyse multi-environnement; +/-: indida
direction de leffet allélique. Les lignes joigneries
marqueurs similaires des cartes male et femelle.



Problématique

Problématique et objectifs principaux de cette thés

Le chéne pédonculé présente une forte variabilitd-spécifique de I'efficience d’utilisation de#iu
gue ce soit en conditions naturelles sur plusipomilations (Ponton, 2002; B.Faivre, communication
personnelle), en intra-famille en plantation oucenditions contrélées (Torti, 2005; Brendglal.,
2008). Une gamme de discrimination isotopique dibase (C) de 3 & 4%, correspondant & une
gamme de variation de l'efficience d'utilisationl'dau de 45 & 60%, a ainsi pu étre mise en évidence
pour I'ensemble de ces travaux. Les études de igéeéfuantitative menées par Torti (2005) et
Brendelet al. (2008), sur une méme famille F1 de plein-fréeresciéne pédonculé, ont permis de
démontrer le déterminisme génétique de l'efficiedctilisation de I'eau. L'étude de Brendlal.
(2008) a aussi montré qué’C était héritable chez le chéne pédonculé. L'Hslité d'un trait permet
de décrire la proportion de la variation totale dudes différences génétiques entre individus (Agke
et al, 2000). Chez le chéne pédonculé, I'héritabilitéelérait varie de 0.2 a 0.7 selon les annéeset le

hypothéses utilisées (Brendslal, 2008).

La variation de l'efficience d'utilisation de I'e@W; ou A™C) suit une distribution normale au sein de
populations, comme par exemple chez le pin maritiBrendel et al, 2002). Il s'agit donc d'un
caractére quantitatif dont les variations sont itaples a I'environnement et a l'effet cumulé de
plusieurs régions génomiques (locus). Chacune sleéggons a un effet plus ou moins marqué sur le
caractére quantitatif en question (de Vienne, 1998) génétique quantitative permet d'étudier
l'architecture génétique d'un trait, c'est-a-ditdedtifier les régions génomiques impliquées dans
variabilité de ce trait a l'aide d'association emntes marqueurs moléculaires et la variabilitéeltrait
entre individus. Les QTL (Quantitative Trait Locgprésentent des outils statistiques et graphiques
permettant de situer, sur une carte génétiquaégians génomiques (Get al, 2004). Les études de
génétique quantitative menées sur deux expérinmensaindépendantes (serre et plantation) par Torti
(2005) et Brendett al.(2008), ont mis en évidence un petit nombre de @Effet fort (4% a 25% de

la variabilité¢ phénotypique expliquée) liés a laiakilité de A®C (Figure 8). Les travaux de Torti
(2005) et de Brendedt al. (2008) ont aussi détecté des QTL liés a la vdiiélde W: Brendelet al.
(2008) n'en ont détecté qu'un seul, alors que [2805) en ont trouvé six. Le caractére instanties
mesures d'échanges gazeux, permettant de calcyleinal que leur forte dépendance aux variations
environnementales peuvent expliquer que le nombr@TL trouvés pour \\est généralement faible.
En effet, plus I'environnement influe sur un tfaiéritabilité faible), plus il est difficile de cartériser

le phénotype de chaque plein frére pour une camdénvironnementale donnée, et donc moins il y a
de QTL détectés (Tanksley, 1993). Les QTL liés wadabilité de Wdétectés dans ces deux études
expliquent entre 6 et 9% de la variabilité phénatypi totale observée, et peuvent étre colocalisés

avec des QTL liés & la variabilité AEC (Figure 8).
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W, est contr6lée par l'assimilation nette de,@®) et/ou la conductance stomatique pour la vapeur
d'eau (9. Avant d'identifier précisément les genes adioe de la variabilité observée, situés dans ces
régions, la colocalisation de QTL permet de fouumie premiére information renseignant sur le
contrble de la variabilité entre génotypes dep@f A, g ou les deux. Cependant, du fait de la forte
coordination entre A etgil n'est pas rare de trouver des colocalisat€TL pour ces deux traits

au niveau des mémes régions. Ainsi, lorsqu'il yolaalisation avec des QTL pod™C, il est
impossible de savoir si la variabilité #¢°C/W,; observée est seulement causée par |'une ou l'autre

composante ou par les deux simultanément, commsiele'eas chez le chéne pédonculé (Figure 8).

A la suite de ces travaux, un projet visant a cemgre les mécanismes physiologiques et génomiques
a l'origine de la variabilité d'efficience d'utdison de I'eau chez le chéne pédonculé, a étérélabo
Pour répondre a cette problématique, deux approobs été combinées: une approche
écophysiologique réalisée par 'UMR EEF (INRA Naneyune approche génomique développée par
'UMR BioGeCo (INRA Bordeaux). L'objectif final esf’identifier des génes candidats liés a la
variabilité d’efficience d'utilisation de I'eau obs/ée, ces génes candidats pouvant ensuite 8iségiti
soit dans le cadre d’'une sélection a des fins cawiales (comme chez le peuplier, par exemple), soit
dans le cadre de I'étude de la diversité fonctilaneaturelle. Ma thése portait sur I'approche
écophysiologique de ce projet, et avait pour butléleomposer la variabilité génétique de I'efficienc
d'utilisation de I'eau existant chez le chéne péulibd, mais aussi de fournir le matériel utilisé pou

I'approche génomique.

Cette approche écophysiologique comportait deuxdgs étapes:

0] analyser et comparer des génotypes, en conditiomdimitantes, pour des traits foliaires
physiologiques (capacité photosynthétique, condetastomatique...) et structuraux
(anatomie foliaire), mais aussi pour des traitsngglaentiere (productivité...) liés a
l'efficience d'utilisation de l'eau. Cette décomas de I'efficience d'utilisation de I'eau
visait & déterminer le(s) trait(s) contribuant lespa la variabilité génétique intra-famille
observée. Pour approfondir ce travail, cette prean@ape comportait une étude sur la
possibilité d'utiliser les variations de compositisotopique en oxygéné®@/°0) de la
matiere organique foliaire pour décomposer de<uiffces d'efficience d'utilisation de

I'eau en composantes photosynthétiques et tratspas
(ii) caractériser le comportement individuel de génatypm conditions de sécheresse

édaphique dans l'optique d'une meilleure comprébrerties mécanismes d’acclimatation

a ces conditions environnementales.
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Au cours de ma thése, ces deux étapes ont étéémisortioutefois, ce manuscrit ne présente que les
résultats relatifs a la premiére étape. Lors deéldisation de la deuxiéme étape, des problémes
expérimentaux ont été a l'origine d'un fort effetieonnemental sur le jeu de données obtenu. Cette
étape ne sera donc détaillée que dans le chapinellusions perspectives” de ce manuscrit.

Ce manuscrit a été divisé en deux parties:

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

anatomiques de cette variabilité en conditions Iiraitantes de croissance.

(i) la deuxiéme partie est consacrée a I'étude dé isntopique'®0 comme estimateur de la
conductance stomatique.
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Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

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

I'efficience d'utilisation de I'eau chez le chéneddonculé

1.1 Introduction

Cette premiére partie avait pour objectif de déeemles causes physiologiques et/ou anatomiques de
la variabilité de I'efficience d'utilisation dede intrinseque (\y¥ observée au sein de la famille F1 de
plein-frere étudiée par Torti (2005) et Brendehl. (2008).

Pour répondre & cet objectif, trois expérimentationt été réalisées. La premiére a été effectuée en
2004, au cours de mon DEA. L'analyse des échantiliet des données s'étant poursuivie durant ma
premiére année de thése (2005), les résultatsfsedatette expérience ont donc été inclus dans ce
manuscrit. Ma premiére année de thése a aussi ctimpoe deuxiéme expérimentation afin
d'approfondir les résultats obtenus en 2004. Pesirdeux années, le choix des génotypes était basé
sur un compromis entre la mesure d’'un grand nomerteaits (d0 a la complexité de)\Me nombre
d’individus sur lesquels ont été effectuées lesumesset le maintien de la gammeAtéC observée au
sein de la famille F1 de plein-fréres. Pour satisfeet ensemble de critéres, les deux expérinmentat

de 2004 et 2005 ont porté sur des extrémes phégog® choisis sur la base des valeursp\fe
obtenus par Brendet al. (2008) dans une plantation localisée & Bourram{Suest de la France).

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

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

consécutives (2000 a 2002) a Bourran.

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

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

communs aux deux années.

Lors de ma deuxiéme année de thése (2006), 54 yg&sote cette famille ont été étudiés. Cette
expérimentation était a cheval entre les deux pramiétapes du projet présentées dans le chapitre
"Problématique et principaux objectifs de cettedétu Cette expérimentation n'a pas été présentée en
détail dans ce manuscrit, suite a des problemegriaxpntaux et notamment des conditions
lumineuses limitantes. Cependant, quelques domeéss/es a cette expérimentation ont été utilisées

afin d'étayer les principaux résultats acquis d&tie premiére partie.

Cette premiére partie a été divisée en deux points:

0] dans un premier temps, nous avons comparé a taslelonnées recueillies en 2005, les
différentes techniques d'estimation de l'efficiedugilisation de I'eau. L'objectif de cette
comparaison inter-méthodes était de déterminer guede précision l'outil isotopique
permettait une estimation de I'efficience d'uttiisa de I'eau a court et long termes chez le
chéne pédonculé placé en conditions non-limitardesis ce méme chapitre, nous avons
analysé si les différences d&'*C entre génotypes étaient stables quel que soit
I'environnement, et quelle que soit l'intégratipatiale ou temporelle observée. En effet,
cette famille de chéne pédonculé a été utilisée dultiples reprises pour des analyses de
A¥C: en conditions naturelles a Bourran au coursals années consécutives (Breneel
al., 2008) ou encore en serre et en conditions camsd(Torti, 2005). Les travaux de
Torti (2005) et Brendedt al.(2008) ont donc fourni des valeurs supplémentaiesC,

relatives aux génotypes utilisés pour constitugpleénotypes extrémes.

(i) le deuxiéme point de cette premiére partie corisistaanalyser, en conditions non-
limitantes, les causes anatomiques et/ou physiplesgi de la variabilité d&™C trouvée
au sein de cette famille de chéne pédonculé. Fmandre a cet objectif, des régressions
globales ont été établies entre I'efficience daatilon de I'eau et ses composantes directes
foliaires (assimilation nette de G@t conductance stomatique pour la vapeur d'eau) et
ceci pour lI'ensemble des génotypes étudiés au cleuraon DEA et de ma these. Une
étude basée uniquement sur les données obten289®mous a permis de vérifier si les
conclusions relatives a I'échelle foliaire pouvaiétre applicables a I'échelle plante
entiére. Suite a cette analyse globale, une étudefipe des traits liés a chacune de ces
composantes a été réalisée a l'aide des phénatypémes.
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Nombre de

; 4 I Conditions
Type de choix ggnotypes Obijectifs environnementales
étudiés
2004 (DEA) Extrémes 12 Identifier les traits écophysiologiques aserre
phénotypiques lorigine de la variabilité d&'*C conditions non-
observée dans cette famille limitantes (eau +
fertilisation)
2005 Extrémes 12 Identifier les traits écophysiologiques aserre
(These) phénotypiques I'origine de la variabilité d&*C conditions non-
observée dans cette famille en limitantes (eau +

complétant I'étude de 2004 par ajout ddertilisation)
traits relatifs au comportement
stomatique, de caractéres "plante

entiere"...

2006 Génotypique 54 Relier les régions génomiques déht#& serre

(Theése) une variabilité fonctionnelle conditions non-
limitantes (eau +
fertilisation) + stress
hydrique

2006 Génotypes 7 Etudier la variabilité entre génotypes deserre

(These) présentant une la réponse de;gwu VPD conditions non-

gamme de limitantes (eau +
variabilité de g fertilisation)

assez importante

Tableau 5 : Récapitulatif des expérimentations réalisées &tfd et 2006 sur des boutures issues de
la méme famille de chéne pédonculé et cultivéeseere a Nancy.

T [

Figure 9: Photographies du dispositif expérimental.



Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

I.2 Matériel et méthodes

Tous les génotypes de chéne pédonculé utilisé®ans cle mon DEA et de ma thése représentaient
des plein-freres, issus d'un croisement contréféceié par 'UMR BioGeCo (INRA Pierroton,
Bordeaux) entre le pére (A4), originaire d’Arcachen la mére (3P), localisée sur la station de
recherche forestiére INRA Pierroton.

Cette partie s'appuie sur deux expérimentationipales effectuées sur plusieurs de ces génotypes
entre 2004 et 2005:
- expérimentation de 2004 (DEA): étude des phénotype€Emes (12 génotypes: 136, 151,
159, 170, 171, 237, 259, 261, 263, 267, 287, 351)
- expérimentation de 2005 (theése): étude des phéemtgmptrémes (12 génotypes: 101, 109,
118, 126, 136, 151, 170, 171, 219, 267, 287, 351)

mais fait aussi appel a d'autres expérimentatiéalésees au cours de ma thése en 2006:
- étude de 54 génotypes (9, 14, 87, 104, 110, 11R, 126, 153, 164, 165, 173, 175, 177, 178,
186, 188, 189, 192, 193, 194, 200, 203, 214, 228, 237, 241, 243, 250, 257, 260, 270, 275,
280, 288, 301, 308, 310, 315, 317, 319, 326, 333, 338, 348, 349, 350, 352, 356, 357, 365,
373). Bien que le choix de ces 54 génotypes reaitgté fait au hasard (les critéres de ce choix
seront présentés ultérieurement), leur ensemblegteiconsidéré comme un sous échantillon
de cette famille F1 de chéne pédonculé car ils distiibués sur toute la gamme de variation de
A”C.
- étude de la réponse de la conductance stomatiqdéfait de pression de vapeur d'eau sur
sept génotypes (118, 136, 173, 178, 186, 214, @4Rkntée en annexe 1.

Pour I'ensemble de ces expérimentations (récapgutians le tableau 5) les boutures de chaque
génotype ont été produites par I'UMR BioGeCo (INR#&rroton, Bordeaux) puis transportées a
I'INRA de Nancy ou elles ont été transférées dasmbts de 10L contenant un mélange tourbe/sable
(1/2, vIv). Les chénes ont été fertilisés touslié8 jours avec de I'engrais a libération lente (Note

T 100 13-13-13, NPK) et avec du calcaire magné&ierendement calcique) & raison de 4,5 gt

0,2 g L* respectivement. Les plants ont été cultivés ereg€igure 9), et les conditions de croissance
étaient identiques d'une année sur l'autre: camditcontrélées de température (comprise entre 15 et
25°C), humidité relative (comprise entre 60 et 7086))centration en CQambiante (comprise entre
360 et 400 umol COmol™* d'air), et photopériode naturelle. Les arbres ¢étagrosés a capacité au

champ, avec de I'eau osmosée.
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Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

Dans cette partie, nous avons aussi utilisé deaélsnobtenues lors de précédentes études sur cette
méme famille F1 de chéne pédonculé (These de Xi (POO5) et travaux de Brendet al. (2008)).

Les traits écophysiologiques étudiés dans cettilepont décrits en détail dans les chapitres.L4eR
1.4.2.2 (études des phénotypes extrémes). Cepenesamirotocoles de détermination des traits @slis
dans les premiers chapitres de cette partie sppelés brievement:

- Extraction des différentes fractions organiques gmalyse de leur composition isotopique en

13C:
La méthode d'extraction des sucres solubles feliadr été adaptée des travaux de Dickson & Larson
(1975). Elle nécessite lutilisation d'un mélangétimanol-chloroforme-eau afin de séparer les
composés hydrosolubles des protéines, chlorophipigle, amidon, cellulose... Puis, cette fraction
hydrosoluble est passée sur une colonne constiteidolyvinylpolypyrrolidone, et de deux résines
échangeuses d’'ions: Dowex -501Het Amberlite IRA-402 (C) permettant de piéger respectivement
les tanins, les acides aminés et les acides ongesid.es sucres solubles sont obtenus par éluéon d
cette colonne avec de l'eau. L'éluat est ensuithéssous vide. Le culot obtenu étant relativement
visqueux, de I'eau est a nouveau ajoutée. Un nertdime de cette solution est prélevé et transféré
dans des capsules qui sont ensuite lyophilisées gdis analysées au spectrométre de masse
isotopique.
Au cours de la premiére étape d'extraction desswswlubles, la fraction hydrosoluble est sépaece d
la fraction insoluble contenant, entre autre, dmikion. L'extraction d'amidon se fait ensuite @éld'a
d'acide chlorhydrique (HCI 6N) a partir de cettacfion insoluble. Du méthanol 60% est ajouté au
mélange HCl-amidon, ce qui provoque une floculatien'amidon qui peut ainsi étre récupéré apres
séchage sous vide.
Le protocole d'extraction de la fraction cellulagiga été décrit par Leavitt & Danzer (1993), puis
modifié par Loaderet al. (1997) et enfin amélioré par B. Richard (UMR INRAP EEF). La
premiére étape d'extraction consiste a éliminerciess, les lipides, les résines et les composés
phénoliques par lavages successifs, a chaud, desté#lons dans 250 ml d'un mélange toluéne-
éthanol (2:1, v/v) dans un soxhlet, puis dans 25@'gthanol absolu. L'élimination de la fraction
soluble (sels inorganiques, polysaccharides, amidos'effectue dans de l'eau distillée portée a
100°C. Un bain, dans une solution de chlorite ddiuso et d'acide acétique glacial (2.46 g par
gramme de matiére séche, et 1.69 ml par grammeatiérm seche, respectivement) et d'eau distillée,
permet la digestion des lignines. La présence didedlmose est réduite dans une solution alcaliee d
soude 1N. Enfin, une acidification permet de dégage carbonates éventuellement formés lors de
I'étape précédente.
Les mesures de composition isotopique en carbonent3té effectuées sur un milligramme de
matiére séche. Toutes les analyse$’@eont été effectuées (travaux de Torti (2005) enBelet al.
(2008), y compris) a I''NRA de Nancy par C. BrécleetC. Hossann (UMR INRA-UHP EEF).
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Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

L'analyse de la composition isotopique ¥6 (5'°C) des échantillons se fait par couplage d'un
analyseur élémentaire carbone-azote (Na 1500 CErba, Italie) a un spectrométre de masse
isotopique (Thermo Finnigan Delta S, Allemagr®jC est alors déterminé selon I'équation suivante:
3"°C=(Rs-Rb).1000/Rb, ot Rs et Rb sont les rappodtjisques**C/°C de I'échantillon et du
standard Pee Dee Belemnite (PDB), respectivement.

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

°C (CO)sere= 3.276 ' *Cmais.

Nous avons utilisé la signature isotopique du roaiame estimateur intégré dans le temp$'d@,;.
L'analyse isotopique effC de prélévements d'air n'aurait fourni que deswal instantanées, peu

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

- Echanges gazeux foliaires
L'assimilation nette de GQA<., umol CO, m? s?) et la conductance stomatique pour la vapeur d'eau
(9sar Mol H,O m s1), en conditions standardisées, ont été détermiméaile d'un systéme ouvert de
mesures d’échanges gazeux LiCor 6400 (LiCor, Limg#BA). Les conditions de mesure des
échanges gazeux étaient les suivantes; @@biant (370-390 ppm), éclairement saturant (fiex
photons de 1200 pmolfis* dans le PAR (Photosynthetic Active Radiation)npérature de 25°C et
flux d'air passant dans la chambre de 300 prhofsant toute mesure, la photosynthése était irduit
pendant 40 mn environ (durée variable selon lewinhas). Le déficit de pression de vapeur d’eau
entre les espaces intercellulaires et I'atmosphémsuré dans la chambre fluctuait entre 1 et 1,5APa
la suite de ces mesures, l'efficience d'utilisatier’'eau intrins@quéi(s,, umol CO, mol™H,0) a été
calculée a l'aide du rapport£09sa:

- Efficience de transpiration
L'efficience de transpiratiomE, mg biomasse séche'tH,0) correspond au rapport entre le gain de
biomasse et la quantité d'eau transpirée sur unedpéde temps définie. Ce trait n'a été détermired
pour I'expérimentation réalisée en 2005. Pour amcéd gain de biomasse secheoin, g), la
biomasse séche finale a été soustraite a la biens&xhe initiale. La quantité d'eau transpiréeta ét
obtenue entre mi-avril 2005 et mi-octobre 2005p&Eeée journalieére des pots, réhydratés a capacité a
champ aprés chaque pesée. Outre son utilisation Bawlétermination de TE, la quantité d'eau
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transpirée a aussi été ramenée a la surface éolmiur déterminer une transpiration par unité de
surface TPT, kg H,O m®).

Toutes les analyses statistiques ont été effectaékside du logiciel STATISTICA Version 7.1
(StatSoft, Inc. 2005) a partir des moyennes génmpigs. Les corrélations ainsi que les régressions
entre les traits déterminées sur la base des megag@ométriques (ou régression de type Il) (Sokal &

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

1.3 Analyse comparative des différentes méthodes diétermination de I'efficience d'utilisation
de l'eau

Le premier objectif de cette analyse était de comples différentes techniques d'estimation de
l'efficience d'utilisation de I'eau et de défirarprécision avec laquelle la discrimination isotg sur
différents organes ou métabolites pouvait refléiicience d'utilisation de I'eau mesurée diretat
(W/TE). Ce point concerne les données acquises raalpremiére année de these (2005) au cours
de laquelle I'efficience d'utilisation de I'eaurimséque ainsi que l'efficience de transpiratioh &®
évaluées et comparées aux valeurs de discriminastoopique du carbone. Le deuxiéme objectif était
de comparer les données de de discrimination igpiepdu carboneAt*C) obtenues sur différentes
années en conditions naturelles dans une plantitiode a Bourran (Brendet al, 2008) et en serre a
Nancy (theése de X. Torti (2005) et mes donnéeska &t de thése), sur deux types d'organe (feuille
et bois) et sur de la matiére organique totaleraatibnnée (sucres solubles, amidon, cellulose du
bois). L'analyse de ces données nous a donc peemiiversifier les changements d'échelle, autant
spatiaux que temporels, afin de vérifier la stabililes valeurs phénotypiques AEC sur les
génotypes de chénes pédonculés choisis. Cettesaralgté effectuée sur les 17 génotypes (101, 109,
118, 126, 136, 151, 159, 170, 171, 219, 237, 269, 263, 267, 287, 351) choisis pour I'étude des
différences entre extrémes phénotypiques (chapitesl et 1.4.2.2).

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

D'aprés les équations présentées dans les endaété3, il existe des corrélations entre 'efficen
d'utilisation de l'eau intrinséque (Wdéfinie a I'échelle foliaire et instantanée, fikéénce de
transpiration (TE) définie a I'échelle plante emti@t intégrée dans le temps et la discrimination
isotopique du carbon@{’C) permettant une intégration de tléns le temps et I'espace. De ce fait, les
différences entre génotypes sur la base des valieuxSC observées par Torti (2005) ou Brendel

al. (2008) devraient refléter des différences entneogdes de Wet, par extension, d'efficience de
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Figure 10: Relation entre l'efficience de transpiration (TE) l'efficience d'utilisation de I'eau
intrinséque déterminée pour des conditions stamsked de mesure des échanges gazeuy),(dans

le cadre de I'étude de 2005. Initialement, Vel été déterminée sur des feuilles des deuxieme et
troisieme pousses de chaque arbre. Afin de s'afffade I'effet "pousse”, une moyenne des moindres
carrés a eté utilisée poursen utilisant le modele suivant; y= p + a; + Iy + g; +€;, ou i se réfere a
l'effet génotype, j a l'effet pousse;, gst la variable d'intéréfy la moyenneg; l'effet génotype, jb
l'effet pousse, jgliinteraction entre les deux effets, sgtles résidus. Chaque point (¢) représente la
moyenne phénotypique (4 copies) de chaque géndbjffiérents ajustements ont été réalisés:

(a) droite de régression s'ajustant sur les p@grpgrimentaux d'équation (—): TE=0.0273#3.34
(R2=0.50; p=0.01); ajustement de type hyperbole remtangulaire d'équation (- -): TE=[6.7+0.2*
Waar ((6.7+0.2% W,,)*-2.8%6.7%0.2* Wia)“ /1.4 (R2=0.60)

(b) droites passant par O : TE = 0.103WW—); TE = 0.09*W,,; (— —); TE = 0.08*"Wy (— - -); TE =
0.07*Wsat (— -); TE = 0.06*Wy (- -); TE = 0.05* W (- - - +).



Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

transpiration. Toutefois, comme le montre les et des encadrés 1 et 3, plusieurs facteurs peuven
perturber ces relations. Ces facteurs peuvent \&riables entre génotypes, et donc ajouter une
variabilité non contr6lée, ne permettant pas deaiét une relation commune. Ce chapitre est donc
consacré a l'analyse des corrélations entre cés ttaits pour les génotypes de chéne pédonculé
étudiés lors de ma premiére année de thése, en 2005

1.3.1.1 Efficience d'utilisation de l'eau et échslt'intégration

Pour les douze génotypes de chéne pédonculé étadié¥005, une relation linéaire a pu étre
déterminée entre l'efficience de transpiration (HE)l'efficience d'utilisation de l'eau intrinseque
déterminée pour des conditions standardisées ehaps de mesure des échanges gazeuy)(W
(Figure 10a). Peu de travaux ont mis en évidenae refation positive entre TE et;Wh intra-
spécifique et en conditions non-limitantes, misadt fhi (2000) pour des populationsEdcalyptus
microtheca Les études de Roupsaetl al. (1998) et de Sumet al. (1996), respectivement pour des
provenances d'acacia et des croisements d'épllatiehe n'ont pas pu établir une telle relation.

Bien que dans cette étude, nous ayons montré lat®oneentre TE et \W50% des variations de TE
n'étaient pas expliquées pat€t, la figure 10a montre que la variabilité dg,\&tait plus importante
gue celle de TE (coefficients de variation respectient 20 et 8%). Plusieurs points peuvent expliquer
cette observation. D'une part, cette relation revdecomparer des mesures intégrées sur I'ensemble
plant a des mesures d'échanges gazeux réaliséepiaques feuilles de lumiére qui ne sont pas
forcément représentatives de I'ensemble du pldatti@ part, Wa été mesurée en instantané, et dans
des conditions quasiment optimales, alors que TEgie les échanges gazeux ainsi que d'autres
processus sur une période de temps fixée, pourellagles conditions environnementales sont
variables. Dans notre étude, seule la luminosigg,(@urnées avec une forte couverture nuageuse) a
pu intervenir puisque les arbres ont été cultiveissddes conditions environnementales (température,
humidité relative, apport en eau) non-limitantes relativement constantes tout au long de
I'expérimentation. La variabilité entre génotypesl'dfficience d'utilisation de I'eau intrinséqu;)
aurait ainsi pu étre atténuée les journées pedesihées, expliquant ainsi une variabilité plusbiai de

TE entre les génotypes. Cependant, d'autres campage mesures d'‘échanges gazeux ont été
effectuées par temps couvert, en serre, ou en modaltificiellement l'intensité lumineuse dans la
chambre de mesure des échanges gazeux (LiCor 8200).ces campagnes de mesure, nous avons
observé une diminution de A et dgem réponse a une intensité lumineuse plus fatépendant, la
variabilité de Wentre génotypes n'a été que faiblement réduitefficient de variation supérieur a
17%).

Ces divergences de variabilitts génotypiques obssrventre TE et W se caractérisent
graphiquement par une régression entre ces deitg tlant I'ordonnée a l'origine n'est pas nulle

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

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

A= 27— 0.09*W,

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

Tableau 6: Régressions obtenues entre les moyennes génotgptpialiscrimination isotopique
contre 1e"°C (%.) de la matiére organique foliaire totale*Cr, , et A™C, 5 respectivement pour les
2°™ et 3™ pousses), de la cellulose extraite du balSGg.), du bois total £°Cg,), et les moyennes
genotypiques d’efficience d'utilisation de l'eautrinséque (W > €t Wy 3 €n pumol mot,
respectivement pour le§™ et 3™ pousses) et d'efficience de transpiration (TE gijg Pour chaque
régression, le coefficient de Pearson, ainsi quevalue correspondante ont été indiqués. Le nombre
de génotype est de 12. Les équations théoriquestdmtéterminées selon les équations de I'encadré 3
avec les parameétres suivants: a = 4.4 %o; b = 28%€t Py, ont été fixés a 40 et 15% respectivement
(Cernusalet al., 2007b); G etv ont été moyennés sur toute la période d'expératient¢=9 mmol
mol*; C,=401 umol mol); m. représente la moyenne des pourcentages de calhosechacun des
compartiments (en moyenne sur 'ensemble des pldatss les feuilles: %C=47.3+0.4% ; dans les
tiges: %C=45.9+0.3%; le pourcentage de carbone l@anmscines a été estimé a 46%) pondérée par la
masse de chacun de ces compartiments, d'ou, emnmeyger 'ensemble des plants=a6.1+0.2%;

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

pour le confirmer.

Les différences d'efficience d'utilisation de I'eaua court terme entre génotypes de chéne
pédonculé se répercutent donc sur l'efficience deanspiration, méme s'il parait évident que
d'autres facteurs (présentant éventuellement une viabilité entre génotypes) sont impliqués
dans la relation entre ces deux traits.

1.3.1.2 Discrimination isotopique du carbone eicéghce d'utilisation de I'eau

Chez le chéne pédonculé, plusieurs études ont miévislence des corrélations entre efficience
d'utilisation de l'eau et discrimination isotopiqda carbone A°C). Cependant, ces relations ont
souvent été obtenues sous conditions environnefasntariables et confondent donc des effets
génétiques avec des effets environnementaux. D&givas du climat lumineux (Pontat al, 2002)
ont ainsi permis d'établir une relation entrg¢ 8&/A™C de la matiére organique foliair&{Cr),
d'équationA™®Cr=-0.13*W, +23.8 (R2=0.75, p<0.01) (S. Ponton, communicapensonnelle). Une
relation positive et significative a aussi pu &bservée entre la composition isotopiqueénde la
matiére organique foliairedCr) et W au sein de la famille F1 de plein-fréres étudiéesdce
manuscrit (R2=0.25-0.77; Brended al, 2008). Picoret al. (1996b) ont obtenu une relation entre TE
et A¥Cy, d'équatiom™Cr=-1.35*TE+31.9 (R2=0.81, p<0.05) en faisant vakecontrainte hydrique
pour une concentration ambiante en,G@mosphérique. Cette relation n'est toutefois qizservée
pour différentes conditions nutritionnelles azoté@sehlet al, 1995b).

Dans cette étude et quels que soient le type ad&iffie d'utilisation de l'eau (intégrée ou intrqes)

et le compartiment utilisé pour la déterminationlaaiscrimination du carbone, les relations étaien

toutes significatives et négatives (Tableau 6), oemprédit par la théorie (cf encadré 3).

32



ABC Ft (%o)

40 50 60 70 80 90 100 110

W (umol CO, mol™t H,0)

Figure 11: Relations entre la discrimination isotopique dwboae de la matiére organique foliaire
totale A\°Cr) et I'efficience d'utilisation de I'eau intrinsé@q(W\) mesurée en conditions standardisées
(Wsa) au cours de trois expérimentations effectuéeslssunéme famille F1 de chéne pédonculé.
Chaque point correspond a un génotype et chagueuwral une expérimentation: en rouge, données
relatives a I'expérimentation sur phénotypes exg£présentée dans le chapitre 1.4.2.1, régression
géométrique (trait pleinA*Cr=29.2-0.136*W,, droite théorique (traits pointillésh=27-0.091*W
(pour &3C,=-9.80%0 et G=394 umol mol); en bleu, données relatives & I'expérimentation s
phénotypes extrémes présentée dans le chapitBe2l.duxquelles ont été ajoutées les données du
phénotype "N", régression géométrique (trait pteitfCr=22.3-0.058*W,, droite théorique (traits
pointillés): A=27-0.089*W (pour3-°C,=-10.05%0 et G=401 pmol mof); en vert, données relatives a
I'expérimentation effectuée en 2006 sur 54 génatyp@gression geéométrique (trait plein):
A¥Cr=20.9-0.042*W,, droite théorique (traits pointillésp=27-0.098*W (pour &3C,=-8.42%. et

C,=362 pumol maf).
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L'analyse de la signature isotopique'#D de différentes fractions métaboliques permetidersifier

les temps d'intégration des échanges gazeux aieslegr intégration spatiale. Cependant, étudier la
signature isotopique eiC d'un échantillon associé a une intégration tesifget/ou spatiale trop
grande peut réduire la relation enffEC et W calculée a partir des échanges gazeux. De la méme
facon, étudier la signature isotopique® d'un échantillon associé a une intégration teslfgoet/ou
spatiale trop petite peut réduire la relation enAff€ et TE. Dans cette étude de 2005, la comparaison
des différentes régressions WA'C a montré que seule I'ordonnée a l'origine éigifificativement
variable (ANCOVA sur les données centrées, p<0.0%n est de méme pour les régressions TE
vsA¥C. Les écarts d'ordonnées & l'origine peuventatribués aux mécanismes de discrimination
post-photosynthétique qui modulent le signal ismpo@ de chaque composé (fractionnement,
biochimique, pendant le transport des moléculesrespiratoire). Par contre, ces phénomeénes de
discrimination post-photosynthétique n'affecterg [es différences relatives entre génotypes puisque
les pentes sont similaires, quels que soient letifra métabolique (cellulose ou matiére organique
totale) et l'organe (feuille ou tige) utilisés. Lesefficients de corrélations sont variables d'une
régression a l'autre et sont plus importants pesirégressions faisant intervenir les discrimimetio
isotopiques du carbone basées sur la cellulosaixtu bois ou le bois totah'fCg. et A*Cg,,
respectivement). Cette observation est nhotammemanguable pour les relations T8A™C. De ce

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

Quoi qu'il en soit, dans cette étude de 2005,dieffce d'utilisation de I'eau a court et a longnes
peut étre estimée sur la base des valeurs- 2 quelle que soit la fraction métabolique et/otgbme

analysé.

Ces régressions ont été construites a partir daursbbtenues pour des génotypes choisis selon des
critéres précis, a savoir des valeurs extrémeA'd®. Cependant, ces douze génotypes balayaient
toute la gamme d&™C déterminée au sein de la famille de plein-fréfégure 11). Pour confirmer la
relation obtenue entre WetA'C, des données supplémentaires ont été ajoutéegfeéErau cours de
mon DEA et de mes deux premiéres années de thégeetWCr ont été estimés pour différents
génotypes issus de la méme famille, placés dansaleditions de culture similaires. Ces jeux de
données ont permis de déterminer une régressiangbague année (2004, 2005 et 2006). La figure
11 représente donc les différences entre génotyg@dt,, et deA*Cr déterminés pour des conditions
environnementales non-limitantes. Quelle que $aitnée, les régressions entrg, Wt A*3Cy, sont
relativement semblables. Toutefois, pour 2004 glat est plus importante, mais les valeurs obtenues
pour les génotypes étudiés s'alignent avec ceblesgénotypes des années suivantes. D'apres cette

33



Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

figure, nous pouvons donc conclure que les difiéeerden’C entre génotypes sont représentatives
des différences de WDe plus, cette relation est applicable a I'endembs génotypes de la famille.

Pour chacune de ces expérimentations, une dr@tgittue a pu étre déterminée. Quelles que soient
les expérimentations, pour uki*C donné, la droite théorique surestime toujoursadieur de W
(Figure 10). Les droites expérimentales differenttes de leur droite théorique respective pour les
deux paramétres de I'équation, pente et ordondéeigine (ANCOVA, p<0.05). Ceci montre donc
gue les facteurs fixés pour les équations théasiqueesont peut-étre pas bien ajustés pour le chéne
pédonculé. Dans le modéle théorique simple (cfandca), le facteur "b" représente la discrimination
relative & I'assimilation du CQOpar la Rubisco et la PEPc. Lorsqu’on effectue justament sur des
données expérimentales, la pente de la relatidiaaiaur "b™ représente facteur "b", mais peut auss
intégrer tous les autres facteurs décrits par ldéeocomplet. Ce dernier modéle fait apparaitre le
facteur "d" (cf encadré 3) qui résume les discrations causées par la photorespiration, la regpirat
mitochondriale et la conductance interne du,CQautres processus impliquent des complications
relatives a cette relation (hétérogénéité de I'duwe stomatique, conductance cuticulaire; Brug&oli
Farquhar, 2000) et peuvent donc étre a l'origireedieergences observées entre droites théoriques et
expérimentales. Toutefois, méme si I'ajustemententss et le modéle théorique ne concorde pas
parfaitement, le classement des génotypes est wénsatre un calcul d'efficience d'utilisation de

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

Nous avons donc montré qu'une variabilité deA™C entre génotypes reflétait une variabilité
génotypique en efficience d'utilisation de I'eau, wel que soit le type d'analyse (\WsAC ou TE
vs AC). Ainsi, A™C est un bon estimateur de W(R?>0.68), mais aussi, dans le cadre de cette
étude, d'une efficience d'utilisation de I'eau intgrée dans le temps et a I'échelle plante entiére
(TE) (R? compris entre 0.43 et 0.71). Puisque la siabilité de A™°C entre génotypes est liée a la
variabilité de W; et de TE, il y a donc de fortes chances pour qued QTL a effet fort détectés
pour A™C représentent des QTL liés a l'efficience d'utiliation de I'eau, confirmant ainsi les

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

[.3.2 Stabilité génotypique de l'efficience d'stlion de l'eau estimée sur la base des valeurs de
discrimination isotopique pour différentes fractioarganiques et sous conditions environnementales

variées

L'utilisation des isotopes de carbone est une tquknsimple a mettre en ceuvre pour accéder a
l'efficience d'utilisation de I'eau. De plus, I'trs& de la signature isotopique de fractions méiges
variées permet de moduler les échelles d'intégraspatiale et temporelle) des échanges gazeux.
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Nbre de

Conditions de Age des Organe Matiére organique

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

Tableau 7: Description des différentes expérimentations inedata I'étude de la famille F1 de chéne
pédonculé. Pour les expérimentations en serre @8, 2004 et 2005), les plants ont été placés en
conditions de croissance non-limitantes en eawndesilisation, sous contrble de la température, a
concentration ambiante de €€t sous photopériode naturelle.

Signification des abréviations : le premier chiffrerrespond a I'année de mesure; la lettre P ou S
correspond au lieu de culture (P: plantation (susite de Bourran, Sud-Ouest de la France)) ou S:
serre (a Nancy, Nord-Est de la France)); les dettkek suivantes correspondent: a I'organe analysé
(feuille ou bois), et au type de matiere organiqmalysee (totale ou partielle), le dernier chiffre
correspond a la pouss€e'2ou 3™) utilisée.

0_P_Ft 2| Brendeletal. (2008) I
1P FtL2 N
2_P_Ft 2 I
1 S Ft 3| Torti(2005) L
1. S Bc 3
4 S Ft 2 | DEA(2004) I
4S Fa 2 Y

4.S Fs 2
5_S_Ft 2 | These (2005) I

5 S_Ft 3| I
5 S_Bt 2 |

5 S_Bc_2

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

AC (%o)

Figure 12: Gammes de valeurs (minimum et maximum) de diso@ation isotopique de carbone pour
les différentes campagnes de mesure. Cf TableauSa liste d’abréviations.

Les mesures effectuées sur de la matiéere organigiade (feuille ou bois, en noir et gris,
respectivement) sont représentées par des bamewsql Les barres striées sont associées a des
fractions métaboliques purifiées (\\\ : sucresublgs foliaires; //// : amidon foliaire; |||| : kabse
extraite du bois).
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Ainsi, les sucres solubles et I'amidon foliaireprésentent, a I'échelle de la feuille, un temps
d'intégration des échanges gazeux de l'ordre régpeent de un jour et une semaine environ
(Brugnoli et al.,1988; Jagget al.,2002). L'analyse de la signature isotopique deelalose extraite
d'un cerne donne une valeur intégrative des échkagameux (pondérée par le taux d’assimilation de
carbone et les conditions environnementales) smsémble du houppier de l'arbre et sur toute la
période de croissance de ce méme cerne. La famhailihéne pédonculé, dont sont issus les génotypes
présentés dans ce manuscrit, a été étudiée a diplewilreprises, pour différentes années, en
conditions naturelles dans une plantation situBeurran (Brendekt al, 2008) et en serre a Nancy
(thése de X. Torti (2005) et mes données de DEAeethése). Nous disposions donc d'un jeu de
données comprenant des valeurs A&C obtenues sur plusieurs années (avec des corition
différentes), sur de la matiére organique folidotale, du bois, et des molécules a renouvellement
rapide ou lent (Tableau 7). Ce jeu de donnéesraipate vérifier que les différences entre génotypes
de chéne pédonculé sur la base des valeuss™de étaient conservées, quelle que soit la fraction

métabolique analysée ou les conditions expérimentaiposées.

1.3.2.1 Analyse de la discrimination isotopique diéf@rentes fractions métaboliques

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

ce qui correspond a une gamme d'efficience datitia de I'eau intrinséque de 45-60% pour chaque
expérimentation sur les 17 génotypes utilisés.eCgdaimme de 3%. a aussi été observée en conditions
naturelles par Ponton (2002) et correspond a |largadefinie par Torti (2005) et Brendetlal.(2008)

sur plus de 200 génotypes de cette famille de {iféhes. Les génotypes choisis étaient donc
représentatifs de la variabilité observée au seioette famille.

La figure 12 montre que le bois total, la cellulesdraite du bois ainsi que les sucres solubles et
I'amidon foliaires présentaient, en moyenne, désuva de discrimination isotopique du carbone plus
faibles que la matiére organique foliaire totale, @5%. (entre les sucres solubles foliaires et la
matiere organique foliaire) a 4%o. (entre le boisnatiére organique foliaire) (Figure 12). La matiére
organique foliaire totale est constituée d'un efdende molécules caractérisées par des signaux
isotopiques variables (Figure 2). Des valeurs plesées dé\'*C pour la matiére organique foliaire
(4_S_Ft_2, Figure 12) par rapport aux sucres sedupl S Fs_2, Figure 12) ou encore a l'amidon
(4_S_Fa_2, Figure 12) sont imputables en grandéegala présence de lignine, trés appauvri€@n
(Figure 2). Cette explication prévaut aussi pouddealage de 1%. observé entre le bois total et la
cellulose extraite du bois (5_S_Bt 2 et 5 S _Bci@ure 12). Aprés formation des premiers produits
de la photosynthése (sucres solubles), des méoamidenfractionnement post-photosynthétique (dus
aux processus biochimiques, au transport des mekcy) sont & l'origine de modifications de la

signature isotopique des composés. Ainsi, I'amigstnenrichi d'environ 3%. (4_S_Fa_2, Figure 12)
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Figure 13: Composition isotopique eHC de l'air §°Cy;) calculée a partir d@"°C de la matiére
organique foliaire totale de mais selon Marino &B#oy (1991). Chaque symbole représente une
année et chaque point une mesure. Toutes ces valatieté obtenues entre 2004 et 2006, dans la
méme serre, et pour du mais cultivé dans des comslile croissance similaires et non-limitantes.
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par rapport aux sucres solubles foliaires (4_S_FBigure 12). Des différences du méme ordre de
grandeur ont été observées par Brugabhl. (1988) pour du peuplier. De la méme fagon, lautedie
extraite du bois présente &w¥’C plus faible que les sucres solubles foliairesu¢pli & Farquhar,
2000; Bowlinget al.,2008; cf Figure 2). Cependant, les écarte\fe entre sucres solubles foliaires
et cellulose définis par ces deux revues sont mefpar rapport a ceux que nous avons obtenus (3%o)
(Figure 12). De plus, ces écarts ne sont pas \esgigur toutes les expérimentations. En effetrétap

la figure 12, des décalages parfois importants ppntétre mis en évidence pour les gammes de
variations obtenues sur le méme matériel organigmére les différentes expérimentations. Ces
décalages sont surtout flagrants pour les analydesla cellulose extraite du bois entre
I'expérimentation de Torti (2005) et ma premiereém de thése (différence de 3.1%. entre les
moyennes calculées pour les deux expérimentati@es). décalages d&*C existent aussi pour la
matiére organique foliaire (différence maximum d&%h entre les moyennes calculées pour chaque
expérimentation).

Pour la matiére organique foliaire totale, les tiges de valeurs observées (Figure 12) peuvent étre
associés a des différences de composition bioch&nigomposition variable en lignine...) entre
expérimentations. lls peuvent aussi étre attribaésles conditions environnementales variées
(plantationvs serre), influencant indirectement la signaturéoigigjue de la matiére organique foliaire

a travers des modulations de la photosynthése Bbwderture stomatique. De plus, la période entre
l'apparition des feuilles et leur récolte n'étais fixe entre expérimentations. La période d'irztégn

des processus physiologiques et biochimiques feliaest donc variable d'une expérimentation a
l'autre. Ces décalages (pour la matiére organigliearé comme pour la cellulose) peuvent aussi étre
la conséquence d'un biais d0 a la méthode d'estimate la composition isotopique du €0
atmosphériqued{*C.;). Pour les données de Brenéelal. (2008),5"°C,; n'a pas été mesuré et a donc
été fixé a -8%o. (Marino & McElroy, 1991; Farquhar @oyd, 1993). Pour les expérimentations
réalisées en serre (Torti, 2005; DEA, 2004; Th2ee5), le calcul d&“C,; a été réalisé a partir de la
composition isotopique efiC de la matiére organique foliaire de mais (Ma&nkicElroy, 1991). La
précision attendue pour ce type de mesure estSd (Picon, 1996). D'autre part, au cours de mon
DEA et de ma thése (de 2004 & 2006), des valeufs@g, ont été obtenues dans la méme serre.
d"C,; est variable d'une année a l'autre (-9.80%o, -10.08%08.42%. en 2004, 2005 et 2006,
respectivement), mais aussi d'un mois a l'autrag@r2006), ot un écart de 0.8%. peut étre observe,
ou pour une méme date (juillet 2004) ou une disperde 0.6%o autour de la valeur moyenne a pu étre
calculée (Figure 13%5"°C,; peut donc introduire une erreur sur la valeur iderimination isotopique
calculée. Toutefois, si toutes ces remarques péwsgtiquer les décalages observés pour la matiere
organique foliaire entre les différentes expériratahs, elles ne permettent pas de justifier [t&chr
3.1%o0) observé pour la cellulose entre les expératems de Torti (2005) et ma premiére année de

thése (2005). Seul un biais di a la méthode detidrapeut expliquer un tel écart. En effet, Ponton
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Brendel et al. (2008) | Torti (2005) | DEA (2004) | Thése (2005)

T T T
OPF2 1PF2 2PF2 1SFt3 1SBc3|4SFs2 4SFa2 4SFt2 5SFt2 5SFt3 5SBt2 58S_Bc2

Brendel 0P_FL2 i
1P Ft2 06713 *
etal. (2008) , ", 7r,  oes(17) 0763
. T 1S Ft.3 034(15) 0.58(12) 0.42(15) *
Torti (2005)| | sgec 3 o059(14) 08612 069(14) 0.62(14)  *
4 S Fs2 067(12) 037 (9 049(12) - (10) 050 (9) *
DEA (2004)| 4.5 Fa 2 086(12) 071 (9) 076(12) 0.40(10) 0.69 (9)| 0.86 (12) *
4 SFt2 077(12) 074 (9 067(12) 0.38(10) 0.67 (9) 0.58(12) 0.81(12) *
T ssF2 o077@2 - (@® 062(12) 037(11) 037(10) 067 (7) 072 (7) - *
Thése (2005)| 5-S_Ft3 08512 - (8 058(12) 030(1) 040(10) 067 (7) 077 (7) 046(7) 0.88(12) *
5SBt2 06112 - (8 058(12) - (11) - (10)] 072 (7) 081 (7) 049(7) 079(12) 086(12)  *
5SBc2 058(12) - (8 055(12) - (11) 0.36(10)| 069 (7) 079 (7) 053(7) 0.71(12) 0.85(12) 095(12)  *

Tableau 8: Coefficient de corrélation (R?) entre les diff@esimesures de discrimination isotopique
du carbone pour les différentes campagnes de me3iui@bleau 5 pour la liste des abréviations. Les
valeurs de coefficient de corrélation pour les &ations significatives (p<0.05) sont en gras. baes

les corrélations sont significatives a 10%, lesffa@ents de corrélation sont en italique. "-" Siigs

que la corrélation n’'est pas significative. Lesffcbs entre parenthéses correspondent au hombre de
génotypes communs pour chaque corrélation.

En haut et a gauche, la partie gris ecorrespond aux corrélations obtenues par Torti 200
1 S Ft3etl S Bc 3)etBrendehl. (2008; 0 P Ft 2,1 P Ft 2 et2 P_Ft 2). En bagetite,

la partie grisée™ correspond aux corrélations obtenues en serre @A DS Fs 2,4 S Fa 2 et

4 S Ft 2),eten2005(5_S Ft 2,5 S Ft 3,5 S @&t52S Bc_2).

20 20
N o 19
19 o
I'LI I'LI
V)] (%)
o o 18
] o 17
= =
17 16 : : :
13 14 15 16 16 17 18 19 20
AY3C (%) 5 S Bc 2 AY3C (%) 0 P_Ft 2

Figure 14: Régressions entre la discrimination isotopiquetreole **C (A™*C) déterminée en 2005, en
serre, pour la matiére organique foliaire totaleset la deuxiéme pousse de l'annA&*Q (%o)
5_S_Ft_2) et (a)°C de la cellulose extraite du bois de la deuxiémespe £*C (%0) 5_S Bc_2), la
droite en trait plein représente la régression gdoque d’équation :
ACs s r 70.86"A™Cs s g #6.04 (R2=0.71, p<0.001); ()'°C de la matiére organique foliaire totale
déterminée en 2000, en plantation et sur la deuigoasse de I'annél™{C (%.) 0_P_Ft_2), la droite
en trait plein représente la régression géométridjéguation: A°Cs s ¢ #-0.98*A°C, p ¢ #0.91
(R2=0.77, p<0.001). Les tirets représentent laciisice.

Chaque point correspond a un génotype. Les symbste® associés aux quatre extrémes
phénotypiques définis dans les chapitres 1.4.211462.2: o: génotypes "lowA"; e: génotypes "high
A"; o : génotypes "low N"m: génotypes "high N".
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(2002) a montré que la méthode d'extraction powatr une influence sur le signal de la cellulose.
L'obtention de cellulose pure n'est parfois pasaftament réalisée, et il peut y avoir contaminatio
avec de la lignine notamment, ce qui peut expligles décalages vers des valeurs plus élevées de
A”C.

Malgré ces décalages, est-ce que les différentatd/es entre génotypes sont maintenues a l'intérie
de la gamme de 3-4%. observée, entre expérimensagbrentre fractions métaboliques pour une
méme expérimentation? Pour répondre a cette gne&iictabilité phénotypique des génotypes a été
vérifiée a l'aide de corrélations établies entsediéférentes campagnes de mesure (Tableau 8h&Sur
corrélations effectuées avec un nombre de génotygeéant entre 7 et 17, quasiment les 3/4 étaient
significatives a 5% avec un R2 compris entre 34 &% QTableau 8), et 9 d'entre elles étaient
significatives & 10%. Un test de Spearman a auéseffectué afin de vérifier que les rangs des
génotypes étaient conservés quelle que soit l'amttdel la fraction métabolique analysée. Les
résultats sont identiques a la matrice de coroflaprésentée sur le tableau 8, excepté l'absence de
corrélation entre 1_S Bc_3 et5_S_Bc_2. Les deus-shapitres suivants analysent plus précisément
les corrélations intra-expérimentation (pour digfétes fractions métaboliques) et inter-années (jgour

méme matériel organique) observées.

1.3.2.2 Stabilité des différences entre génotypms gifférentes fractions métaboliques: analyseint

expérimentation

Cette analyse "intra-expérimentation” a été effeetaur les données de Torti (2005), de mon DEA
(2004) et de ma premiéere année de thése (200%5iglra 14a illustre une des régressions obtenues en
2005 entre la matiére organique foliaire totaléaetellulose extraite du bois. Les régressiongdint
expérimentation” présentaient des pentes proches (@e06+0.14 en moyenne (xécart-type) pour
toutes les régressions). Une pente proche de Ifisignnc que la variabilité créée par I'ensemtde d
génotypes étudiés est similaire quel que soit |&neh organique analysé. Ces régressions étaient
toutes significatives (p<0.05 et R2 compris ent&8@t 0.95) (Tableau 8). Nous avons ainsi pu mettr
en évidence que les différences relatives entretgpas étaient conservées entre organes (feuille et
bois; R2=0.79-0.86 en 2005), entre pousses (R2=@r82005), entre fractions purifiées (R2=0.86entr
amidon et sucres solubles en 2004), et entre raaiiganique et fractions purifiées (feuille ou bas
amidon, sucres solubles ou cellulose; 0.58<R2<0.95)

En 2004 et 2005, disposant de plusieurs copiegdrastype, nous avons pu tester, sur chaque jeu de
données, un effet génotype, un effet de la matéganique et l'interaction entre les deux. Ces deux
analyses mettent en évidence des effets signficdti génotype et du type de matiére organique
utilisée (p<0.05). L'interaction entre génotyparettiere organique n'est pas significative (p=0.47 e

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

ou la pousse étudiée, les différences relativa® géinotypes sont conservées.

D'aprés cette analyse "intra-expérimentation”, aucwe différence entre génotypes pour les
processus de fractionnement post-photosynthétique an'donc été détectéeD'autre part, quelle
gue soit I'échelle spatiale (feuille ou plante erdre) et temporelle (de quelques jours a plusieurs
mois) a laquelle renvoient ces régressions, les féifences entre génotypes sont relativement
stables. Ces résultats suggérent donc que les diffats niveaux d'intégration de I'efficience
d'utilisation de l'eau intrinséque pondérée par I'asimilation, estimée par la discrimination
isotopique du carbone, ne perturbent pas de fagonanquée les différences entre génotypes.

1.3.2.3 Stabilité environnementale des différeremse génotypes: analyse inter-années

Pour analyser la stabilité phénotypique des gémstygntre expérimentations, nous nous sommes
intéressés plus particulierement a la matiére agganfoliaire (déterminée lors de chaque campagne
de mesures; Tableau 7), et a la cellulose (étuddux reprises; Tableau 7). La figure 14b illusire

des régressions obtenues pour les valeurs génoggpidph'°C de la matiére organique foliaire totale
entre deux années de mesure (2000 et 2005) etateuditions de culture différentes (plantation et

serre).

Contrairement a l'analyse précédente, toutes lgeggions n'étaient pas significatives. Sur 21
régressions, 14 étaient significatives a 5%, avedRé@rcompris entre 0.34 et 0.85, et 4 étaient
significatives & 10%, dont celle corrélant les uededeA™C de la cellulose (Torti (2005)s thése
(2005), Tableau 8). Pour ces régressions, les pétagent, en moyenne (+ écart-type), de 0.92+0.31,
ce qui signifie donc que méme si la gamme de vilit@aleréée par les génotypes est relativement
conservée d'une expérimentation a l'autre, cegagemmes sont plus importantes que d'autres
(Figure 12).

Pour la matiére organique foliaire, de faibles @ations, voire des corrélations inexistantes ont
surtout été mises en évidence entre les donnéBsedéelet al. (2008) pour lI'année 2001 (1_P_Ft_2)
ou de Torti (2005) (1_S_Ft_3), et les données algerau cours de mon DEA (4_S Ft 2) et de ma
thése (5_S Ft 2 et 5 S_Ft_3) (Tableau 8). Contnain¢ aux autres expérimentations, le nhombre de
copies par génotype était moindre en 2001. En,éiendelet al. (2008) n'ont utilisé, en 2001, que
deux copies par génotype. Selon le génotype, qasspouvaient étre spatialement éloignées l'une de
l'autre ou proches dans la plantation (O. Brendefpmunication personnelle). Ainsi, la moyenne
génotypique calculée pour 2001 a pu étre biaiséedpa facteurs micro-environnementaux non

contrélés. L'étude de Torti (2005), quant a ell2comportait qu'une seule copie par génotype et une
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variabilité micro-environnementale a lintérieur e serre n'était pas a exclure. D'autre part, des
différences de composition biochimique des feuilthges a des conditions environnementales variées)
peuvent aussi entrainer une variabilité, autre géeotypique, autour de ces relations. Pour la
cellulose, une corrélation significative a 10% a étése en évidence entre expérimentations
(1_S Bc _3vs5_S Bc 2, Tableau 8). Si, toutefois, des problédiestraction sont a l'origine des

décalages de gammes de variation observées estrdecs études, il est probable que cela puisse

aussi avoir une influence sur la qualité de lati@laobtenue.

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

chéne pédonculé, que ne parviennent pas a masquersdconditions environnementales variables.
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I.4 Causes anatomiques et/ou physiologiques de lariabilité d'efficience d'utilisation de I'eau

Le chapitre précédent a permis de montrer que deridiination isotopique du carbone était sous
contrble génétique fort dans cette famille de ch@édonculé. Nous avons aussi démontré que les
différences dA™*C entre génotypes étaient représentatives desaiiffés d'efficience d'utilisation de
l'eau a court et a long termes, ¥t un caractére complexe impliquant les deuxdg=mrionctions
physiologiques: photosynthése et conductance sigmeapour la vapeur d'eau, elles-mémes liées a
des composantes physiologiques ou anatomiquespiesltiL'objectif de ce travail était donc de
déterminer quelles étaient, parmi toutes ces coamges, celle(s) qui contribuai(en)t le plus a la
variabilité deA™C/W, dans cette famille F1 de chéne pédonculé.

Nous avons tout d'abord analysé les corrélationisads entre I'efficience d'utilisation de l'eaises
composantes directes (au niveau foliaire: assiimilaiette de C@et conductance stomatique pour la
vapeur d'eau; au niveau plante entiére et intéaing & temps: biomasse et quantité d'eau trangpirée
En ce qui concerne les relations a I'échelle fajdianalyse a été effectuée sur I'ensemble desées
recueillies au cours de mon DEA et de ma thése.r RPesi données plante entiére, seule
I'expérimentation de 2005 a permis d'effectuerecattalyse. Suite a cette analyse globale, une étude
plus fine des traits liés a chacune de ces compeEsanété réalisée a l'aide des phénotypes extrémes
Ces résultats ont été présentés sous forme de pidalications. La premiére publication (chapitre
1.4.2.1) reprend les résultats obtenus en 2004éfeqce menée pendant mon stage de DEA) et se
limite a quelques traits foliaires mesurés surdesx phénotypes. La deuxiéme publication (chapitre
1.4.2.2), correspondant aux résultats obtenusderma premiére année de thése (2005), ne présente
que les différences phénotypiques observées ertrénees du phénotypeA™, mais pour un plus
grand nombre de traits foliaires auxquels ont ¢oéités des traits "plante entiére". Lors de ma
premiere année de thése (2005), les différencestaakiau sein du phénotype "N" ont aussi été
étudiées. Mais, les résultats étant similairesux obtenus en 2004 (chapitre 1.4.2.1), nous n'apass

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

[.4.1 Variabilité de l'efficience d'utilisation deau et de ses composantes au sein de cette dateill

chéne pédonculé

Les deux composantes de l'efficience d'utilisatler'eau intrinseéque (YWsont I'assimilation nette de
CO; (A) et la conductance stomatique pour la vapeeaw'(g). De ce fait, a I'échelle foliaire, la
variabilité de Wpeut étre liée soit a I'assimilation, soit a ladwactance stomatique, soit aux deux. A
et g sont trés fortement corrélés pour des génotypeartgnant a une méme espéce, comme cela a été

observé au sein de plusieurs espeéces ligneusete(letal.,1997; Roupsardt al.,1998; Moncluset
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Figure 15: Relation entre l'assimilation nette de £O
(Asa et la conductance stomatique pour la vapeur
d'eau (g.) pour lI'ensemble des données recueillies sur

24 cette famille F1 de chéne pédonculé en serre et en
0 conditions non-limitantes de croissance. Chaquetpoi
20 t LD correspond a un génotype et chaque symbole
R correspond a une expérimentatiom;, données
[0} . N o . Z A
o 16} O A o relatives a I'expérimentation sur phénotypes extg&m
EN E&%ﬁ présentée dans le chapitre 1.4.2.25, données
o 12+ A relatives a l'expérimentation sur phénotypes ext®m
o’ 2 présentée dans le chapitre 1.4.2.2 auxquelles @nt é
g 8r ajoutées les données du phénotype "iN";données
= relatives a l'expérimentation effectuée en 20065¢ur
g 41 génotypes; +, données (déterminées pour un VPD
< (déficit de pression de vapeur d'eau) <1.5kPakssu
0 . . . . . de l'expérimentation visant a analyser la varitbitie
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 réponse de la conductance stomatique au VPD
o présentée en annexe 1. L'ajustement utilisé est une
Osar (MOl H,O m™s™) hyperbole non rectangulaire (—), d'équation:
Asae(22.1+115.4%g,, -((22.1+115.4*g)*
2.8%22.1*115.4*q,) )/1.4, R?2=0.79.
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Figure 16: Relations entre la discrimination isotopique coné&é®C déterminée sur la matiére organique foliaireléota
(ACry), lefficience d'utilisation de I'eau intrinséqadéterminée & l'aide de mesure d'échanges gazeworstitions
standardisées (W), l'assimilation nette de GQ(Asy) et la conductance stomatique pour la vapeur d{gay pour
I'ensemble des données recueillies sur cette farhill de chéne pédonculé en serre et en conditiemdimitantes de
croissance. Chaque point correspond a un génotypbague symbole correspond a une expérimentatipitonnées
relatives a I'expérimentation sur phénotypes exEmprésentée dans le chapitre 1.4.24; données relatives a
I'expérimentation sur phénotypes extrémes présatdaée le chapitre 1.4.2.2 auxquelles ont été agsutés données du
phénotype "N"m, données relatives a I'expérimentation effectu2096 sur 54 génotypes; +, données (déterminégs po
un VPD (déficit de pression de vapeur d'eau) <lajkiBsues de I'expérimentation visant a analyserat@bilité de
réponse de la conductance stomatique au VPD pé&sentannexe 1.

Les droites en traits pleins représentent les séigras géométriques d'équations,#5.6*A.,+155.9 (R=0.42, p<0.001);
W,,=-38.0*L.n(gsa)+12.3 (R=0.86, p<0.001)ACr =9.2*q,+16.0 (R2=0.15, p<0.001). Aucune corrélation néaréise en
évidence entre & etA¥Ck..
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al., 2006). Dans cette étude, une corrélation globgle étre tracée entre;fet g, pour les différents
génotypes de chéne pédonculé étudiés de 2004 a(R@66.79, Figure 15). Cette relation montre
qu'un génotype avec une forte conductance stonea@iqtiaussi caractérisé par une forte assimilation
nette de C@pour les conditions imposées (pour la croissangeendant la mesure). L'ajustement
réalisé sur les données expérimentales montre anssaturation de I'assimilation nette de, Gur

de fortes conductances stomatiques. Ainsi, pougéestypes placés sur ce plateau, une augmentation
de conductance stomatique n'est pas accompagnéagaugmentation proportionnelle d'assimilation
nette de CQ ce qui se traduin fine par un W, d'autant plus bas que,gest fort pour ces génotypes.
Les génotypes se trouvant sur la partie linéairéajiestement ont, quant a eux, des valeurs dg W
similaires, puisque les variations de,Aont compensées par des variationssgeaur cette partie de

la courbe. D'aprés la figure 15, la variabilité gdg entre génotypes est supérieure a la variabilité de
Asa: En effet, les coefficients de variation dg, guelle que soit I'année, sont compris entre 2%
contre 16-17% pour & Une corrélation négative est alors attendue eWitg et ses deux
composantes (cf cas i Figure 4), ce qui est cogfipar nos données expérimentales (Figure 16).

Sur la figure 16, seules les régressions globales lfensemble des données acquises au cours de mon
DEA et de ma thése (de 2004 a 2006) ont été trattedle que soit I'année, les mesures d'échanges
gazeux ont été effectuées dans des conditionsastiinéles et identiques. Le signal isotopique ietegr
guant a lui, les processus physiologiques et enmgmentaux sur des durées différentes selon les
années: la période de temps séparant l'apparitsnfelilles et la récolte ayant été variable d'une
année a l'autre. La variabilité autour des relatiglobales est beaucoup plus importante pour les
relations faisant interveniA®C (Figure 16). Cette variabilité est surtout caupée les données
relatives & 2006. Au cours de cette expérimentatenle une copie par génotype a été analysée, et
une forte hétérogénéité des tailles, bien plus o@&@ntre individus que pour les années précédentes
a été observée. De plus, en 2006, les analysAS@eet d'échanges gazeux n'ont pas été réalisées sur
les mémes pousses. Toutefois, ces régressions enbmu'un génotype caractérisé par une forte
efficience d'utilisation de I'eau (forte Wu faible A™®C) est caractérisé par de faibles conductance
stomatique et assimilation nette de L@insi, dans cette famille de chéne pédonculépetonditions
non-limitantes, W, (ou A*Cg) est plus influencé par la conductance stomatigigepar I'assimilation
nette de C@

D'aprés les études de Torti (2005) et de Breatlal.(2008), la variabilité dA™C observée au sein de
cette famille de chéne pédonculé ne pouvait éaieechent attribuée a I'assimilation nette de, C&)

ou a la conductance stomatique pour la vapeur grlEN effet, des QTL liés a la variabilité de ces
deux composantes ou de leurs estimateurs étaiktiatioés avec les QTL liés a la variabilitéAtéC
(Figure 8). Toutefois, Brendedt al. (2008) ont trouvé une corrélation positive ents Valeurs
génotypiques de W\et celles de A. Dans I'étude de Torti (2005), rigdations étaient variables en

fonction de la pousse étudiée, mais d'une maniénérgle cette étude montre une relation négative
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Figure 17: Relations entre I'assimilation nette de @), la conductance stomatique pour la vapeur
d'eau (g et I'efficience d'utilisation de I'eau intrinsé&g(W,=A/gs) sous conditions variables de déficit
de pression de vapeur d'eau entre les espaceseihikires et I'atmosphére (VPDJhaque point
représente la moyenne calculée pour 5 a 8 feudllas génotype distinct. Les points de différentes

0.25

couleurs représentent les différentes conditiongRI2 sous lesquelles les mesures d'échanges gazeux

ont été réalisées: : VPD<1 kPa; : 1<VPD<1.5kPay: 1.5<VPD<2.0kPap: 2.0<VPD<2.5kPap:
2.5<VPD<3.0kPaje: VPD>3kPa. Les courbes en traits pleins représeres relations globales
trouvées dans cette étude (cf Figures 12, 13)=W.6*A.+155.9 (R=0.42, p<0.001); \W=-
38.0*Ln(ga+12.3 (R=0.86, p<0.001); A=(22.1+115.4*q,((22.1+115.4%g,)*
2.8*22.1*115.4*q,) /1.4, R2=0.79.

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

Tableau 9: Relations entre les moyennes génotypiques de wiigiion isotopique contre [EC
(A™*C) de la matiére organique foliaire totale>Cr), deA™C de la cellulose extraite du bois'{Cg,),

de A®C du bois total £°Cy), d'efficience d'utilisation de I'eau intrinséqueVs.), d'efficience de
transpiration (TE), de biomasse produite (biom),qd@ntité d'eau transpirée par unité de surface
(TPT), dassimilation nette de G@As;, Mesurées en conditions standardisées) et de camde
stomatique pour la vapeur d'ead.{gnesurées en conditions standardisées). Lesttaiis TE, biom

et TPT ont été déterminés sur toute la périodepdi@xentation (six mois environ). Seules les
corrélations significatives (p<0.05) sont notéesindique une corrélation non significative.
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entre W et g quelle que soit la pousse, et des relations switsignificatives, soit positives entre, @

A.

Les régressions présentées sur la figure 16 samntegoaccord avec les relations observées par Torti
(2005), mais contredisent celles décrites par Breptl al. (2008). Cependant, lors de I'étude de
Brendelet al. (2008), les mesures d'échanges gazeux ont é@uEfés en 2001, année présentant un
déficit de pression de vapeur d'eau entre les espatercellulaires et I'atmosphére élevé (compris
entre 1.5 et 4.5 MPa; Brendet al, 2008). Or, les relations observées entre cets tsant fortement
dépendantes des conditions climatiques. En effesqlie les conditions d'’humidité de l'air sont
modifiées, toute chose égale par ailleurs, la bdité de W entre génotypes peut soit étre expliquée
par A, soit par g(Figure 17) selon sur quelle portion de la coulbes g se trouvent les génotypes.
Lorsqu'ils sont dans la partie basse de la cowB®¢3kPa), la variabilité de Wst alors controlée
par A, ce qui explique la relation positive obserefitre Wet A ou g Lorsque le VPD diminue, les
relations entre \\et A ou gse transforment progressivement en relations négagFigure 17).

Nous avons ensuite vérifié que ce qui était obsarléchelle foliaire pouvait aussi étre extrapélé
I'échelle plante entiére. Cette analyse s'est baséles données obtenues en 2005 sur I'ensemble de
génotypes (douze en tout) de cette expérimentaibom lesquels nous avions mesuré l'efficience de
transpiration (TE), la quantité d'eau transpirée yaité de surface foliaire (TPT) et le gain de
biomasse (biom) sur toute la période de végétatiertableau 9 montre que, a I'échelle plante entiér
et intégrée dans le temps, TE est négativemen¢léera TPT, ce qui se traduit par une corrélation
positive entreA™®C et TPT. D'autre part, TPT est aussi trés fortérnerrélé aux traits foliaires (4

Osat, Wsa), Montrant ainsi que, dans cette étude, les prdfibservés a I'échelle foliaire sont
extrapolables a I'échelle plante entiére et inEéd@ns le temps. La variabilité entre génotypegail

de biomasse n'est, quant & elle, corrélée ni anTB,A™C, ni aux échanges gazeux (Tableau 9).
Cependant, cette absence de relation, dans les#tiooadle I'étude, ne signifie pas que sous d'autre

conditions, ces corrélations n'apparaissent pas.

Les relations globales mises en évidence dans ce mihh@ montrent que ces résultats sont
extrapolables a I'ensemble de la famille de chéne&gonculé, mais seulement si les individus sont
placés dans des conditions similaires a celles ing@®s dans ce travail. Ainsi, en conditions non-
limitantes, les différences entre génotypes de jV8ont vraisemblablement déterminées par une
variabilité entre génotypes de la conductance stortique plutdt que par une variabilité entre
génotypes des capacités photosynthétiqueSes profils sont aussi valables a I'échelle plante
entiére et intégrée dans le temps, dans les condits de cette étude. En effet, un génotype avec
une forte efficience d'utilisation de I'eau (fort TE) est alors caractérisé par une quantité d'eau
transpirée par unité de surface plus faible qu'un gnotype présentant un faible TE, pour une
biomasse égale.
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1.4.2 Etudes des phénotypes extrémes

L'analyse des corrélations a permis de montrernqanditions non-limitantes, la conductance
stomatique était & l'origine de la variabilité Af8C observée. Or, les composantes A etant elles-
mémes liées a plusieurs traits anatomiques ou gbgsijues. L'objectif de ce chapitre était donc de
disséquer ces deux caractéres en leurs multipfapasantes. Ne pouvant pas travailler sur I'ensemble
des individus de cette famille, seuls les extrépf&notypiques pour les valeursAf€C mesurées par
Brendelet al.(2008), mais aussi pour les contenus foliaireazmte et en chlorophylle ont été retenus.
Deux phénotypes ont ainsi été définis: le phénotygeconstitué de six génotypes (2 extrémes x 3
plein-fréres ou génotypes par extréme) extrémes lpewaleurs dA™C sur trois années consécutives
de mesure, et le phénotype "N" composé de six gpast(2 extrémes x 3 plein-fréres ou génotypes
par extréme), extrémes pour leurs contenus foliadmre azote et en chlorophylle et leurs valeurs de
A™C. Sur ces phénotypes, de nombreux traits foliaimes'plante entiére" ont été mesurés. Pour
chacun de ces traits, les comparaisons ont ététadfes entre extrémes faible ("low") et fort ("High

de chaque phénotype. Cette approche "phénotypénextra fait l'objet de deux publications. La
premiére publication (chapitre 1.4.2.1) concernes désultats obtenus sur les deux phénotypes
extrémes lors de mon DEA, alors que la secondeifrhd.4.2.2), qui est une étude plus approfondie
des traits physiologiques, anatomiques et plant@ren ne traite que du phénotyp&""(résultats
obtenus en 2005).

43



© 00 N O oA W N P

[
N B O

13

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

1.4.2.1 Diversity of water use efficiency in a Quas robur family: contribution of related

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

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

Abstract

Previously, a large intra-specific diversity andight genetic control has been shown for
A™C (carbon isotope discrimination) in a peduncutstk Quercus robur.) family, which

is an estimator for intrinsic water use efficierf@y;), a complex trait defined as the ratio of
net CQ assimilation rate (A) to stomatal conductancevfater vapour (g. In the present
study, twelve genotypes with extreme phenotypicieslofA™®C were selected within this
family to (i) asses the stability of genotype diffieces across contrasting environments and
for different measures of intrinsic water use éficy (W); (i) Quantify the relationship
betweerA™3C and W within this family; (iii) Identify which leaf tras drive the diversity in
W, observed in this family. Genetic variability 4°C and Wwas largely independent from
different temporal integration scales and theirelation was found to be strong?&88%
for leaf sugars) within this family. Weak corretats between measures of; With
estimators of photosynthetic capacity, suggest momiole of the latter in the diversity of
W;. However, the tight correlation between and A™C as well as W and the related
genotypic variation in stomatal density, suggeat the genotypic diversity in Within this
pedunculate oak family might be due to differerioas.

44



37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
a7
48
49
50

Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

List of abbreviations:

A™C: °C isotope discrimination [%0JACs; A™C of extracted leaf sugard°C;: A™C of
extracted leaf starci§*C,: A™C of bulk leaf materialC: carbon isotope composition
[%0]; & C.: &™C of atmospheric COin the greenhouse;:cCQO, mole fraction in
intercellular air spaces [pumol M c, atmospheric COmole fraction [umol mol]; Wi:
intrinsic water use efficiency [umol mj| A: net CQ assimilation rate[umol H1sY]; A
light saturated A at ambient G@oncentration; g stomatal conductance for water vapour
[mol m? sY; Vemax @pparent maximum carboxylation rate of Rubisamiini® s*]; Nyass
nitrogen content on a mass basis [ &laes Nitrogen content on an area basis [¢;m
Chl: chlorophyll content [g fi; SD: stomatal density [mf}; SL: stomatal length [um]; SA:
stomatal area [ufh SAl: stomatal area index [mH) LMA: leaf mass-to-area ratio [g fit
TLT: total leaf thickness [um]; UET: upper epidesntiiickness [um]; LET: lower epidermis
thickness [um]; PMT: palisade mesophyll thicknegem], SMT: spongy mesophyll

thickness [um].
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Introduction

A large intra-specific variability of°C isotope discriminationA°C) has been observed
within natural stands of pedunculate odRuércus roburL.; Pontonet al, 2001), a
widespread broad-leaved forest tree species froratakfe Europe. LeahC is a widely
used estimator of intrinsic water use efficiency;, \lefined as the ratio of net GO
assimilation rate (A) to stomatal conductance foatew vapour (§. The predicted
relationship betweeA'C and Wis negative (Farquhar and Richards, 1984) whichteen
observed for pedunculate and sessile oaks underatit levels of shading (Ponten al.,
2002). W is a complex trait related to many physiologicat sstructural leaf traits that
directly or indirectly influence A or g Genetic variation in Wor AC has been shown
within many tree species and was ascribed to vanistin A (Johnsen and Major, 1995;
Major and Johnsen, 1996; X al.,2000), in g (Cregget al.,2000) or in both (Farquha&t
al., 1989).

Brendel et al. (2008) investigated the genetic determinism ofewatse efficiency in a
pedunculate oak full-sib family comprising 278 &igk. They found in this progeny a 40%
variation of W as estimated by le#f"°C. The genetic control @&°C was oligogenic, with
only a few Quantitative Trait Loci (QTL) explaining large fraction of the observed
variability of AC (30% to 50%). The detected QTL pointed to two maggions on the
genetic map of this full-sib family. The first regi explained 21-31% of the observed
variability, and was detected with independent mesmsents conducted for three successive
years, suggesting that only low QTL x environmertétiactions occurred. The second region
suggested an influence of photosynthetic capaditythe observed diversity iA**C and
explained 9% of the observed variability.

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

Physiological processes leading to stomatal aperurclosure are well known and recent
progress has been made on genes involved in ABAGahasignalling (Webb and Baker,
2002) and stomatal development (Bergmann, 2006eder, the main causes driving
diversity in g in natural populations are not yet well understdogth within and among
species. Franks and Farquhar (2007) found an mfkieof the stomatal morphology of

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

been shown for temperate deciduous trees thatigeeos guard cells has an influence
stomatal aperture and therefore contributes todfersity of g (Aasamaeet al, 2001).
Further it has been suggested that maximum storcataluctance is influenced by stomatal
density (Nobel, 1999). Little is however known ¢ ttauses of within species diversity of
stomatal conductance.

To study genetic, intraspecific diversity, and &sess genetic determinism and control of
traits, a large number of siblings and vegetatigpies (several hundred individuals) are
required. This puts a severe practical constramthe number of leaf traits that can be
measured. Therefore we focused on a smaller nuofbi@dividuals while maximising the
differences in WandA™C. To this end, a few individuals (called genotypeseafter) were
selected for their extreme phenotypic values agrobd by Brendegt al. (2008), to cover
the diversity detected within the pedunculate adkdib family. Two strategies were used to
sample genotypes: first, usitg’C data measured during three successive yearseandds
using a combination aA™3C with leaf nitrogen and chlorophyll content datéth the first
sampling strategy genotypes were selected that hesemulated alleles with positive (or
negative) effects onA™C, independently from the physiological processedciffig
discrimination. The second strategy aimed at maiirgi the diversity ofA**C caused by
photosynthetic capacity, by selecting genotypes witmultaneously extreme phenotypic
values forA™C, leaf nitrogen and chlorophyll content.

Although bulk leaf matter is often used for rapafimates ofA**C (e.g. for QTL studies as
in Brendelet al, 2008), it is an aggregate of different carbontaiming compounds, each
with different integration patterns of Wrhis can cause discrepancies betwegrimated
from leaf bulk A™®*C and W estimated directly and instantaneously from gashamge
measurements. Soluble sugars and starch providéCasignal with a short time-integration
due to their high turn-over rate (few days) (Brugret al, 1988).A™C was therefore
assessed from three different pools of organic endthulk leaf matter, starch, soluble
sugars) to downscale from field measurements (Bdesidal, 2008) to instantaneous gas
exchange. Further, genetic variation of certairf keaits could disturb the relationship
betweenA™C and intrinsic water use efficiency (Mby affecting the parameters of the
theoretical model.

Therefore our main objectives were to:

(i) Asses the stability of genotype differencesoasr contrasting environments and for
different measures of intrinsic water use efficie(\,);

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

(iii) Identify which leaf traits drive the diversiin W; observed in this family.
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Material and Methods

Plant material and growth conditions

Genotypes used in this study were selected withiedunculate oak progeny (F1 of 278
clones) which has been used several times for @leation (Scotti-Saintagret al, 2004;
Scotti-Saintagnest al, 2005; Parellest al, 2007; Brendekt al, 2008). Selection criteria
were based on phenotypic data recorded under habmditions at Bourran (South Western
France) (Brendeét al, 2008). The traits used were carbon isotope disoation of bulk
leaf organic matterA*3Cy), chlorophyll (Chl) and nitrogen content £N Nmas) Of leaves.
Genotypes with extreme phenotypesAbiC (i.e. “lowA” or “high A”) were selected on the
basis of extreme values of |eaf’C recorded during three years of measurements (2000
2002). Genotypes were chosen which showed extremel extreme high leaf**C data for
all three years. In parallel, genotypes with exeephenotypes concurrently fa&C,
chlorophyll concentration and leaf N (i.e. “low NP “high N”) were selected on the basis of
displaying simultaneously high values of leAf*C and low values of chlorophyll
concentration and leaf nitrogen content recorde@O@l and inversely. This selection was
founded on the hypothesis that genotypes with Ibwt@synthetic capacity, estimated by
low values of leaf nitrogen and chlorophyll wouldoss low W, and thus high lea5™C.
Three genotypes were chosen for each of the extgmaaotypes: “lowA” (siblings 159,
171, 287), “highh” (136, 170, 263)‘low N” (151, 237, 351) and “high N” (259, 261, 26
forming a set of twelve genotypes overall.

Clonal copies of the selected genotypes were pemticsummer 2003 by UMR BioGECo,
INRA Pierroton (South Western France) and then sfeamed to a greenhouse at
Champenoux near Nancy (North Eastern France) dubecember 2003. The experiment
took place during summer 2004. The trees were pitanted to 10 | containers with a peat
and sand mixture (1/1, viv). A complete fertilisati (4.5 gt of slow-release fertiliser
Nutricote T100: N, P, K, Mg, 13,13,13,2 + traceneémts and 0.2 gl of lime) was
provided. All individuals were watered to field eaity three times daily with deionised
water. Air temperature control of the greenhouse wet to a minimum of 15°C and a
maximum of 25°C, itherwise within this range greemée temperature was following
outside temperature variations. Relative humidi§+12%, average * standard deviation),
CO, concentration (394+12 pumol m®l and daily global irradiance were continuously
recorded in the greenhouse. The plants were growmaeru natural photoperiod. As
pedunculate oaks show a periodical growth during ginowing season (“flushes”), all
measurements were done on unshaded adult secshddhves.

Four vegetative copies (rooted cuttings) of eachogge were used as replicates. The
complete experiment consisted of 40 plants ovénall were placed in a greenhouse with a
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randomized complete block design. One vegetatiy®y @ each gentoype was placed in
each block, with four blocks overallue to some mortality of rooted cuttings, espegigll

the phenotype “highy”, the number of clonal copies of three genotypas anly one or two.

Extraction of soluble sugars and starch from leaaesl carbon isotope analysis

At the beginning of July, one leaf was harveste@ach individual plant, oven-dried (60°C)
and ball-milled for carbon isotope analysis of bldlf matter. Additionally, three to five
leaves were harvested separately for extractioible sugars and starch, freeze-dried for
24 hours and then ball-milled. The method of exioacwas adapted from Dickson and
Larson (1975). Extraction was carried out using 209 of leaf powder with 2 ml of a
mixture of methanol/chloroform/water (12:5:3, v/uMfter shaking with a vortex mixer,
and 30 minutes at ambient temperature, tubes vesreiftiged for 10 minutes at 2000g and
4°C. The supernatant was recovered, a second tairazas run on the pellet and the
second supernatant was added to the first. Themh d&f methanol 60% was added to the
pellet, and this solution was stored at —20°C farch extraction. Sugar extraction continued
using the supernatant by addition of 2 ml of a omtmethanol/chloroform (1:1 v/v) and 1.2
ml of distilled water. After vortexing, and centrifation (5 min, 2000g, 4°C), the upper
phase was collected and 0.5 ml of methanol (60%9 a@dded to the remainder. After
vortexing again, and centrifugation, the superrtateas retained and added to the first one.
Methanol and water were then evaporated overnigla vacuum concentration system (1
mbar, 30°C, Heto, Denmark). The pellet was rehydrakith 0.5 ml distilled water and
vortexed. Soluble sugars were then separated fnenaqueous extract through a multilayer
extraction column, consisting of (i) PVPP (Polyupolypyrrolidone, Sigma-Aldrich,
Germany) to retain phenols and tannins; (i) Dow&® (H") resin (Sigma-Aldrich,
Germany) used for separation of amino acids frogawic acids and sugars and (iii)
Amberlite IRA-402 (C)) resin (Sigma-Aldrich, Germany) used for separatié organic
acids from sugars. The soluble sugars were eluigd8ml of distilled water. The eluate was
reduced in a vacuum concentration system. Thetpetes stored at -20°C before carbon
isotope analysis.

The pellet kept for starch extraction in methanakwentrifuged (10 min, 2000g, 4°C), the
supernatant was discarded and the residue was fdridds min in a vacuum concentration
system. The pellet was then suspended in 1 ml dfdNICAfter vortexing and centrifugation
(5 min, 2000g, 4°C), the supernatant was retaimedraixed with 8 ml of methanol 60%.
Starch was then precipitated one day at -20°C aratl dvith the vacuum concentration
system. Samples of starch were stored at -20°Crdefarbon isotope analysis. Extracted
sugars and starch represented about 9% and 5% biilth&eaf dry mass, respectively.

The carbon isotope composition of 1 mg of bulk lesdluble sugar or starch organic

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

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

Carbon isotope discrimination®C) was calculated as:

ABC =~ 6130air _ 513Csamp|e

where 8°C,; is the carbon isotope composition of atmosphefis. §°C.; was assessed in
the greenhouse by growirfpa maysplants, recording th&'*C of leaf organic matter and
using the procedure of Marino and McElroy (19913¢mputed**C,; which was found to be
equal to -9.80 + 0.23%o. (average + standard deviatio

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

s 1.6 W,
ABC o F b b-ax ——

sample ™
a

With: a, discrimination during diffusion of CQO through stomata (4.4%.) antb,

discrimination during carboxylation of RuBP (27%&kitay into account 10% C fixed by
PEPC; Farquhar and Richards, 1984) epdtmospheric C&mole fraction (continuously
monitored in the greenhouse with a mean value @+82 pmol mol). The resulting

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

Gas exchange measurements

Leaf gas exchange was recorded on one leaf pedidodi plant during July 2004, with an
open flow gas exchange system (Li-6400, Li-Corcbin, NE, USA). Leaves were inserted
into the chamber and photosynthesis was inducedlfout 40 min at 25°C, at a ¢G@ole
fraction of 390 pmol mdl, a photosynthetic photon flux density of 1200 umdls®, and an

air flux of 300 pmol 3. Light saturated net GQassimilation rate (4) and stomatal
conductance for water vapour)gvere recorded and intrinsic water use efficie(\t) was
computed as the ratio betweeg,Aand g. Response curves of net assimilation rate (A) to
CO, mole fraction in intercellular air spaces) (gere recorded with the following procedure:
a decrease in GOmole fraction from 390 pmol nidlto 50 umol mdt in five steps. For
each step, four minutes were allowed for gas exghatabilization before measuring three
times environmental parameters, A and estimatingl'teese curves were used to adjust
maximal carboxylation rate of Rubisco }; von Caemmerer and Farquhar, 1981) as
described by Dreyeet al (2001). The adjusted model did not explicitly lude internal
conductance to CQand the computed values represent therefore e, s

50



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

Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

Chlorophyll content

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

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

Total chlorophyll content was measured two timedifi¢rent dates on three leaves per tree
with three to five replicates per leaf. The datasented in this study are the least-square
mean for each gentoype calculated from an AnalysMariance model taking into account
the date effect.

Leaf nitrogen content and leaf mass-to-area ratio

Leaf mass-to-area ratio (LMA) and leaf nitrogenteoi (Nyea Nmasy Were estimated for the
leaves used fob**C analysis of bulk leaf organic matter. Area obfrdeaves was measured
with a Leaf Area Meter (Delta-T Devices Ltd., Caidge, UK), whereas mass was
determined after drying and LMA was calculatedresratio of leaf mass per area,;Nwas
measured during isotopic analysis with the elemeamalyser (Carlo Erba NA 1500 NC,
Rodano, Italy) that was coupled to the mass speeter. Leaf nitrogen content on an area
basis (N9 Was calculated from Nsstimes LMA.

Leaf anatomy

An additional three leaves were harvested for &wftomy. Overall 14 discs (1&rwere
punched from three leaves per vegetative copy oh egenotype for measuring stomatal
density and leaf anatomy and were immediately fiozeliquid nitrogen and stored at —
80°C. Microphotographs were made with a variabksgure scanning electron microscope
(model 1450VP, Leo, Cambridge, UK, 20-30 Pa insldember, accelerating voltage 15kV,
working distance 12 mm) and analysed for stomatabkily and stomatal dimensions using
the Visilog software (Noesis, France).

One microphotograph of the abaxial epidermis (@rirg2) of nine discs from three different
leaves was used to estimate stomatal density (8DB)each of the microphotographs 50
stomata were sampled for measuring guard cell saif8A) and length (SL). Stomatal area
index (SAIl; Bruschet al, 2003) was calculated as stomatal density x stinfexrigth, which
can be seen as a rough indicator of potential sdtmhatal opening per leaf surface.

On the five other discs (1 é&nfour semi-thin cryo sections were photographecheasure
total leaf thickness (TLT) and thickness of palis&BMT), or spongy mesophyll (SMT), or
upper and lower epidermal layers (UET and LET, eetipely).
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Statistical analyses

Using the whole data-set, correlations betweernstraere computed using STATISTICA
software Version 7.1 (StatSoft, Inc. 2005). Cotielss are based on genotype means and
can therefore be seen as representing geneticetitfes among siblings within the family.
Pearson's correlation coefficients were estimati#u acorrelation matrix or with regression
analyses. As all correlations were based on thebpwtion of two continuous variables,
model Il regression (geometric mean regression) wssd to estimate the equation
parameters (Sokal and Rohlf, 2000). All statistiegits were considered significant when
p<0.05.

Analyses of variance were done with the R 2.5.awsof (R Development Core Team,
2007) and effects were considered significant &@.@s Comparisons with earlier results
(Brendelet al, 2008) ond™C,, were analysed using the following model :

Yik =M+ 0 +¢+(ge) + &«

where ym, is the variable of interesy the overall meang; the genotype effec the
environment effect(ge); the genotype x environment interaction aggd the residuals.
Partial coefficients of determination YRor the effects of this ANOVA were calculated as
the sums of squares (SS) of the effect divided digl tSS- This is a measure of the
proportion of the total variation that is explairtedone effect.

The difference of “lowersushigh” within “A” or “N” extremes (thereafter called phenotype
effect) was analysed on each variable of inter@st avlinear mixed modeh{(meR-package,
Pinheiroet al, 2007) of the form:

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

wherey, is the variable of interest; the overall meang; the phenotype fixed effedby, the
random block effect; the fixed genotype effect arsg the residuals.

Block effects were checked with a log likelihoodigaest between models with and without
a random block effect. They were for all traits rsgnificant (p>0.05) and excluded from
the model.

Residuals were assumed to follow a joint normalritiistion with zero means, zero
covariances and variances either constant (homastiednodel) or different among copies
of each genotype (heteroscedastic model). Hetedasteity was checked with a log
likelihood ratio test between homoscedastic andrbstedastic models and the appropriate
model was retained for each analysis.
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A®Cq ABC4 ABC, Wi Ast Os  Vemax Nmass Naea Chl SD SL SA  SAI LMA TLT UET LET PMT SMT
A13Csu *
A13Cst 0.93 *
ARC, 076 090 *
w, -0.94 -0.87 -0.73 *
Asat 0.55 053 *
s 0.72 0.56 -0.71 097 *
Vemax 0.91 083 *
Nmass *
Narea 076 *
chl *
SD 0.52 053 0.68 -0.55 0.55 0.62 *
SL -0.57 -0.55 -0.59 0.67 -0.51 -0.62 *
SA -0.57 -0.55 -0.53 0.75 0.82 *
SAl 0.61 0.51 0.56 0.97 *
LMA 0.56 -0.51 0.55 *
TLT 0.59 062 *
UET -0.50 *
LET *
PMT 0.61 0.52 0.96 *
SMT 0.53 0.68 0.93 081 *

Table 10: Correlation coefficients between genotype meansleaf traits (N=12). Significant
correlations at 5% are in bold, and correlation$Q® are in italic. See list of abbreviations ficitt

names.
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Figure 18: Relationships between genotype
19 means of3C isotope discrimination (soluble
T ~ sugars £*C,,,), starch A3C, ) and bulk
< 18 N matter ASC,,,) and Wi for the phenotypes
& “A” and “N”. Open circles represent
% 17 genotypes with the phenotype “la¥, open
m squares “low N”, closed circles “high”,
A3C,,,=29.15-0.14*W;; R?*=0.53; p<0.01 closed squares “high N”. Solid and dashed
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and theoretical regressions.
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Results

Comparison with earlier results

An ANOVA using individual data (years 2000 and 2p@@m Brendelet al. (2008) and
A™C, from the present study showed significant eff¢pt0.05) for genotype (partial’R:
39%), environment (37%) and genotype x environmeigraction (6.0%), explaining

overall 82% of the observed variance.

Correlations among different measures gf W

A™C of the different metabolic compartments (bullf |saluble sugars and starch) were all
significantly correlated to Wealculated from gas exchange measurements (T&hl€ig.
18). There was an improvement of the correlatiomfbulk leaf matter (R= 52.9%), over
starch (R = 76.4%), to sugars (R= 87.6%). Slopes were similar betwestiC,, /W; and
ABC/W;, whereas the intercept differed due to the isotagiift from sugars to starch
(3.240.4%0). The slope with bulk leaf matter diffdrefom the two above, but the isotopic
signal of sugars was closer to the overall bulk meatter (difference 0.5+0.7%o).

The relationship of Wwith A™C,, was similar to that predicted by the model (Faggudnd
Richards, 1984), but had a significantly steepepesl(p<0.01; ANCOVA), whereas the
slopes forA™Cy and A™C, did not differ from the model. Regressions of With carbon
isotope composition data of bulk leaf material reled in the field by Brendedt al. (2008)
were highly significant (p<0.005), and Ras 0.77 (N=12, data recorded during 2000), 0.74
(N=9, data recorded during 2001) and 0.67 (N=183 decorded during 2002).

Genotypes with higher Whad significantly lower stomatal conductance (Higa), and had
also a tendency to lower.A(Table 10). Genotypes with highet,Ashowed higher values
of Vemax (Table 10) and higher stomatal conductance (Figp).1 Traits related to
photosynthesis such as chlorophyll content, ledafogén content or ¥.x were not
intercorrelated (Table 10). However, genotypes hitfher stomatal conductance did also
have an increased stomatal density (Table 10) ahifjizer A'*C, (Fig. 20). Differences
among genotypes in stomatal anatomy were concunrigintdifferences in density such that
genotypes with longer stomata (SL) had a lower atamdensity. Differences among
genotypes in thickness of leaf parenchyma did oocor with differences id™C,, W; or

gas exchange parameters.
Differences im4**C and associated leaf traits between extreme plpast

Genotypes for this study had been chosen becawase displayed extreme phenotypes.

Therefore, we compared genotypes with higgrsus low phenotype values using an
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Figure 19: Relationships between stomatal conductance andt(a)sic water use efficiency (Wor (b) light
saturated assimilation rate ) Each point represents the mean of a genotypab8ig as in Fig. 18. For the
outlier in graph a, only one copy had been avagldt this genotype (170).

20
19t

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

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

md% Equation of the geometric mean correlation:

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

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

ACq (%) 16.4+1.1 18.5+0.5 <0.001 17.5+0.8 17.1+0.9 -
A"Cy; (%o) 13.1£0.6 15.3+0.4 <0.001 14.4+05 13.8+0.6 <0.01
AC, (%o) 17.0 £0.5 18.8 0.6 <0.001 18.4+1.1 17.4 £0.7 <0.01
W, (umol mol™) 89.0 + 14.5 75.7+75 - 82.3+12.2 84.4+14.5 -
Agz (umol m™?s™) 11.7+2.4 13.2+3.2 - 12.8+3.1 12.3+3.0 -
gs (mol m?s™) 0.14 £ 0.04 0.18 £ 0.05 - 0.16 +0.06 0.16 £ 0.07 -
Ve max (WMol m2s7) 76.2+12.0 78.1+18.0 - 75.4+15.8 80.2+14.2 -
Nimass (Mg g™) 32.3+3.2 321+3.0 - 29.9+4.3 34.8+3.9 0.01
Narea (9 M) 2.78 +0.39 3.02+0.23 - 2.67+0.44 2.96 +0.28 0.04
Chl (g m?) 0.93+0.16 0.95 + 0.09 - 0.96+0.11 0.98 +0.06 -
SD (mm™) 384 +39 438 £ 37 0.04 476 £ 75 447 + 64 -
SL (um) 241+1.1 235+0.7 - 22.8+0.7 23.7+0.8 <0.001
SA (Um?) 352 32 334 +21 - 339 +19 344 + 24 -
SAI (mm™) 9.2+0.6 10.3+1.0 0.03 10.8+15 106+15 -
LMA (g m?) 86.3+9.0 94.9+11.7 - 89.6 +11.8 85.6 + 7.7 -
TLT (um) 149 + 14 152 +5 - 158 + 10 153+5 -
UET (um) 10.6 £0.6 10.7 £0.6 - 10.6+0.8 105+1.0 -
LET (um) 95+1.2 8905 - 9.2+06 9.3+0.8 -
PMT (um) 67.1+7.5 67.9+3.0 - 71.4+7.3 68.5+2.8 0.02
SMT (um) 61.8+7.0 64.4 +3.7 - 66.7 + 4.3 65.2 +3.7 -

Table 11: Genotype effect estimated for all data (p-lev&plained variance) and means, standard deviations
(SD) and differences (p-level) between extreme phgres A" and “N” (see text for the definition of the
phenotypes). Significant p values (<0.05) are showrbold, “-” no significant difference. See listf o
abbreviations for trait names.
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ANOVA. This is a more stringent test compared te tlorrelation analysis and results are
presented in Table 11.

Values of°C isotope discrimination of bulk, starch and satubligars &4*°C,, A™C; and
A™C,, respectively) differed significantly between thleenotypes “lowA” and “high A”.
Differences between the phenotypes “low N” and khig’ were significant forA**C, and
ACg; only. The mean differences &1°C correspond to a 6 to 13% difference inb&tween
the extremes “N” and 26 to 30% between the extrem&sDifferences between “low N”
and “high N” or “lowA” and “highA” were not significant for intrinsic water use eféncy
(W), light saturated net Gassimilation rate at ambient @@oncentration (&), stomatal
conductance for water vapoursgand apparent maximal carboxylation rate of Ruiis
(Vemay (Table 11).

The “high N” phenotypes displayed a consistentgjhier leaf N than “low N”, whereas there
was no difference between “lo&' and “high A” (Table 11) for leaf nitrogen. Chlorophyll
content (Chl) and leaf mass-to-area ratio (LMA) eveimilar among the phenotypes (Table
11).

Among the measured leaf anatomy traits, only padisaesophyll thickness (PMT) differed
between “low N” and “high N” only, the former beir®y9 um thicker (Table 11). Stomata
were significantly longer in “high N” compared ttoWw N” (Table 11) whereas stomatal
density (SD) and stomatal area index (SAI) werei§antly smaller for “lowA” compared

to “high A” (Table 11).

Discussion

Stability of genotypic differences for differentaseres of W

The tight correlations found betwe@!°C recorded on different metabolic compartments
with varying turnover rates (bulk material, staestd soluble sugars), and therefore temporal
integration scales (Brugnoket al, 1988; Brugnoli and Farquhar, 2000), suggest that
differences among genotypes are robust with redpetttese time-scales. The relationships
found between temporally independent measuremeint#/;cand A™C are close to the
relationship predicted by the theoretical modetdBhar and Richards, 1984), whey&C of
material with shorter temporal integration restuiitstighter correlation with Westimated
from instantaneous gas exchange measurementsi@iglt should be stressed that these
relationships between M#ndA™C were due to genetic differences among genotypdsru
common, optimal conditions and not due to acclioratif water use efficiency to different
environmental conditions as observed in earliedisti (Guehlet al, 1994; Piconet al,
1996; Pontoret al, 2002). An observed genetic variabilityfC can relate to a variability

of W; as well as to a variability of the parametershef theoretical model linking these two
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traits. In fact, the correlation betweA"C and W observed by Brendeit al. (2008) was
weak (R = 0.07), suggesting that either a large part efvidriability ofA*3C was not related

to Wi or that W from gas exchange measurements were estimatedmwith noise due to
environmental influence. The here presented daiagumore representative gas exchange
measurements, showed that up to 87% of the gewatiability observed im\**C can be
related to W Therefore, the closeness between observations namdkel affirms that
measurement of carbon isotope discrimination ohbetk material in this pedonculate oak
family (e.g. Brendeét al.2008) reflected to a high degree variation in W

“Low A" and “high A" phenotypes showed values fAt*C consistent with the sampling
strategy, i.e., “lowA” displayed significantly lower values than “hidti. When data from
the present study and from Brendlal. (2008) were compared, the relative differences
among genotypes foA®C were found to be largely independent from envirental
conditions, that is there was very little genotypenvironment interaction. The relatively
large overall environmental effect is probably doehe climate differences, where the field
site in southern France was drier and hotter coetbéo the well-irrigated plants in the
temperature controlled greenhouse. Thus, genotgifferences inA™*C were conserved
among years, through contrasting environments amahg different metabolic pools, which
extends observations made by Johnseral. (1999) onPiceamariana and Lauteriet al.
(1997) onCastaneasativa

Variables driving variation of YWithin this pedunculate oak family

W, is calculated as the ratio between assimilaticle @nd stomatal conductance and
therefore systematic variation of both traits amgegotypes can change.WFurthermore,
variation in A might be controlled by variation gnandvice versaHere, variation detected
among genotypes for light saturatedagd A.;suggest a strong control af@n A and thus

a major influence of gon differences in W Differences in Ay were representing
differences in photosynthetic capacity as estiméted/.n., however, again, there was an
overall correlation betweency,x and g. Variation in leaf nitrogen and chlorophyll conten
among genotypes did not have an effect Qpa) Asat OF on W. Also thickness of leaf
parenchyma, which could theoretically have an inhpac photosynthetic capacity, did not
show any relationship with estimators of;.WOverall, variation in traits related to
photosynthetic capacity did not seem to be theedfior variation in any of the estimators of
intrinsic water use efficiency.

Variation in W due to photosynthetic capacity had been studiedifspally by using the
selected “low N” and “high N” genotypes. This s¢ies was effective for\**C and leaf
nitrogen content, as the expected differences wabeerved between the extreme

phenotypes, whereas it was not effective for Iéddrophyll content. This might be due to a
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low heritability of leaf chlorophyll. To our knowdigie, heritability of chlorophyll content has
not yet been estimated in a temperate forest freeies. Narrow sense heritability estimates
for leaf chlorophyll content for other plant typesely exceed 50% ( e.g. Kabanataal.
2000 and Collakwet al 2005 for wheat, Hervét al. 2001 for sunflower), suggesting
considerable environmental influence. This mighdbe to rapid (within days) acclimation
to current irradiance, as shown by Frtkal. (2001) forJuglans nigra x regisseedlings.
Additionally to the specific selection of “N” genygtes, the pedunculate oak saplings in the
present study were raised with optimal water suppligich should reduce the stomatal
limitation of assimilation rate and thus facilitatdhe expression of differences in
photosynthetic capacity. However, “low N” and “higti did not present difference ins4

or in Vemax Suggesting that the diversity of photosynthetipacity might either not be well
estimated by leaf N and chlorophyll content or beta driver for variability in MWwithin
this family.

Otherwise, variation in stomatal conductance wadriger for the variation of Y as
suggested by the strong correlation gfvith W, andA™®C,, Brendelet al. (2008) had not
detected an correlation betwedRC or W and g, probably due to the difficulties of
measuring gas exchange in the field. Further, tfierences among genotypes inapncur
with differences in stomatal density (SD), i.e. ggpes with higher galso dispayed more
stomata per leaf surface. Differences in stomatabkily were also related to differences in
A™C, , and a similar tendency was detected for othtimates of W. Few publications have
analysed the relationship betwe&HC and stomatal density among genotypes. A positive
relationship betweem\'3C and stomatal density was also found among poglames
(Monclus et al, 2006), and forPinus ponderosaprovenances (Creggt al, 2000).
Genotypes with larger stomatal density showed highaevhich could lead to lower \WThe
model proposed by Nobel (1999) suggests a pogitikaionship between stomatal density
and g This was confirmed by Peare¢ al. (2006) for several poplar species in a common
garden and by Kundu and Tigerstedt (1999) for cbffié provenances @dfzadirachta indica

in a greenhouse. A positive relationship betweematal density andsgvould thus be the
link for the observed positive correlation betwe®iC and stomatal density, and could
therefore be a cause for the observed diversityiimmong genotypes of this pedunculate
oak family.

We also observed that genotypes with an increasedasal density had smaller stomata
(based on estimates of stomatal guard cell leng)h & similar relationship was observed
by Hetherington and Woodward (2003) across diffespecies but also within species. This
relationship suggests a compensating effect regulti a stable total stoma opening area.
However our data suggest that this trade-off wayg of limited extent as stomatal area

index (SAI=SL*SD), an estimator of total stoma ojpgnarea, still showed differences
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among genotypes related to differenceAC,. Aasamaat al. (2001) have shown for tree
species that the size of guard cells has an inflem stomatal aperture and thus on gs.
These results suggest a possible impact of stordatsity on variation ih*C and thus W
via a genetic diversity in maximum stomatal condace within this family of pedunculate
oak. According to Bergmann and Sack (2007), fewegeroducts are required to regulate
patterns of stomata in leaves. It has been showAré&bidopsis thalianathat the gene
ERECTA, which influences water use efficiency, caffiect modulates mesophyll cell
proliferation as well as stomatal density (Masti@l, 2005).

Conclusions

Using a relatively small number of siblings fromlaage pedunculate oak progeny, we
showed that the diversity detected fAFC in this progeny was closely related to
instantaneous, intrinsic water use efficiency;)(Vils expected from the theoretical model
linking these two traits (Farquhar and Richards34)9Genetic variability oh*C and W

was largely independent from different temporalegration scales and from different
environments. We were not able to substantiatentfisence of photosynthetic capacity on
W, or AC that had been suggested by the co-localisatio@Taf for A**C, nitrogen and

chlorophyll content. However, the large geneticiatéon in stomatal density and stomatal
area index, as well as the tight correlation betwstematal conductance anfC suggest

that differences in water use efficiency withinstiiedunculate oak family might be due to

differences in stomatal conductance.
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1.4.2.2 The diversity ot°C isotope discrimination in @uercusrobur full-sib family correlates with
differences in intrinsic water use efficiency, iartspiration efficiency and in stomatal conductance
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Abstract

3¢ discrimination in organic matter with respectatmospheric CQ(A™C) is under tight genetic
control in many plant species, including the pedilate oak Quercus robut.) full-sib progeny used
in this study.A™C is expected to reflect intrinsic water-use eéfiwy, but this assumption requires
confirmation due to potential interferences withswghyll conductance to GQor post-photosynthetic
discrimination. In order to dissect the obseryedC variability in this progeny, six genotypes that
have previously been found to display extreme phgio values ofA™*C (either very high, "higi\"

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

wood. As expected, "high" displayed higher values @*°C not only in bulk leaf matter, but also in
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wood and cellulose. This confirms the stabilitytieé genotypic differences iv**C recorded earlier.
"High A" also displayed smaller TE, smaller,\&nd higher g Only a small difference was detected in
photosynthetic capacity, however none in mesopbgtiductance to CO "High A" and "low A"
displayed very similar leaf anatomy, except forheigstomatal density in "high". Finally, diurnal
courses of leaf gas exchange revealed a highier"gigh A" in the morning, whereas the difference
decreased in the afternoon. The gene "ERECTA", Nmeebin the control of leaf differentiation and
stomatal development, displayed larger expressioels in "lowA". In this progeny, the variability of
A™C correlated closely with that of \ind TE. Genetic differences AF'C and W can be ascribed to

differences in stomatal conductance and stomateditje and not in photosynthetic capacity.

Keywords
carbon isotope discrimination, water use efficienmydunculate oak, stomatal conductance, stomatal

density, transpiration efficiency.

List of abbreviations

A¥C: *C isotope discriminatiom™*C,; A™C of bulk leaf material, %A**Cc: A™C of cellulose in the
wood, %o; A™¥C,: A™C of wood, %0;8"°C.;: 5°C of atmospheric COin the greenhouse, %o;:GC0;
mole fraction in intercellular air spaces, pmol haC, atmospheric COmole fraction, pmol mdt
dDiam: difference between initial and final rootlandiameter, mm; biom: biomass gain, g; LA: leaf
area estimated from dry biomass?TE: transpiration efficiency, mg DM “'gH,0O; PT: plant
transpiration, kg KD m? leaf area; W intrinsic water use efficiency; A: net G@ssimilation rate; g
stomatal conductance for water vapor;;2WW,; at ambient C@concentration and light saturation,
pumol mol®; A light saturated A at ambient GEoncentration, umol His™; geac G at ambient C@
concentration and light saturation, mof 8"; g: mesophyll conductance for Gamol m? s%); Vemas
maximum carboxylation rate of Rubisco, pumof 87; J..; maximal electron transport rate, umof m
s Amear average A calculated from daily course of gasharge, pmol M S*; gueas average g
calculated from daily course of gas exchange, molsh Wiear average Wcalculated from daily
course of gas exchange, umol oA, maximum A measured during daily course of gahanrge,
pmol m? s gma Maximum g measured during daily course of gas exchamgém? s*; a: slope of
the response of,go light determined with daily course of gas exa 16 mol m? s*/unit of global
irradiance; Nass Nitrogen content on a mass basis, rﬁg\greé nitrogen content on an area basis,’/g m
Z Chl: chlorophyll content, g ) SD: stomatal density, mfn LMA: leaf mass-to-area ratio, g"m
TLT: total leaf thickness, um; UET: upper epiderthickness, um; LET: lower epidermis thickness,

pm; PMT: palisade mesophyll thickness, pum; SMTnggomesophyll thickness, pm.
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Introduction

Water use efficiency is a composite and compleit that currently receives much attention from
agronomists, ecophysiologists and geneticists tfse@eview by Condoet al, 2004 among others).
Water use efficiency is usually defined as the amofi biomass (or harvestable organs) produced for
a given amount of transpired water, i.e., as traaspn efficiency (TE, g DM § H,0). At an
instantaneous time scale, it is defined as the raditween net CQassimilation (A) and (i) leaf
transpiration, i.e. instantaneous water use effijeor (i) stomatal conductanceg)gi.e., intrinsic
water use efficiency (YWumol CQ mol* H,0). Based on the modelled relationship betweenararb
isotope discrimination during photosynthedi$®C) and QC, (the ratio of C@ mole fractions in sub-
stomatal air spaces and in the atmospherej;aW be estimated usidg’C as an indicator (Farquhar
and Richards, 1984). Depending on plant compartsremd compounds (e.g. soluble leaf sugars, bulk
leaf material, wood-extracted ceIIqusA}?C represents a time-integrated estimate (€. and of W
weighted by net CQassimilation rate. At the two extremes of the tsoale, A™*CO, of air between
inlet and outlet of a leaf gas exchange chamberldvgield an instantaneous estimation of, W
whereasA™C of wood represents a long-term integration qfdker a whole growing season with
possible contributions from storage compounds aksied even earlier.

A™C has been widely used as an index for changescirsanvironment, as it proved very plastic in
response to changes in environment such as waéalbility, vapour pressure deficit or temperature.
The most striking application of this plasticityttse use of tree ring**C over years and decades to
evidence year-to-year variability, as well as loexgn drifts in climate (Beret al, 1997; Duquesnast
al., 1998; Saureet al, 2004). In addition to the large environmentaliahce om'*C, intra-specific
genetic variability ofA™®C was detected in crops (Farquhar and Richards}; X88ndonet al, 2004;
Rebetzkeet al, 2006) and in trees (Guehl, 1996; Lauttial, 1997; Roupsaret al, 1998). This
genetic variability ofA™C was used as an index for genetic variability fand hence of TE. This
may not be as straightforward as expected due terfémence of processes leading fi€
discrimination independently ofifC, (e.g. changes in mesophyll conductance or posiopiathetic
discrimination; Evant al, 1986; Warren and Adams, 2006; Sesbtal, 2008). The simple model
relating A®C and W (Farquhar and Richards, 1984) makes the assumptiah mesophyll
conductance to CQs infinite , while it has been proposed thasiof similar order of magnitude as
stomatal conductance (see reviews by Evans andCe@mmerer, 1996; Flexas al, 2008; Warren
2008).

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

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

to a large temporal variability and to measurenugreertainties (lack of precision of the gas excleang
techniques, Flexast al, 2007), while TE requires a careful record of $ggiration with weighing or
sap flow measurement techniques and estimation iofdss accumulation using allometric
relationships.

There is only a rather small number of reports iconifig that intra-specific genetic differences in
ABC were matched by differences in TE in trees (Zhand Marshall 1994; Gueldt al., 1996;
Roupsardet al., 1998 ; Cernusalet al., 2007), whereas comparisons with gas-exchangedbase
estimates of Whave been published for a number of species (&rggget al, 2000 forPinus
ponderosaprovenances, Livingstoet al., 1999 for Picea glaucacrosses). The published results
usually displayed some degree of correlation, withvertheless significant deviation from the
expected model (Pontat al.,2002).

Variation in W (= A / @), can be controlled by either of the two traitar@fuharet al.,1989). Genetic
variation of W has been studied for different tree species ugaggexchange techniques, but rarely
relates clearly to one of the two traits (Zhaeical., 1993, Lauteriet al., 1997, Olivas-Garciat al.,
2000). Very few studies have attempted a more taidstudy of genetic variabiltiy of Wof tree
species and attribute it to related leaf leveltsré&Dlivas-Garciat al., 2000, Grossnicklet al., 2005,
Lauteriet al., 1997). Further, few gene products have yet beandidhat can be related directly to
variation in W. Masleet al. (2005) have shown that the expression of the RIECTA influences
water use efficiency ilrabidopsis thalianaThis gene affects gas exchange coordination tftrdis
impact on leaf anatomy, such as mesophyll celliferattion and stomatal density. It is therefore a
likely candidate gene to take into account in adsstudying the natural diversity of W

Oak and in particular pedunculate o&uércus roburl.), is a perfect candidate for addressing such
questions. A large inter and intra-specific vafiabbf A*3C was detected in oaks. The two spees
robur L and Q. petraeaMatt. Liebl. have been demonstrated to consistediffer by 1%. when
growing in mixed populations as well as in commanmdgn plantations (Pontat al., 2001, 2002).
Pontonet al. (2002) found that the correlation betweEiC and Wwas identical in the two species,
providing an argument in support of the hypothéisi the inter-specific difference Af*C actually
reflected differences in WA large within-species variability was also dégecin a common garden
plantation of aQ. robur, extreme values differed by as much as 4 %.. Ireotd clarify the genetic
determinism and identify potential genomic region®lved in the control of this variability, Brenide
et al. (2008) used a full-sib family of pedunculate oaknprising 278 siblings. A small number of
highly significant Quantitative Trait Loci (QTL) wadetected fonA™C, i.e., there were a few well
defined regions in the genome that contkbiC. Among these regions, a major QTL was detected
using data from 3 successive years, it explainpdatedly over 20% of the variability Af°C in this
family. However, none of the QTL detected for A, @ W, was in close vicinity to this major QTL

for A¥C. Therefore, little information was provided onetiphysiological causes of th&™C

66



Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

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

145 (see above), it was of high importance to documdther the observed variability within this family
146 was correlated with differences in intrinsic watese efficiency (W. Moreover the variability of
147 transpiration efficiency remains unknown in thisfhy.

148 The present study aimed at investigating the plygical and anatomical causes of th&C
149 variability. The approach used was to concentraieaosmall number of genotypes (siblings)
150 displaying large differences if**C recorded from bulk leaf organic matter by Breretadl (2008), in
151 order to multiply the number of complementary measents. In the present study, three genotypes
152 that displayed very high values &FC during the QTL study in the field, were selectsda "highA"

153 phenotype, and the same procedure was used fomaeA" phenotype. The two “phenotypes” were

154  grown together in a greenhouse and compared i todest the following working hypotheses :

155 - the "highA" phenotype displays also larger value&b5C in wood and cellulose extracted
156 from the wood;

157 - the "highA" phenotype displays a lower intrinsic water udeciegincy (W) and a similar
158 mesophyll conductance to GGompared to the “lo” phenotype;

159 - it also displays a lower whole plant transpiratédficiency (TE);

160 - lower values of Wcorrelate with higher stomatal conductance andsiteemather than
161 with lower photosynthetic capacity;

162 - the differences in \and stomatal density are paralled by differennehé expression of
163 the ERECTA gene

164

165 Material and Methods

166
167 Plant material and growth conditions

168 Clonal copies of several genotypes were sampletirwihe full-sib progeny of pedunculate oak
169 (Quercus roburl.) created at INRA Bordeaux (Scotti-Saintageteal, 2004, Brendekt al, 2008).
170 The procedure described by Roussedl. (submitted) was used. Briefly, genotypes werecseteon
171 the basis oA"*C measurements made during three consecutive (2208 to 2002) in the nursery at
172 Bourran (South Western France). Three genotypgsagisg the highest values af*C (N101, 171,
173 287) were selected and propagates rooted cuttings, as well as three genotypes wieh lbwest
174 values of A™C (N118, 136, 170). Four vegetative copies werel yser genotype. This procedure
175 allowed to sample two phenotypes called “hijhand "low A", respectively, each comprising four

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

The complete experimental design consisted of @#intuals overall that were placed in a greenhouse
with a randomized complete bloc design. One veyetabpy of each genotype was placed in each of
the four blocs.

The vegetative copies of the selected genotypes preduced during 2002 by UMR BioGeCo, INRA
Pierroton (South Western France) and then trarsfar Champenoux (North Eastern France) during
January 2005, where they were transplanted to d@tamers with a peat and sand mixture (1/1, v/v).
A complete fertilisation (4.5 g'Lof slow-release fertiliser Nutricote T100; N, P, Mg; 13,13,13,2 +
trace elements and 0.2 ¢ bf lime) was provided. All individuals were watdrdaily to field capacity
with deionized water. Variation of air temperatwras limited to the range of 15 and 25°C during the
experiment. Relative humidity (66+8%, average * déad deviation), C®concentration (401+23
pumol mol*) and daily global irradiance were continuouslyoreled in the greenhouse. The plants
were grown under a natural photoperiod. The expartsiwere run from the end of February 2005 to
the middle of October 2005.

Carbon isotope composition: total organic mattegoa and cellulose.

Carbon isotope analyses were conducted on thréeredift carbon pools: bulk leaf organic matter,
wood and cellulose extracted from wood. Sun-expdsades were harvested from the second and
third growth flush after measuring diurnal cycldsleaf gas exchange (see below). The harvested
leaves were stored at —80°C before being oven évied2 hours at 50°C and ball-milled prior to mass
spectrometer analysis.

A segment of the main stem was harvested at thed t#vthe second growth flush. The bark was
removed and wood was oven-dried for one week & 20fd ball-milled. Fifty mg of this powder was
used for cellulose extraction according to the meétof Leavitt and Danzer (1993), modified by
Loaderet al. (1997).

Carbon isotope composition of one mg of bulk leaterial, wood and cellulose was measured using a
continuous flow isotope ratio mass spectrometeftéD®; Thermo Finnigan, Bremen Germany). The
relative abundance oIC (%0) was expressed as:

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

where R and R refer to theé”*C/*°C ratio in the sample and in the Vienna Pee DeerBeite standard,
respectively.

Carbon isotope discrimination’C) was calculated as:

AC = §°Cair — 8 Coample

where &C,; is the carbon isotope composition of atmosphe@,. 3"*C,, was assessed in the
greenhouse by growingea maysplants and recording th8*C of leaf organic matter according to

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

Plant growth traits and determination of transpirat efficiency (TE)

During the experimental period, the diameter at mwlar was recorded weekly on each individual.
The difference between initial and final diametdDiam, mm) was calculated. At the end of the
experiment, the height.¢., length of the longest stem) of each individuaswacorded. Then plants
were harvested, divided into stems, leaves ands rantd oven-dried (50°C) for one to two weeks
before being weighted. Final biomass was calculatethe sum of shoot and root biomass. From leaf
dry biomass, leaf area (LA, Jnwas estimated using a relationship calibratedesnsupplementary
pedunculate oaks: LA (m?) = 0.0131 + 0.0143*leafweight (g) (R2=0.97; p< 0.001).

Biomass accumulation was calculated for each oRthmdividuals as the difference between the final
and initial biomass. Initial biomass was estimdtech allometric relationships using data recordad o
additional vegetative copies from the same famégwhsted during April. These plants were cut into
individual branch segments. Diameter and lengthewecorded to compute the cylinder volume of
each segment. Then segments were oven dried fee tays (50°C) and weighted. The resulting
relationship between volume and dry mass (Dry n{g@$s0.013+7.10*volume (mnf); R2=0.99;
p<0.001) allowed to estimate the initial above-gibiomass. The initial root biomass was estimated
using the estimated initial shoot biomass and itted foot/shoot biomass ratio, assuming it remained
stable during the course of the experiment. Inithalt biomass represented only about 4% of the final
root biomass and errors in its estimation couldydmve minor consequences for the estimate of
accumulated biomass.

Cumulated water use was estimated from daily wemivo potted individuals of each genotype (12
individuals overall) from April 2005 to October ZR0Pots were covered with plastic to limit direct
evaporation from the soil. Leaf-specific plant spination (PT, kg KO m?) was estimated as the ratio
between cumulated water loss and leaf area. Traispi efficiency (TE, g DM ¢ H,0) was

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

Leaf traits
Measurements were made on fully expanded leavéiseofecond and the third flushes. The second
flush started at the end of April and the thirdsfilone month later.

Photosynthesis and stomatal conductance.

Leaf gas exchange was recorded under saturatingdigfour sun-exposed leaves per individual (two
leaves for each flush) during August and Septer2b@b, with an open flow gas exchange system
(Li-6400, Li-Cor, Lincoln, NE). Leaves were inseafténto the chamber and photosynthesis was
induced for about 40 min at 25°C, at a &le fraction of 370 umol md) a PPFD (Photosynthetic
Photon Flux Density) of 1200 umols?, and an air flux of 300 pmof's Light-saturated net GO
assimilation rate (4, pmol CQ m? s‘l) and stomatal conductance for water vapgy, f(gol H,O m?
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Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

s") were recorded and used to compute intrinsic wagerefficiency under saturating irradiance. W
pumol CQ mol™* H,0). Afterwards, for one leaf per flush, a respoosere of A to CQ mole fraction

in intercellular air spaces (Qumol mol') was recorded with the following procedure: £@ole
fraction was gradually decreased from 370 pmol'nol50 pmol mot in five steps, and afterwards
increased from 370 pmol mbto 2000 pmol matin five steps. During each step, four minutes were
allowed for gas exchange stabilization. Environrabmarameters, as well as A; gnd G were
recorded three times during each step. These Ax@es were used to adjust the photosynthesismode
of Farquharet al. (2001) producing estimates of maximal RuBP carltaiion rate (Vmax LMol CQ
m?s?) and maximal electron transport ratg.¢Jumol € m?s?) as described by Dreyet al. (2001).
The adjusted model did not explicitly include mdsgpconductance to CQg, mol CQ m?s?), and
the computed values represent therefore appardms/af Vmax and Jax under the hypothesis of
infinite g. With the same A-Ccurves, the procedure developed by Ethier anchgation (2004) was
used to compute;gnd to derive unbiased estimates qQf..y¥ and J}ax Unfortunately, the fitting
procedure with the three parameters \max and Jax did not always produce reliable data and

therefore unbiased estimates were computed fouR@fdhe 36 curves.

Daily courses of net assimilation rate, stomatalde@tance and intrinsic water-use efficiency

Eight daily time-courses of leaf gas exchange @\ were recorded during September and October
from 8am to 7pm with a portable photosynthesis di&mhiCor 6200 (LiCor, Lincoln, USA). During
each time-course gas exchange of sun-exposed le@resneasured on the six individuals of a bloc,
either from the second or the third growth-flusgsuiting in 14 to 24 points per day, leaf and flush
During each time-course (one day of measuremend,flash of the six individuals of one bloc was
analysed, yielding therefore eight days of measargnftwo flushes x four blocs). To test the
repeatability of the data, one time course wasatgueon two consecutive days. No significant day
effect was detected using a pairwise t-test fomd g data. Means were therefore used for the bloc
and flush measured during these two time-courses.

Length and width of the leaves were measured agid ghoduct was used to estimate leaf area using a
relationship previously obtained on 30 leaves regméng a large range of areas:

Leaf area = 0.39 + 0.55* length*width (R2=0.98; p3@l)

Mean values of A, gand resulting W(Amean Gneanand Whean respectively) as well as the maximum
stomatal conductance(g) and maximal net assimilation rate.{£) were recorded on each flush of
each plant.

The response of stomata to the increase of ligtitérmorning was calculated using daily time course
data: minimum g (g, before 10am) and maximum (g, before 3pm) as well as corresponding
values of global irradiance (respectivelyahd }) were used to calculate a sloe=(gs>gs1)/(1>-11)).

This estimator (thereafter called") was expressed in mol,B W' s™.
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Chlorophyll and nitrogen content, leaf mass-to-aet@

Chlorophyll content per unit leaf area was estimatsing a CCM-200 (Chlorophyll Content Meter,
Opti-Sciences, Hudson, NH, USA). Total chloroptgdhntent per leaf area (Chl, ginwas derived
from CCM readings (CCI) using the following relatghip calibrated for oak using biochemical
chlorophyll extraction according to Barnetsal. (1992):

Chl (g m® = 0.021 (CClI unit) + 0.05

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

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

of fresh leaves was measured with a Leaf Area M&elta-T Devices Ltd., Cambridge, U.K.). LMA
was estimated after drying the leaves at 50°C 2br. Leaf nitrogen content on a mass basjgd\ng

N g') was measured with an elemental analyser (Catha BA 1500 NC, Rodano, Italy) on the
leaves used foA™C measurements, and leaf nitrogen content on an kzasis (Nea g N m?) was

calculated from Nassand LMA.

Leaf anatomy and stomatal density

Overall 14 discs (1 chwere punched from three leaves per individuahieasuring stomatal density
and leaf anatomy and were immediately frozen inuitiqnitrogen and stored at —80°C.
Microphotographs were made with a scanning eleatnamoscope (LEO 1450 VP, Cambridge, UK;
20-30 Pa inside chamber, accelerating voltage 15, KXorking distance 12 mm). One
microphotograph of the abaxial epidermis (1.7 mohd)ine discs from three different leaves was used
to estimate stomatal density (SD) using Scion sariéwScion Corporation, USA).

On the five other disks (1 & four semi-thin cryo sections were photographed gisk to record
anatomical features using the Visilog 6.3 softw@teesis, France): total thickness (TLT, um), and
thickness of palisadic and spongy mesophylls (PMil &MT, respectively), upper and lower
epidermis (UET and LET, respectively). Leaf dengiBens, g cri) was computed as the ratio
between LMA and leaf thickness.

ERECTA expression
Five leaves were harvested from the top of eackvithaal during a sunny day of October 2005
between 8h00 and 10h30. Leaves were immediateieffran liquid nitrogen and stored at -80°C

before analysis. Total RNA of each phenotype frathebloc (i.e., the five leaves of each of theghre
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genotypes) was extracted in triplicate following tmethod described by Le Provedtal. (2007).
RNA quality and quantity were estimated by spediatpmetry and visual inspection on 2% agarose
gel. To eliminate the residual genomic DNA presenthe samples, RNA were treated with RNase
free DNase RQ1 (Promega®, Madison, WI, USA). Onerogiram of total RNA was then reverse
transcribed using Improm-lITM reverse transcripti@ystem (Promega®) according to the
manufacturer’s instructions. After reverse transan, the cDNA solution was diluted ten fold befor
Q-PCR analysis. Q-PCR reaction and quantificati@rewperformed on a Chromo4™ Multicolor
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laborasorlac. Hercules, CA, USA) following the
procedure described by Paw al. (2008). PCR primer pairs were designed using thmgi2
software (Rozen and Skaletsky, 2000) for the ERE@&Ae and a control gene corresponding to an
oak actin protein. Primers were designed to havepimal size of 20 bp (18-22 bp), GC content of
40-60%, and Tm of 60°C. Other criteria such as priggdf-annealing were also taken into account.
Olignonucleotides were synthesized by Eurogenten@, Belgium). Primer pairs are listed below:
Erecta Forward: 55TGCAAGCCAGTGCTATCAAGZ

Erecta Reverse: 5CCATGAAGCAGATCCCAAAGS

gPCR and data analysis were performed followingpieeedure described by Paieé al. (2008).
Briefly, data were analysed using the Excel (Miofgsmacro GENEX v1.10 (Gene expression
Analysis for iCycle iQ® Real-time PCR Detection &g, v1.10, 2004, Bio-Rad Laboratories), using
the methods derived from the algorithms of Vandgssleet al. (2002).

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

These data are not comparable and thus signifiiiatences were not tested.

Statistical analyses

Response variables were analysed with a lineardmxedel to deal with the covariance structure of
the data. For analysing whole plant responses, "@hignotype" was treated as fixed whereas "Bloc"
and "Genotype" were treated as crossed randomeffenr leaf responses, "flush number" was added
as fixed effect as well as its interaction with 8pbtype" whereas "Bloc" effect was treated as rando
crossed with both random effects "Genotype" andiVidual” nested in "Genotype". In the latter case
when interaction was found to be non significahie analyses were rerun after removing the
interaction in the fixed part of the model.

All models were fitted with R 2.7.2 (R DevelopmeDbre Team, 2008) software, and namely the
"Imer"” function from the library "Ime4" (Batext al.,2008). For testing fixed effects, a MCMC sample
was drawn from the output of the fitted model, amdeffect was declared significant when its 95%

highest posterior density interval did not contdizero.
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Figure 21: Means (+ 95% confidence intervals) in the two migpes “lowA” (open bars) and “high\”
(closed bars) of: (a) carbon isotope discriminatiecorded in bulk matter of leaves from the sec@ttC,.,),
and the third £°C,.5) growth flush, in wood4**C,) and in the cellulose extracted from the woatC.); (b)
transpiration efficiency (TE); (c) intrinsic watase efficiency calculated as net £&ssimilationvs. stomatal
conductance from light-saturated leaf gas exch@ngg) for leaves from the second and the third growdhl.
Stars indicate significant differences between phgres (p<0.05). No difference was recordedAt'C, and
W4 between the two growth flushes.

20
u n
s u Figure 22: Net CQ assimilation rate (4) vs.
H-'; 15+ u " stomatal conductance for water vapog,\gunder
o . o o g " ambient CQ and saturating irradiance. Open and
EN o " closed symbols: “lowA” and “high A” phenotype,
8 10 | respectively. Values from'and the %3 flushes are
S represented with circles and squares, respectively.
§ 5| Each point represents an individual value qf;A
= and gs A non-rectangular  hyperbola:
< ﬁsat:(19+104*gaf((19+104*ga92-2.8*19*104*g,,aa
0 - - - - /1.4, R2=0.78 was adjusted.
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
s (Mol H,O m? s™)
Mean *s.d.
Low vs high effect
“low A" “high A

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

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

Height 2.0+0.6 (10) 1.740.5 (10) -

LA 0.77+0.22 (12) 0.730.18 (12) -

PT 82.69.5 (6) 109.7+14.2 (6) *

Table 12: Means + standard deviations (s.d.) and p-leveleslfior the difference between “lof/
and “high A" phenotypes for: biomass gain (Biom, g), diametarement during the experiment
(dDiam, mm), length of the main stem (Height, motat leaf area (LA, f), and cumulated
transpiration on a leaf area basis (PT, k9.iThe number in brackets refers to the numbetaftp in
each phenotype used for computing average valwkteating lows high effect.
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Results

A™C in different compartments.

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

by almost 4.5%., compared to leaf material.

Transpiration efficiency (TE)

Transpiration efficiency (TE), recorded as theaati accumulated biomass on cumulated water use,
was significantly higher in the "lo&" compared to the “high” phenotype (5.5s 4.8 mg &, i.e., a
16% difference, Figure 21). Table 12 displays watse and biomass accumulation in the two
phenotypes during the experimental period. Bionpasduction and growth were large and no bloc
effect was detected (homogeneity over the wholegxgntal design). Biomass production, height
and leaf area were not significantly different ire ttwo phenotypes, with a large intra-phenotype
variability. "High A" displayed a slightly larger diameter at root anllThe cumulated water use was
stable among blocs (p=0.53) and was much largethigh A" despite some intra-phenotype
variability. When expressed relative to total lemfea, cumulated transpiration (PT) was still

significantly higher in "high\".

Leaf gas exchange under saturating irradiance.

Under saturating irradiance and ambient,Clarge differences were recorded between the two
phenotypes, "lowA" displaying consistently smaller values of,/and g, whether on leaves from the
second or the third flush (Table 13). This resultedertheless in the very clear difference ig,W
shown in Figure 21. \; was 58% and 78% higher in the "ldW phenotype for the second and the
third flush respectively (Figure 21). No flush effevas observed for Y\ The data for both flushes fit
to the same 4 (0s) trendline in Figure 22. This trendline displayedsevere curvature and a
saturation at the highest values gof; gielding significantly smaller values of /for the individuals
with the "highA" phenotype.

No differences were found between the phenotypesiéximal carboxylation velocity (May, neither
under the hypothesis of infinite mesophyll condoctato CQ (apparent V. Or for g-corrected

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

Corrected Vemax

Corrected Jmax

Mean (+ s.d.) for the 2 ™ flush

Mean (+ s.d.) for the 3 ™ flush

Statistics

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

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

105.1 + 26.8 (6)

164.4  16.2 (6)

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

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

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

Nmass 34.1+3.4(12) 29.8 +4.8 (10) 36.6 £3.4 (12) 31.4+3.1 (12) * * -
Narea 3.0+0.5(12) 2.8+0.5(10) 3.5+0.6 (12) 3.6 £0.6 (12) - * -
Chl 0.89 £0.13 (12) 0.78 £0.16 (12) 0.87 £0.19 (12) 0.77 £0.14 (12) * - -
TLT 140 + 7 (12) 147 +10 (12) 148 +17 (12) 155 +12 (12) - * -
UET 11.8 +0.6 (12) 11.6 +1.0 (12) 12.2 +1.2 (12) 12.1+1.0 (12) - - -
PMT 55.7 + 3.3 (12) 60.9 +5.0 (12) 51.1 +5.1 (12) 56.1 +5.8 (12) * * -
SMT 62.9+4.9 (12) 65.4 + 6.6 (12) 74.7 £10.6 (12) 76.6 £6.3 (12) - * -
LET 9.5+0.6 (12) 8.9+0.4 (12) 9.8+0.9(12) 10.0+0.6 (12) - * *
Dens 0.57 £0.08 (12) 0.57 £0.07 (12) 0.63 £0.07 (12) 0.63+£0.04 (12) ) * -
LMA 79.6 +11.4 (12) 83.6 9.2 (12) 92.2 +10.7 (12) 97.1+7.4(12) - * -
SD 412 + 46 (12) 461 +48 (12) 483 +97 (12) 531 + 63 (12) - * -
SD* 412 + 46 (12) 461 + 48 (12) 462 + 67 (11) 531 + 63 (12) * * -

Table 13: Statistical analyses for traits measured at ¢laé llevel. Significant differences at 95% levelvbetn the two phenotypes
“low A” and “highA”, flushes and extreme*flush interaction are intkchby “*". Values for traits with a significant eeme effect
are in bold: Ay (nmol m? s): net CQ assimilation rate, and,g(mol m? s%): stomatal conductance for water vapour, both oneas
under ambient CQand light saturation; ¥ax(imol m? s1): maximum carboxylation rate of Rubiscg;J(imol m? s%): maximal
electron transport rate; @nol m? s'): mesophyll conductance to GWmean (LMol mol'): average W Amean (LMol m? st): average
A and guean(mMol m? s1): average gas computed from daily courses of leaf gas exaiiafg., (LMol m? s1): maximum A, gax (Mol
m? s%): maximum g, both measured during daily courses of gas exahanl0* mol m? sY/unit of global irradiance): slope of the
response of gto light determined with daily course of gas exue Nnass(Mg G%): nitrogen content on a mass bablg,. (g m?):
nitrogen content on an area basis; Chl (§):nchlorophyll content; TLT (um): total leaf thickass; UET (um): upper epidermis
thickness; PMT (um): palisade mesophyll thickn&d.T (um): spongy mesophyll thickness; LET (um): éovepidermis thickness;
Dens (g cri): foliar density; LMA (g n¥): leaf mass-to-area ratio; SD (rfjnstomatal density; SD* : without outlier datapoin
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apparent and corrected values. This is in agreeméht the lack of a significant difference for
mesophyll conductance for G@y) between the phenotypes.

Diurnal courses of leaf gas exchange

The two phenotypes displayed significantly différdiurnal courses of leaf gas exchange (Aamgd
W,, Figure 23). The differences were obvious in th@ming when the “higl\” phenotype displayed
much higher gthan “lowA”. In the afternoon, gdecreased for “high”, whereas it remained almost
stable throughout the day for “lo' (Figure 23a). Net C@assimilation was slightly larger in “high
A" but the diurnal course of A was quite similar fbe two phenotypes (Figure 23b). As a resuit, W
was lower in "highA" throughout the day (Figure 23c).

Mean and maximal values for A; gnd W (Table 13) were calculated from the diurnal timerses.
Maximum as well as mean gnd A were significantly higher for “high” compared to “lowA”. For
Ameana@nd Gheanthe difference was significantly higher for thédhcompared to the second flush. The
difference in A was smaller compared tagd thus a significantly lower M, ,was detected for “high
A" compared to “lowA”. Relative differences between the two phenotypadculated from Wean
were 37% and 49%, for thé“2and the ¥ growth flushes, respectively. The response ofogthée

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

Leaf structure

With the exception of Chlorophyll content (Chl) aadper epidermis thickness (UET), all structural
leaf traits showed a significant flush effect, whiwas similar for both phenotypes (Table 13). Only
for lower epidermis thickness (LET), the differermween phenotypes inverted between second and
third flush. A significant difference between phempes was only detected for,Ns Chl and palisade
mesophyll thickness (PMT), with higher values foigh A” compared to “lowA” for all three traits
(Table 13).

No significant difference was detected between ptygres for stomatal density. This was mainly due
to one outlier datapoint of individual (101 bloc ) flush 3 with very high SD (712 mfnsee also
the high standard deviation for the “IdW mean for flush 3 in Table 13). When this outligas
removed, a significant difference was observed betwphenotypes (SD* in Table 13), with a higher
stomatal density for “lowA”. Further, when flush 2 was analysed separatelglyais not presented), a

significant difference was observed between phgrestyor SD.
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Figure 23: Example of one daily course of (a) stomatal camaice for water vapour dg (b) net CQ
assimilation rate (A) and (c) intrinsic water ugbceency (W) computed as the ratio A/gn "low A" (open
symbols) and "higi\" individuals (closed symbols). Measurements weaglenduring 3T July 2005 on leaves

of the 3° flush. Each point is the average for each phenaypgandard deviation. The dashed line represents
the daily course of global irradiance in the gremrge.

6
o 5¢ _
S Figure 24. Leaf ERECTA transcript levels, expressed
8 4r relative to expression of control gene, for “Iév (open
g 3 bars) and “highA” (closed bars) phenotypes. For each
< | extreme of each bloc (constituted therefore by one
5 51 vegetative copy of each three genotypes for one
4 extreme), ERECTA expression resulted from the
ol I I H I l analysis of a pool of several leaves per genotype.
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Expression levels of the ERECTA gene
The expression of the ERECTA gene, relative tocitretrol gene, was analysed for both phenotypes
for all blocs separately. The same trend was obsefor the four blocs (Figure 24) with a 1.78 to 4

times higher relative expression level of the ERB@Ene for “lowA” compared to “high\”.

Discussion

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

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

al., 2008), allowed to represent the variability witlihis progeny by a small number of individuals
and therefore enabled a large number of measursrteedbcument the phenotypic differences.

A™C recorded in the different carbon pools (organiatter, wood and wood cellulose) differed
significantly (2%0) between “lowA” and “high A" phenotypes. This difference was stable across the
carbon pools used and matched the results of angmeky study with the same genotypes, but based
on soluble sugars and starch in leaves, i.e., mispeith a faster turnover rate (Rousstlal,
submitted). These results taken together confirenstability of the isotopic signature of the tested
genotypes, and the tight genetic control over shgaature. They confirm also that the signatumeois
blurred by post-photosynthetic discrimination tlsaknown to occur during the synthesis of lignims o
other compounds from photosynthetates (Bowditgl.,2008). Furthermore they support the idea that
the discrimination processes yielding such diffeeendo not just display a transient expressiomduri

a given stage of development, but that they prgbatt over the whole life cycle of leaves as shown
by the stability of the inter-phenotype differen@@song compounds with short (soluble sugars) and
long (wood, starch, cellulose) turn-over times.

The data showed also that these differenceA™i were closely matched by differences in W
estimated from leaf gas exchange measurements andeent CQand saturating light, or from mean
values (weighted by net G@ssimilation) recorded during diurnal cycles diflgas exchange. The
two methods yielded rather close values for the/'A3 phenotype, independently of the growth flush
from which the leaves were sampled, and divergehtes for the "higl\" phenotype. The difference
between phenotypes was around 50% for the firstodetnd 30-40% for the second one. This lies in
the range of values expected from #WEC values, and strongly supports the hypothesis ttat
variability of A*3C recorded in the full-sib family by Brendet al, (2008) was to a large extent due to
the variability of W among the full-sibs. Nevertheless, at this stagamnot be excluded that other
processes, like mesophyll conductance ta @) could also contribute to the observed variabitity

A™C. The overalA™C during carbon assimilation is dependent on the @Bcentration at the sites
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of carboxylation (@ and G is strongly dependent on @¢Farquharet al1984) . However, no
difference was found for;gas estimated from adjustingtg A-C curves concurrently to Max and
Jnax (Ethier and Livingston 2004, Warren and Dreyer @00'he adjusted values were around 0.18
mol m? s?, i.e., in the same order of magnitude as stomatal cdadoe. Such values are in broad
agreement with published values (Evans and von @ear 1995) and match those produced for
oaks with a fluorescence-gas exchange techniquep&odet al, 1996). The lack of difference
between phenotypes, although one cannot concludedefinitive dismissal of;gas a contributor to
diversity in AY™C, nevertheless shows that this contribution isbably small. Additional
measurements might be required to definitely suppdis point.

A clear confirmation that the observed differened!*C and in W were related to differences in
transpiration efficiency (TE) was also provided. T& an unambiguous estimate of water use
efficiency integrated over a full growth seasorwdile-plant level. Such direct and unambiguous
confirmations are rare, especially for forest tspecies, and were produced farix occidentalis
(Zzhang and Marshall, 1994Populus davidiangZhanget al, 1995), maritime pine (Gueldt al,
1996), an African acacia (Roupsaal, 1998) and a tropical pioneer tree (Cernusiaél, 2007). In

our study, the inter-phenotype difference in TEchesl 16%, which is smaller than the estimates using
A™C and W. This might be due to the fact that the instartasemeasurements concentrated on sun
leaves as well as clear, sunny days, whereas THrakgrates the gas exchange of shade leaves and
of overcast or rainy days. Moreover, TE dependsonbt on W but also on the fraction of carbon lost
by respiration, the fraction of water lost duringnrphotosynthetic events (nocturnal stomata opening
cuticular transpiration or soil evaporation), armgour pressure deficit (Farquhar and Richards, 1984
In our study, the environmental effect was limitedthe experimental design, as well as the use of
several copies to calculate genotype means. Vapaasure deficit was similar and cannot be the
cause of inter-phenotype differences. Neverthelets-phenotype variations in the fraction of carb
lost by respiration or water losses during nightetj cuticular and stem transpiration are conceéabl
Differences in these traits may therefore leachtodbserved differences between TE and eithesrW
A™C, but this would require further confirmation.

Gas exchange measurements provided additionalmiafiisn about the processes involved in the
intra- specific variability of W Net assimilation rate (A) was higher in “highi, which is counter
intuitive with lower W. Indeed, higher stomatal conductance resultedightly increased A, solely
due to smaller stomatal limitations of photosynifieand not due to higher photosynthetic capacity
per se Indeed \imax and g did not exhibit any differences, while maximumhligiriven electron flow
(Jmaxy) Was smaller in «lowA », possibly as a result of a down-regulation &f thvestments into
thylacoid components due to permanent stomatatdtion of photosynthesis. Nevertheless, our data
allowed to reach a firm conclusion: the two phepesydid not differ in photosynthetic capacity, but
in stomatal control of photosynthesis and W
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The difference found for stomatal conductance uwrdetrolled conditions was confirmed bin situ
diurnal time courses: “lowA” showed a lower maximumsgompared to “highA”. Within species
genetic differences in diurnal time courses of gechange have already been showrPeeudotsuga
menziesiiZhanget al, 1993), where differences between varieties inWiere largest in the middle
of the afternoon. In our study, however, the défere in Wwas largest in the morning, which, other
than related to the difference ig.g could probably be due to the observed differeéncstomatal
behaviour during stomatal opening in the morning. sfomatal opening in the morning is due to
increasing irradiance, differences observed betwden phenotypes might be due to different
sensitivities of the stomata to irradiance. Howeddferences in stomatal sensitivity to relative
humidity or temperature cannot be excluded.

The important role of stomatal control of water weas confirmed by differences in TE : the two
phenotypes did not differ in biomass allocationnotranspiring leaf area (both were similar in the
phenotypes) , but in leaf specific water use. Tesult at whole plant scale strongly supports the
major role of stomata in determining the differenoeW and TE.

Variation in maximum stomatal conductance has bekted theoretically to differences in stomatal
density (Nobel, 1999), which has been observedlifterent poplar species (Reich, 1984), but this is
not necessarily a common observation (Olivas-Gastial, 2000). Here, when excluding one plant
with very high values of stomatal density from #ealysis, both growth flushes showed a higher
stomatal density for the phenotype with higher sttaihconductances (maximum or mean values).
One of the gene products known to be involved erégulation of stomatal density by inhibiting the
differentiation of epidermal cells into guard celishe gene ERECTA (Bergmann, 2006). It has also
been linked to genetic differences in water usécieficy among clones ofrabidopsisthaliana
(Masle et al, 2005). Most of the studies on expression of EREQUere done on mutants &.
thaliana not providing any evidence that allelic or exgiesal diversity of this gene can be observed
in natural populations. Here, we have shown amgpecific diversity in the expression of this gene
mature leaves of a widespread forest tree spe€les.current understanding of the functioning of
ERECTA (Bergmann, 2006) is that higher expresstooukl result in lower stomatal density. This
was observed in our study, where phenotypes witigher expression of ERECTA showed lower
stomatal density. The higher expression of thissganextremes with higher water use efficiency is

also in agreement with the study of Mastel.(2005) made on mature leavesAoshbidopsismutants.

Conclusions

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

carboxylation by post-photosynthetic discriminatidhe study also showed that the diversithtiC
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recorded within this pedunculate oak family closeigtched two independent estimates of water use
efficiency: intrinsic water-use efficiency (\and transpiration efficiency (TE). This stronglypports
the use ofA™®C as an efficient indicator of Wor screening the genetic variability in this spsc
Moreover, our results suggest that there was ntuniiation caused by a potential intra-specific
variability of the parameters involved in the thetaral relations among these three estimates crwat
use efficiency, such as for example mesophyll cotahce to CQ At a plant level, diversity in water
use efficiency was rather related to consumptiomvatier than to biomass production. This finding
was corroborated on the leaf level, since the eksediversity inA®C and W was linked to
differences in stomatal conductance rather thaphiotosynthetic capacity. Differences in stomatal
density as well as in stomatal dynamics might besesa for the observed diversity in stomatal
conductance and will need to be investigated inemu®tail. The diversity in the expression of the
gene ERECA has given a first indication on a suppasiechanisms causing diversity in stomatal
density.
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I.5 Conclusions

Dans cette famille de chéne pédonculé, une foriehiéité intra-spécifique de l'efficience d'utéison

de l'eau a été trouvée. L'analyse des différence® eggénotypes des valeurs de discrimination
isotopique du carbone’C) a permis de montrer que ces différences éthigmtstables quelles que
soient les conditions environnementales. Ces asuiont donc en accord avec les travaux de Torti
(2005) et de Brendedt al. (2008) qui ont démontré le déterminisme génétided'*C dans cette
famille & l'aide d'études de génétique quantitaiaC représente théoriquement une estimation de
l'efficience d'utilisation de l'eau intrinséque J\Witégrée dans le temps et pondérée par I'assionila
De par la relation qui lie W l'efficience de transpiration (TE, intégrée dientemps et a I'échelle de
la plante entiére)A™*C est aussi théoriquement corrélé a TE. Dans leecdel ce travail, I'efficience
d'utilisation de I'eau a été analysée a l'aideedetrois méthodes. Les résultats relatifs a chadarees
méthodes sont cohérents: I'estimation dep# A'*C était valide, de méme que l'estimation de TE.
Ces résultats ont donc montré que les différennie génotypes observées &1C reflétaient des
différences en \Wet méme en TE. Ainsi, le déterminisme génétiquerid@our A**C reflete un

déterminisme génétique de WU de TE.

La premiere étape du projet dans lequel s'instrogtte thése consistait a trouver le(s) trait{g) g
contribuai(en)t le plus a la variabilité génétignea-famille observée en conditions non-limitantes
D'aprés nos résultats, dans cette famille de cpédenculé, cette variabilité semble étre fortement
conditionnée par une variabilité de conductancenatiue pour la vapeur d'eaw)(gEn conditions
non-limitantes, un génotype présentant une forfieiefice d'utilisation de l'eau est ainsi carastri
par une faible conductance stomatique, une faigdaralation, et une faible transpiration a I'échell

"plante entiére", sans pour autant que la prodoc®biomasse soit affectée.

Les deux études concernant les phénotypes extrémtepermis de décomposer plus finement la
variabilité d'efficience d'utilisation de l'eau ebgte au sein de cette famille. Les génotypes du
phénotype "N" ont été choisis sous I'hypothésel'qasimilation nette de G@xpliquait la variabilité

de W/A™C observée. Cette hypothése a été formulée sldtediocalisation de QTL pour la teneur en
azote, la chlorophylle é'C au niveau d'une méme région génomique situéke siroupe de liaison
2m (Figure 8). Or, plusieurs éléments permettenpelecher en faveur d'un contréle de Mdr la

conductance stomatique pour la vapeur d'egu (g

0] Aucune différence d'assimilation nette de,d@) n'a pu étre mise en évidence pour le

phénotype "N" (chapitre 1.4.2.1). Méme si les résl n'ont pas été présentés dans ce

85



Figure 25: Photographies de la surface abaxiale de deukrags a) "lowA" (caractérisé par une
faible conductance stomatique), et b) "hif§h(caractérisé par une forte conductance stomatique).
Photographies réalisées par N. Ningre (UMR INRA-UEHEF), a I'aide d’un microscope électronique
a balayage.



Partie I: Variabilité intraspécifique de WUE

(ii)

(iii)

(iii)

manuscrit, le phénotype "N" a été a nouveau étpdiér les traits analysés dans le
chapitre 1.4.2.2. Les résultats sont identiqueg@x@cquis dans le chapitre 1.4.2.1: les
extrémes ne présentent aucune différence phénatygiqur I'ensemble des caractéres
examinés, quelle que soit I'échelle d'investigation

Pour le phénotypeA", les différences entre extrémes observées allaid¢'encontre d'un
contréle de Wpar A, puisqu'un fort \Wétait associé a une faible assimilation nette de
CO..

Le contrdle de gsur W s'exprimait aussi a I'échelle plante entiére otuna différence
entre extrémes n'a pu étre détectée pour l'acctionulae biomasse, alors que la
transpiration totale par unité de surface foligtait plus faible pour les génotypes a forte
efficience de transpiration (chapitre 1.4.2.2).

Pour le phénotypel", des différences significatives entre extrémes &g observées
pour lI'ensemble des trais relatifs a la conductatomatiqgue. Nous avons ainsi montré
gue l'extréme "lowA" caractérisé par une faiblg grésentait une densité stomatique plus
faible (selon la pousse étudiée) que I'extrémeh’Alg(chapitres 1.4.2.1 et 1.4.2.2) (Figure
25). Nous avons aussi montré que les génotype$éétpdésentaient une variabilité de
réponse de ga l'intensité lumineuse et que cette variabilitéitéliée a une variabilité
intra-spécifique de Wchapitre 1.4.2.2). Ainsi, un génotype présentam @ élevée en
conditions saturantes de lumiére répondait plutefioent a l'augmentation de PAR. En
annexe 1, nous avons montré pour sept génotypelséte pédonculé que la variabilité de
s Etait aussi liée a une variabilité de réponse drigléficit de pression de vapeur d'eau
entre la feuille et 'atmosphére (VPD). Les génetyparactérisés par une fortgogur un
faible VPD (<1.5kPa) étaient aussi ceux qui étaiest plus sensibles au VPD. Ces
résultats confirmaient donc I'étude de Breradedl. (2008) dans laquelle une variabilité de
réponse degau VPD a été observée dans cette famille de ghéshenculé. En compilant
les résultats du chapitre 1.4.2.2 et de I'annexkskemblerait donc que, dans cette famille
de chéne pédonculé, un génotype caractérisé pafouteeconductance stomatique en
condition saturante de lumiére et pour un VPD<1abpFésente une sensibilité de réponse
a la lumiere et au VPD plus importante qu'un gépetyaractérisé par une faibledans
les mémes conditions. Ce résultat n'est pas étgnpaisque, les mécanismes contrélant
les mouvements des stomates en réponse a la lughi@teVPD sont communs (Grantz &
Zeiger, 1986). De la méme fagon que dans notreeét@dossnickle & Fan (1998) ont

montré que la variabilité de réponse des stomal@tuiniere était liée a une variabilité de
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réponse des stomates au VPD chez des clones dtépiffécea glaucgMoench) Voss x
Picea engelmanniParry ex Engelm.): le clone qui répondait le plus\V@D était aussi

celui qui répondait le plus a la lumiére.

Outre la caractérisation phénotypique de ces exsémane approche génomique développée par
'UMR BioGeCo (INRA Bordeaux) a permis d'étudies lgifférences d'expression de gene candidat
sur des échantillons de I'expérimentation de 20Q@5chapitre 1.4.2.2 présente donc des données de
génomique obtenus par G. LeProvost (UMR BioGeCad&aux) sur I'expression du géne ERECTA.
Ce géne a été identifié cherabidopsiscomme étant un élément important de régulation de
l'efficience d'utilisation de l'eau (Maslet al, 2005), puisqu’il affecte la coordination entre
l'assimilation nette de Gt la conductance stomatique pour la vapeur d®awi.influence sursge

fait via le développement stomatique. En effet, lorsqugére est exprimé et que la protéine n'est pas
modifiée dans sa séquence d'acides aminés, lat@atsmatique et la conductance stomatique sont
plus faibles (Masle teal., 2005; Bergmann, 2006). D'autre part, le produit cge géne affecte
l'assimilation nette de GOPar comparaison aux mutants complémentés paérle gon muté, les
mutants caractérisés par une absence de transcritgar la synthése d'une protéine modifiée
présentent une assimilation nette de,@l0s faible (alors ques@st plus forte), parallélement & des
valeurs de Vnax €t de Jax (respectivement la vitesse maximale de carboxylatie la Rubisco et le
flux maximal d'électrons) plus faibles. Au niveanatomique, les mutants non complémentés
présentent une désorganisation du mésophylle ceenolua une diminution des contacts cellulaires, et
une déficience du nombre de cellules par unitéudase foliaire ce qui influence le volume d'espace
intercellulaires et peut donc agir sur les condum#a internes au G@n phase gazeuse.

Compte tenu de son effet sur I'efficience d’utitisa de I'eau cheArabidopsis et du fait que ce géne

a des homologues chez de nombreuses espécegddzpeuplier, chéne pédonculé...), il constituait
donc un candidat potentiel dans le cadre de cettieéur la variabilité intraspécifique de I'efficte
d'utilisation de l'eau chez le chéne pédonculé. géee s’exprime préférentiellement dans les
méristémes et les feuilles jeunes cheabidopsis(Masleet al, 2005). Cependant, travailler sur des
feuilles jeunes pose deux problemes. Le premiegestl'on ne connait pas I'age des feuilles pour
lequel I'expression de ce géne est maximale. Pala, cil aurait fallu établir une cinétique
d’expression en amont de cette expérimentatiomduxiéme probléme vient du décalage d’apparition
des feuilles entre individus, décalage pouvant aée quelques jours a plusieurs semaines. Prélever
des feuilles & un stade de maturité identique esic ddifficile. Pour palier a ces problémes,
I'expression de ce géne a été analysée pour lestypés de 2005 sur des feuilles matures, ceci
permettant de disposer d'un matériel végétal au en8tade de maturité, et de faire une récolte
simultanée pour tous les individus.

Cette étude a permis de mettre en évidence desdliffes d'expression du gene ERECTA entre les

deux extrémes du phénotyp&"," alors qu'aucune différence n'a été détectée lgophénotype "N"
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(résultats non présentés dans le chapitre 1.4.2:@xpression de ce géne pour l'extréme "W
présentant une forte efficience d'utilisation (f, fort TE ou faibleA™C) est plus forte que pour
I'extréme "highA". Dans le cadre de I'étude effectuée par Masla. (2005), I'efficience d'utilisation

de l'eau était affectée suite a des mutations dédaence du gene conduisant & l'absence d'expressi
ou a la synthése de protéines modifiées. Contrainer ces travaux, chez le chéne pédonculé, ce ne
sont pas des altérations de la séquence du gesemjua I'origine des variations deg,\Mais c'est une
différence d'expression de ce géne qui est lige\aliabilité naturelle entre génotypes. D'aprés no
connaissances, cette étude est la premiére add&miontré que la variabilité naturelle d’expressien

ce géne pouvait étre liée a une variabilité de W
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2°™ partie: Estimation de la conductance stomatique pala composition isotopique en oxygéne

18 de la matiére organique foliaire et de I'eau fdire

I1.1 Introduction

Les variations de composition isotopique en oxyg€f@/°0) de l'eau et de la matiére organique
foliaires peuvent refléter des différences de cotahce stomatique pour la vapeur d'ea) €gtre
individus (lorsque la différence de fraction modaite vapeur d'eau entre les espace intercelluleires
I'atmosphéreV) est constante). L'assimilation nette de,@&) n'a aucune influence sur la signature
isotopique en?O de I'eau foliaire et de la matiére organiqueafadi, de ce fait, le signdlO peut étre
utilisé pour décomposer les variations dg 8/ permetre ainsi de déterminer la composanteu(4)

qui influence le plus W En conditions non-limitantes de croissance, etsda famille de chéne
pédonculé présentée dans la partie précédenterikbilité entre génotypes d'efficience d'utilieati

de l'eau intrinséque (Yvest liée & une variabilité de la conductance atimue et de ses déterminants.
L'objectif de cette partie est donc d'évaluer Issiulité d'utiliser I'approché®0 pour estimer la
conductance stomatique chez le chéne pédonculér fPoparvenir, nous avons mené deux
expérimentations. La premiére consistait & analserichissement efO de I'eau foliaire et de la
matiere organique soluble foliaire et a relier sgmaux a la conductance stomatique. La deuxiéme
expérimentation consistait a tester la méthoderdetion des sucres solubles foliaires, précéderhmen
utilisée lors de l'analyse de la composition isiop en™*C (chapitre 1.4.2.1), dans le cadre de
l'analyse de la signature éfD de ces composés foliaires. Cette deuxiéme expatation a été

présentée sous la forme d’une publication.
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Enrichissement de I'eau foliaire au niveau des site___s d'évaporation ( A®0e) : A'®0e = g + &* + (A0, — £k) WalWwi

. o e conductance stomatique pour la vapeur d'eau (mol H2O m? s™
&k (fractionnement cinétique pour la diffusion de la vapeur Gs quep P ( z )

=(32gs™+21gs)/(gs + g ™)

! 3 i i 9 . . - -
d'eau a travers les stomates et la couche limite, %o) gr conductance de la couche limite pour la vapeur d'eau (mol H2O m s 1)

e* (fractionnement & [I'équilibre causé par les

changements de phase de I'eau liquide a I'eau vapeur, =[2.644 —3.206 (103/9) + 1,534 (106/ 02)] 10° 0 température (T)
%o)
A0, (enrichissement de la vapeur d'eau par rapport 4 la 5 s &y composition isotopique de la vapeur d'eau atmosphérique (%o)
source, %o) 8 composition isotopique de la source (%o)
w; (fraction molaire de vapeur d'eau dans les espaces 3 )
) ) 1 =6.1078*exp((17.27*6)/(273.2+6))*10°/P P pression (mbar)
intercellulaires, mmol mol™)
wa (fraction molaire de vapeur d'eau dans I'atmosphere, L )
=wi*HR/100 HR humidité relative (%)

mmol mol'l)

Enrichissement de I'eau foliaire totale (_ A™0.): A®0, = A0, (1-e0)/0

déficit de fraction molaire de vapeur d'eau entre les espaces intercellulaires

et I'atmosphére (mmol mol’l)

L distance effective du trajet entre les sites d'évaporation et les veines (m)
O (nombre de Péclet) =(gsv L)/(CD)
C concentration molaire de I'eau (= 55.5 mol m'3)

diffusivit¢ de H.0' dans l'eau (= 119 10° e®¥M30) oy T est la

température en K)

Enrichissement de la matiére organigue soluble ( A*®Ouos): A®Omos = A0 + guc

ewe (fractionnement associé a I'enrichissement en °0 des
molécules organiques portant des fonctions carbonyles par
rapport a I'eau dans laquelle ces molécules ont été synthétisées,
%0)

Tableau 14: Rappels des équations du modéle d'enrichissemetealeau niveau des sites d'évaporatittid), de I'eau foliaire totaler(’0,), et de la matiére
organique soluble foliaird\{*Oyos).
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1.2 Relation entre conductance stomatique et comition en *0 de l'eau foliaire et de la

matiére organique soluble foliaire

11.2.1 Introduction

Lorsque les conditions environnementales sont gpj@®s (aucune variation du déficit de fraction
molaire de vapeur d'eau entre les espaces inidaiasls et I'atmosphére, en conditions d'équilitre
lorsque le signal de la source est connu et cof)startonductance stomatique est indirectemeatdié
I'enrichissement eifO de I'eau foliaire ou de la matiére organique éEné 4). L'enrichissement en
180 (A™®0) est défini comme la différence entre la compmsitsotopique de I'échantillod'€O) et la
composition isotopique de la source d'edj. (Les équations des modéles d'enrichissementde I
foliaire et de la matiére organique sont rappetizess le tableau 14. Jusqu'a présent, aucune étude n
décrit l'utilisation de cette technique chez lerghpédonculé. Nous avons donc testé s'il étaitigess
de combiner les outils isotopiquédd et™*C) afin d'analyser l'influence de la conductancensttique
pour la vapeur d'eaudgsur I'efficience d'utilisation de I'eau intrinsexg

Pour ce faire, les arbres ont été placés en pbytoen conditions contrélées pour atténuer les
variations des conditions climatiques, et notamnukentdéficit de fraction molaire de vapeur d'eau
entre les espaces intercellulaires et l'atmosph&ans ces conditions, les variations de
I'enrichissement de I'eau foliaira'0,) ou de la matiére organique soluble foliaifd®Qyos) par
rapport a la source (ici I'eau d'arrosage) ne garariguement dues qu'aux variations geDg plus,

les arbres étant mis dans des conditions relatimeroenstantes de température mais surtout de
lumiére, la conductance stomatique est censéengtxemale (en conditions non-limitantes d'apport en
eau) tout au long de la journée et ne pas subiydies diurnes. De ce fait, dans de telles constio
I'état d'équilibre doit étre atteint, ce qui permetvérifier les relations théoriques a l'aide dhodéle,
somme toute, relativement simple (cf Encadré 4)eeabl4).

Pour répondre aux objectifs fixés, il fallait poirnvivavailler sur des individus présentant une gamm
de conductance stomatique étendue. Cependant, egirimentation en phytotron imposait de
travailler sur un nombre relativement réduit dindlis. N'ayant a notre disposition qu'une vingtaine
de génotypes (n'appartenant pas aux phénotypeénmmdj, il était difficile d'espérer une forte
variabilité génétique entre individus. De ce fgiur augmenter la variabilité de conductance
stomatique, différents niveaux de contraintes loytes édaphiques ont été réalisés. Ainsi, quatre
groupes, de cing arbres chacun, ont été constieisx de ces groupes ont été arrosés a capacité au
champ, alors que les deux autres ont subi deuxaiotes hydriques différentes, de sorte a obtemir u
stress modéré et un stress fort définis par ragplekpérimentation présentée en annexe 2.
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Cette expérimentation avait plusieurs objectifs:
0] vérifier que la variabilité desgausée par les différents niveaux de contraingdsidues
se reflétaient dans I'enrichissementhde I'eau foliaireA*°0, )
(i) analyser les relations entreeg A*®Oyog/A0,
(iiiy  vérifier la validité de la double approche isotamcfC et*®0) pour analyser l'influence

de g sur W chez le chéne pédonculé.

11.2.2 Matériel & Méthodes

11.2.2.1 Matériel végétal et conditions de culture

Vingt boutures de chéne pédonculé provenant danfdllé F1 de plein-freres ont été utilisées dans
cette étude. Chacune de ces boutures représemtgétnotype distinct. Les boutures ont été préparées
par 'UMR BioGeCo (INRA Pierroton) en 2003, puig été transportées a Nancy en décembre 2005.
Elles ont ensuite été transférées dans des pdtSldecontenant un mélange tourbe/sable (1/1, Wv) e
placées en serre. Les chénes ont été réguliérderéisés jusqu'en juillet 2007 (engrais a libévat
lente (Nutricote T 100 13-13-13, NPK) et calcairagmésien (amendement calcique) a raison de 4,5
gL' et0,2 g [}, respectivement).

En juillet 2007, les pots ont été déplacés en ghomopour cing jours (une journée d'acclimatation e
guatre journées de mesure). Les 20 plants ontégtirtis de fagcon a former quatre groupes de cing
plants chacun. Chaque journée de mesure correspéntiétude d'un de ces groupes. Deux de ces
groupes (10 plants en tout) ont été arrosés a itdacchamp (C1 et C2) alors que les deux autres o
été soumis a deux niveaux de sécheresse: modéndpéySl) et fort (groupe S2). Les niveaux de
sécheresse ont été définis par rapport a I'étuckteléans I'annexe 2. Nous avions alors déterfemeé
diminutions relatives (plants stressés par rapp@tants témoins) de conductance stomatique pour la
vapeur d'eau au cours d'un desséchement progressif du sat, lehehéne pédonculé. Cette étude
nous a permis de relier la quantité d'eau quiaevait dans les pots (différence entre poids aaspa

au champ et poids sec), I'humidité volumique mesul@ns ces mémes pots gtlges niveaux de
contraintes hydriques utilisés dans ce travail dotic été fixésa priori pour avoir une diminution
relative de gde 40% environ pour le traitement S1 et de 80% enviour le traitement S2, par
rapport aux traitements a capacité au champ, ceaespond a des humidités volumiques de 15 et
9% respectivement (annexe 2). Nous avons ensuiteléajuel était le poids de pot qui correspondait
a ces humidités volumiques. A capacité au changppdts pesaient 10620+60 g (moyenne + écart-
type). Le premier niveau de contrainte a été déterme facon a ce que les cing pots S1 atteigrient e
restent a un poids de 9000g (ce qui doit corresoadriori a une humidité volumique de 15%).

Pour le deuxiéme niveau de contrainte hydriqueples n'ont pas été arrosés jusqu'a atteindre un

91



c1l C2 Ss1 S2
Tableau 15: Moyennes (x écart-type), . .
pour chaque traitement (C1 et C2: variable édaphique
capacité au champ; S1 et S2: sécheressgv (%) 37.0£2.6 34.8+3.6 15.443.6 11.4+2.2
édaphique), des variables relatives a la o
contrainte  hydrique (HV: humidit¢ variables climatiques: phytotron
volumique du sol), et aux conditions HR (%) 59.549.8 55.2+7.8 55.5+7.0 55.5+7.7
lchmagques mesuréez @arr]'s le phytotron oug 252418  251#22  261#24  24.9:2.4
ors des mesures d'échanges gazeux a
laide de la Licor 6200 (HgR. hgmidité v (mmol mol™) 13.3+3.6  14.523.3 15.543.3 14.3+3.3
re|at!V9; T _température,v: déficit de  variables climatigues: Licor 6200
fraction molaire de vapeur d'eau entre la o o, 50.5¢8.3  53.847.8  54.0:7.4  52.0+6.9
feuille et I'atmosphere; GOconcentration
gamme de longueurs d'onde v (mmol mol™) 15.1+3.5 17.8+3.9 17.5+4.1 18.0+3.9
photosynthétiquement  actives).  Les co, (mmol mol™) 527428 515:35 542151 551445
moyennes ont été etablies sur la périodes .\ imol photons m2s?) 8004212 7924261  765:243 703226

de jour, soit de 8h00 a 20h00.
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12 I Figure 26: Evolution journaliere, dans le phytotron, de la
0 | ' ' ' ' ' ' température €), de I'humidité relative (HR) et du déficit de
65 I fraction molaire de vapeur d'eau entre les espatecellulaires
S 6 et I'atmosphérev). Les courbes en noir représentent les données
i* brutes. Les courbes en vert représentent les megeattes valeurs
T 2(5) ' comprises dans l'intervalle [t-35; t+35], avec védeur a l'instant
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45 Chaque jour, 5 plants de chaque traitement (C12et@pacité au
gg i : : : champ, S1 et S2: conditions limitantes d'apporean) ont été
20 étudiés.
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Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4
c1 s1 S2 C2
BLi.6200 By Bp3s HR i 6200 HR, HRpss VLi-6200 Vp Vp3s
BLi-6200 *
8, 0.67 *
Bpss 0.71 0.94 *
HRLi6200 0.37 0.34 *
HR, 0.18 -0.38 *
HRyas 0.42 0.48 0.52 0.43 0.35 *
V06200 0.54 -0.80 0.43 *
v, 0.28 0.60 0.43 0.52 -0.79 -0.27 *
Voss 0.57 0.84 0.87 0.23 0.49 *

Tableau 16: Matrice de corrélations entre la températée I(humidité relative (HR), le déficit de fractionolaire de vapeur
d'eau entre la feuille et 'atmosphéwe ¢alculé a partir d® et HR) enregistrées (ou calculées) par I'appdeinesure des
échanges gazeux (Li-6200) et dans le phytotronRpiir les données enregistrées dans le phytoeemadyennes des valeurs
comprises dans l'intervalle [t-35; t+35], avec vddeur a l'instant t ont été calculées (p35). &elds corrélations significatives
(p<0.05) ont été notées.
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poids de 8600g (HV de 9% priori) puis ont été arrosés en conséquence pour maicemoids. La
contrainte hydrique des traitements S1 et S2 atdélrux jours avant leur transfert en phytotrors Le
plants ont été arrosés avec de l'eau osmosée. dtesopt été couverts de plastique pour limiter
I'évaporation d'eau.

L'humidité volumique (HV, %) a été mesurée sur 15darsol (TDR, Time Domain Reflectometry,
Trase TDR-systems, Soil moisture Equipment Corpes mesures d'’humidité volumique ont été
réalisées tous les matins, sur I'ensemble dedpdigitement étudié au cours de la journée ettdgan
début des mesures. Le sol des plants maintenuspacité au champ présentait une humidité
volumique de 35-38% (Tableau 15), ce qui est enrdcavec les données de l'annexe 2. L'humidité
volumique du sol des plants sous la contrainteigydrS1 était d'environ 15%, et correspondait donc
a I'numidité volumique fixée priori. Par contre, I'humidité volumique moyenne obsenyéer le
traitement S2 était supérieure (11%) a celle défnijeriori (i.e. 9%) (Tableau 15). Pour une telle
humidité volumique, la diminution relative de g été estimée a 60% d'aprés les résultats de

['annexe 2.

La chambre climatique était équipée d'un platesatifgppermettant d'homogénéiser les conditions de
milieu, en particulier I'éclairement. La photopékoet la température ont été fixées pour suivre des
cycles jour/nuit avec 12h30 de jour (de 8h a 20kB@p°C et avec une intensité lumineuse de 1200
umol m?st. La nuit, la température a été fixée & 15°C. lmapérature §, °C) et I'humidité relative
(HR, %) ont été enregistrées toutes les minutesgrerids quatre jours de mesure (Figure 26). Les
variations journaliéres de déficit de fraction mi@ale vapeur d'eau entre la feuille et 'atmospiiér

mmol mol*, figure 26 ont été calculées selon la relation:

17276 17276 HR
6.1078& Exp™™**? - 6.1078& Exp™™"7*
= 5 1004 ¢

ou P est la pression en mbar.

14

Compte tenu des importantes variations journaliébservées (Figure 26), la valeunda l'instant "t"

a été moyennée en fonction des "n" données bocettet valeur (moyenne des valeurs comprises dans
l'intervalle [t-n; t+n]). Seules les données obnpour n=35 (notées p35) sont présentées dans ce
manuscrit (Figure 26). L'humidité relative et lanfgrature ont aussi été enregistrées par I'appareil
utilisé pour la mesure des échanges gazeux (LiQO06LiCor, Lincoln, USA) et ont permis de
calculerv. Les corrélations pour ces différentes mesure$ poFsentées dans le tableau 16. Les
données relevées dans le phytotron et non moyemmoégdent peu avec les données de LiCor 6200
(Tableau 16) et ont donc été laissées de cOté. Temscalculs relatifs a la modélisation de
I'enrichissement eifO de I'eau foliaire présentés dans ce chapitréé@neffectués a la fois avec les
données climatiques fournies par la LiCor 6200 at Ips systemes d'enregistrement du phytotron

(p35). Cependant, seuls ceux utilisant les donp8gsont présentés dans ce manuscrit.
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Verrerie pour
préléevement de
vapeur d’eau

Pompe a vide

Dewar d'azote
liquide

Figure 27: (a) Systéeme de prélévement de vapeur d'eau ee(lgrie dans laquelle se concentre la
vapeur d'eau.

Dewar alcool-azote
liquide (-40C)

Bain-marie (65C)

Pompe a vide

2

Figure 28: Ligne cryogénique d'extraction d'eau a partir deasi de feuilles, d'aprés West al.
(2006). L'eau est évaporée de I'échantillon mis sade, et plongé dans un bain-marie (65°C). L'eau
est ensuite condensée dans un tube collecteurépltargs un Dewar contenant un mélange d'alcool et
d'azote liquide (-40°C). Avant chaque extractientube contenant I'échantillon est plongé danstkéaz
liquide et est mis sous vide pour permettre de gridg vapeur d'eau contenue dans le tube et
condensée sur les parois. Toutes les extractieas dnt été effectuées par C. Hossann (UMR INRA-
UHP EEF). Photographie prise par C. Bréchet (UMRANUHP EEF).
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Outre ces problemes d'oscillation, certaines teremrentre journées de mesure ont été observées.
Ainsi, le jour de I'étude des plants appartenantatement C1, I'humidité relative était plus &gty

plus faible, quelles que soient les données uttig€iCor 6200, phytotron), alors geest resté stable
pour les quatre jours de mesure (Tableau 15). Indr@le environnemental de cette expérience n'a

donc pas été optimal.
[1.2.2.2 Prélevement de vapeur d'eau atmosphérijgay d'arrosage et d'eau du sol

Trois échantillons de vapeur d'eau atmosphériquett@ncollectés tous les jours (entre 8h et 10h30
pour le premier, entre 12h et 14h pour le secorahge 18h et 20h pour le dernier) par condensation
cryogeénique. Pour ce faire, une pompe a vide péaihde faire circuler l'air de la chambre climatiqg

a travers un serpentin en verre dont la partierieiée était plongée dans de l'azote liquide (Figur
27). Avant de plonger le serpentin dans l'azoteidig, I'air était pompé pendant une dizaine de
minutes afin de purger le systéme. Puis le senpdtéit abaissé dans le Dewar d'azote liquide. La
vapeur d'eau se refroidissait alors progressiverpeig se congelait dans la partie inférieure du
serpentin affleurant l'azote liquide (permettantreister a une température telle que le, @®st pas
congelé — 70°C, température mesurée en cours degrdation-). Au bout de 30 a 60 mn, la verrerie
était mise a température ambiante pour que la vapeau transformée en glace devienne liquide. Le

volume de vapeur d'eau atmosphérique prélevéattast de quelques ml (2ml maximum).

Deux a trois échantillons de 2ml d'eau d'arrosag&w prélevés chaque jour.

Chague soir, le sol de deux pots du traitementi@tans la journée a été carotté. Le carottagé a ét
réalisé a l'aide d'un emporte piece d'un diametrd @¢m environ sur les 10 premiers cm de sol, le
systéme racinaire des arbres empéchant d'alleelau-d'eau a ensuite été extraite par distillation
cryogénique sous vide (Figure 28) par C. HossatiRUNRA-UHP EEF). Le volume d'eau moyen
obtenu était de 1.9 a 2.5ml pour les traitementsd2let S1 et de 0.8ml pour le traitement S2.

Tous les échantillons d'eau (extraite du sol, vapkaau et eau d'arrosage) ont ensuite été stéckés

-20°C avant l'analyse de leur composition isotopign*®0 (8., 8, etds, respectivement, efo).
[1.2.2.3 Cinétiques d'échanges gazeux
Sept feuilles matures par arbre ont été utiliséasr pes mesures d'échanges gazeux. Toutes ces

feuilles étaient placées sur la tige principalereeh.2 et 1.5 m au-dessus du collet (soit 1.4®hlku-
dessus du sol). Les échanges gazeux (assimilatite e C@ (A, pmol CO, m? s?) et conductance
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Figure 29: Evolution de la conductance stomatique pour laeuapl'eau (§ pour chaque individu de
chaque traitement (C1 et C2 correspondent auxgptaaintenus a capacité au champ, S1 correspond a
une sécheresse moyenne, et S2 a une sécheregje FPour chaque individu, sept feuilles ont été
mesurées. Aprés chaque point de cinétique, unikefauité prélevée, de sorte que le septieme peint
comportait plus qu'une seule feuille.
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stomatique pour la vapeur d'eay, fnol H,O m? s%) ont été mesurés a l'aide d'un systéme portable
LiCor 6200 (LiCor, Lincoln, USA). L'efficience dilisation de I'eau intrinséqu&\, pmol CO, mol™

H,0) a été calculée en utilisant le rapport de A sukg calcul de A et de;gécessite de connaitre la
surface foliaire introduite dans la chambre de medRour ce faire, sur cing feuilles par arbreresut
que celles utilisées pour les échanges gazeuyetsentant une large gamme de surface, la longueur
et la largeur ainsi que la surface déterminée idel'd'un planimétre Delta T (Delta T devices,
Cambridge, UK) ont été mesurées. Une relation &#thlie entre le produit longueur*largeur et la
surface foliaire mesurée pour chaque arbre étymi.05; R2 compris entre 80 et 99%). Toutes ces
relations ont ensuite permis d'estimer la surfadl@ife des feuilles utilisées pour les mesures

d'échanges gazeux a partir de simples mesuresgedor et largeur, non destructrices.

Sept points de mesure d'échanges gazeux ont étdugfs pour chaque traitement: un point toutes les
deux heures de 8h a 20h. A chaque point, I'enseddsdeuilles d'un méme plant était mesuré, a la
suite de quoi l'une d'entre elles était prélevérir Pa derniere mesure (vers 20h), il ne restaitcdo

plus qu'une feuille sur les sept présentes initialg. Sur cette derniere feuille, sept mesures

d'échanges gazeux ont donc été effectuées (Fi§yre 2

Pour établir les corrélations avec la signaturéofigue en'®0 de l'eau foliaire et de la matiére
organique soluble, différentes valeurs de A,eg W ont été utilisées: les valeurs précédant
immédiatement le préléevement des feuilles (no#®eg, W), mais aussi les moyennes des 2 a 7
valeurs précédant le prélevement de la feuilleé@®A o, j, Omoyj, Wmoyj @vec j le nombre de mesures
moyennées, j varie donc de 2 a 7). Les valeurs,die Ay et de W (obtenues juste avant le prélevement
des feuilles) ont ensuite été moyennées par traitepour chaque point de mesu&nd, Gmoy: Wmoy
respectivement). Des moyennes pour chaque indidédohaque traitement ont aussi été déterminées

(Aind, Oina» Wing respectivement).

11.2.2.4 Extraction de I'eau foliaire et du jusifdle

Aprés chaque série de mesure d'échanges gazeufeuilie était récoltée et mise dans un exetainer
(hermétique) immédiatement plongé dans de l'azioigde puis stocké a —20°C afin d'extraire
ultérieurement l'eau foliaire. L'extraction de Ue#oliaire a été faite sous vide par distillation
cryogénique (Weset al, 2006; Figure 28), par les soins de C. HossannRUNRA-UHP EEF). La
guantité d'eau extraite était en moyenne de 0.38#0. L'eau foliaire a ensuite été stockée a —20°C
jusqu'a l'analyse de sa composition isotopiquE@rd, , %o).

Avant et aprés extraction de I'eau, les feuilleisévé@ pesées de sorte a déterminer leur poids(R&js

et leur poids sec (PS). Ces deux mesures ont peleniglculer le contenu en eau relatif des feuilles
(LWC =(PF-PS)/PS%).
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Pour chaque arbre, les feuilles récoltées a 8i8letoht été découpées en deux (le long de la veine
principale) avec une lame de rasoir. Une moitiééauéilisée pour I'extraction d'eau foliaire comme
décrit précédemment; l'autre moitié a été destinbextraction de la matiére organique soluble.rPou
ce faire, les morceaux de feuilles ont été plaeds dles seringues de 1 ml, immédiatement congelées
dans l'azote liquide puis stockées a —20°C. Lefldspune fois décongelées ont été pressées tie sor
a en extraire le jus foliaire. Ce jus foliaire (4@&tmg), contenant de I'eau et de la matiére organiq
soluble a ensuite été séché sous vide pendantu2dshenviron. Le culot ainsi obtenu (13+8 mg) a été
utilisé pour analyser la composition isotopique *# et en’3C de la matiére organique soluble
(6180MOS: 513CMos 9%o).

[1.2.2.5 Analyse de la composition en oxygéne 18retarbone 13

Les analyses de la composition’&@ de la matiére organique soluble ont été effestsée 0.3 &4 0.4
mg de matiére. Pour l'eau, la prise d'essai éal.8l. Dans la mesure du possible, trois répatti

de chaque échantillon ont été analysées pourdel@amatiére organique soluble.

Toutes les analyses de composition¥hont été réalisées par C. Bréchet (UMR INRA-UHFFEE

l'aide d'un spectromeétre de masse isotopique (G¥uments, Angleterre) couplé a un Euro-Pyr-OH
(Eurovector, Italie) pour I'analyse de I'eau etnaanalyseur élémentaire EuroEA (Eurovector, Italie)
pour l'analyse de la matiére organique. L'analyssignal isotopique de I'ensemble des échantillons
(eau et matiére organique) se fait par pyrolysenftion de CO a haute temperature 1230°C, en

absence d'oxygéne et en présence de carbone vitreux

Les analyses de la composition'3@ ont été réalisées par C. Hossann (UMR INRA-UHE)Er un
mg de matiére organique a l'aide d'un analyseuneiéire carbone-azote (Na 1500 Carlo Erba,
Italie) couplé a un spectrométre de masse isotep{d@hermo Finnigan Delta S, Allemagne) par

combustion sous oxygene.

Les compositions isotopiques & et™*C sont notées en delta (respectivem8iit) et 5°C, %o) et
déterminés selon I'équation suivari®¥0O=(Rs-Rb).1000/Rb, ol Rs correspond au rapporbjsgqie
80/*0 ou'C/*C, respectivement, de I'échantillon, et Rb corragpau rapport isotopiqu€0/*°0 ou
BcfC du standard (VSMOW (Vienna Standard Mean OceartelVat Pee Dee Belemnite,
respectivement).

11.2.2.6 Analyse statistique

Toutes les analyses statistiques ont été effectaébmide du logiciel STATISTICA Version 7.1
(StatSoft, Inc. 2005).
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Figure 30: Composition isotopique effO (5'°0) de I'eau extraite du soD( 2 pots par journée de
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traitements & capacité au champ; S1 et S2 corrdspbaux deux conditions limitantes d'apport en
eau.
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Les comparaisons entre séries de mesure et egiteartents ont été réalisées a l'aide d'une andbyse
variance (ANOVA) sur, respectivement, I'ensemblgeadude données et les moyennes calculées par
plant et par traitement. Un test de Levene d’homéigg des variances a permis de compléter cette
analyse. Les différences entre traitements ontieenété testées en utilisant un test HSD de Tukey.

Les corrélations et les régressions ont été effestisur les jeux de données obtenues pour chaque
feuille de chaque plant ou sur les moyennes paut pfapar traitement. Les régressions entre |és tra
ont été déterminées sur la base des moyennes géprast(ou régression de type 1) (Sokal & Rohlf,
2000).

Les ajustements ont été réalisés a l'aide dedlmpttstimation non-linéaire" du module "Modéles
linéaires/non-linéaires avancés".

Toutes les analyses ont été considérées signifisatiour p<0.05.

11.2.3 Résultats et discussion

11.2.3.1 Composition isotopique éfO de I'eau d'arrosage, de la vapeur d'eau atmagpbét du sol

La signature en®0 de l'eau d'arrosage (ou eau sourd$, était trés stable tout au long de
I'expérimentation (-8.44+0.17%.; Figure 30). La sigme de la vapeur d'eau atmosphérigdg, (
moins stable queds entre et pendant les différentes journées de mgesiait en moyenne de
-11.80+0.65%0 (Figure 30). La différence endieet 5, a permis de déterminé*®0, qui représente
I'enrichissement de la vapeur d'eau atmosphérigueapport a la source. En moyena&0, était de
-3.6610.42%o le jour 1 (traitement C1), -3.56+0.5284our 2 (traitement S1), -3.37£0.82%o le jour 3
(traitement S2) et -2.93+0.81%o le jour 4 (traitemn@?). La composition isotopique &fD de la
vapeur d'eau atmosphérique est une composantetangrdu modéle d'enrichissement’&@ de
I'eau foliaire. Dans la plupart des études (Cerkaal., 2002; Brandest al., 2007; Sullivan &
Welker, 2007...), la valeur d&"0y est estimée &- (avece’ le fractionnement a I’équilibre causé par
les changements de phase de I'eau liquide a 'epewr): la vapeur d'eau est considérée comme étant
en équilibre isotopique avec la sourdg=gs€ ). Cette équation n'est vraie que lorsque les tiondi
environnementales sont homogénes. A 25°€9.1%o, et doncA'®0,=-9.1%.. La valeur moyenne
observée dans cette étude est donc supérieure dé&bis la chambre climatique, la régulation de
I'humidité relative se fait par brumisation a Wwas et I'eau utilisée est issue de la méme souee
l'eau d'arrosage (C. Bailly, communcation persdaheAinsi, 'hypothése selon laquel®0,=-¢" est

ici inappropriée. Cependant, lors des calculs satilt le modéle d'enrichissement ¥® de I'eau
foliaire (Tableau 14), lutilisation de valeurs A&O, proches de -3%. a surestimé I'ensemble des

parameétres relatifs a ce modeéle par rapport auxéis expérimentales. Lors du préléevement de
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Figure 31: Cinétiques journalieres pour les traits mesurémduactance stomatique pour la vapeur
d'eau gmoy; assimilation nette de GO A, efficience d'utilisation de l'eau intrinseque,n\y
composition isotopique eiC de la matiére organique soluble foliai®*Cyos; enrichissements en
¥0 de l'eau foliaire 4%0,) et de la matiére organique soluble foliaite¢®Qwvos) par rapport a la
source) en fonction des traitements. Les symbaldssvsont associés aux traitements a capacité au
champ (C10O; C2.L1), alors que les symboles pleins représententdax tftaitements avec contraintes
hydriques (S1®; S2#). Chaque point représente la moyenne + I'écag-tigpchaque traitement pour
chaque point de mesure.

L'effet traitement a été testé a l'aide d'une ANCQALA les moyennes par individus. L'effet "temps" a
été testé a l'aide d'une ANOVA sur I'ensemble demées obtenues pour chaque individu. Les effets
traitement et temps significatifs sont symbolisas ges étoiles : ***; p<0.001; **; p<0.01; *: p<®O

ns : non significatif. Un test de Levene a pern@s/drifier 'homogénéité des variances pour tole®s
variables (p>0.05).
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vapeur d'eau, du Gt de I'Q peuvent aussi étre piégés. Or, comme le montiiguee 7, le CQ et

I'O, ont des signaux trés différents et trés largersgpérieurs a I'eau. La présence de ces molécules
peut donc fausser la composition isotopiqueé®nobservée. Il aurait peut-étre fallu utiliser ruas

de l'azote liquide pur, mais un mélange azote tigtdarboglace ou éthanol. De tels mélanges
présentent des températures plus élevées et édéaringeler le COet I'Q,. Quoi qu'il en soit, méme

si 'hypothése selon laquellé®0,=-¢ était inadaptée aux conditions expérimentalesetie étude,

A0y a été considéré comme égakapour I'ensemble des calculs effectués.

Théoriquement, il n'existe pas de discriminatiams ldu prélévement d'eau par les racines. L'eawldu s
doit donc avoir une signature procheddeDans cette étude, la signature isotopiqu&@rdu sol 8s.)

était trés variable en fonction des traitements,il eéxistait une variation inter-pot du signal
relativement forte pour les traitements stressdsgiSS2), alors que les traitements a capacité au
champ (C1 et C2) montraient des valeurs relativéraenilaires (-8.03+0.36%., moyennexécart-type
sur I'ensemble des prélévements des deux joursspandants) et proches ai€¢Figure 30). Méme si

de I'eau était ajoutée toutes les deux heuredafirgajuster le poids des pots, et malgré la ctureer
des pots par des plastiques, des phénoménes datiapoont pu se produire, conduisant a un
enrichissement de l'eau du sol. En conséquencetdencichissement du sol, un enrichissement en
H,'®0 de l'eau circulant dans le xyléme jusqu'aux sitésaporation est a envisager, mais nous
n'‘avons aucune données pour le confirmer. La valedg utilisée dans les calculs d'enrichissement en
0 de l'eau £4'0,) et de la matiére organique solublé®Qyos) foliaires risque donc de biaiser les

données des traitements S1 et S2.
11.2.3.2 Effets de la contrainte hydrique sur lgsts mesurés

Des différences significatives de la conductanaenatique pour la vapeur d'eaundg ont été
relevées entre traitements (p<0.05, Figure 31).tragement S2 (stress fort) se différenciait trés
nettement des autres par des valeurs,designificativement plus faibles. Pour le traitem&2, la
conductance stomatigue moyennée pour I'ensembldndegdus représentait 60% des moyennes
calculées pour les traitements a capacité au chi@bpet C2). Ces résultats sont conformes a ceux
obtenus en annexe 2 pour une humidité volumiqu&ldé. Le traitement S1, censé conduire a une
diminution de 40% environ de la conductance stapati n'a pas vraiment apporté le résultat
escompté: quel que soit le trait analysé, aucufiéreince n'a été mise en évidence entre ce traiteme
et le traitement C2 (ANOVA, test post-hoc HSD dekdy). L'absence d'effet du traitement S1 peut
étre liée a une forte variabilité inter-pot d'huitéidvolumique par rapport aux autres traitements
(Tableau 15).
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Aucune différence entre traitements d'assimilatmaite de C@ (A) n'a été détectée, alors que
l'efficience d'utilisation de I'eau intrinseque ;{\&tait significativement plus élevée pour le gaient

S2 (Figure 31). Aucun effet du traitement sur lateau en eau des feuilles (p>0.05) n'a été observé,
ce qui confirme donc les résultats de lI'annexeldhdesquels la contrainte hydrique édaphique n'agi
sur le contenu relatif en eau des feuilles que pesrhumidités volumiques trés faibles (Figure 2 de

I'annexe 2).

L'eau foliaire était enrichie par rapport & la seufeau d'arrosage). Cet enrichisseméntQ(),
variant entre 10 et 20%. (Figure 31), correspond\algurs trouvées dans la littérature (Cernustak
al., 2005; Barnarcet al.,2007). Un effet du traitement snt®0, a été observé (Figure 31). Cet effet
n'était toutefois pas celui attendu, puisque sedtditement C1 se différenciait significativemeies
trois autres par des valeurs A€0, plus faibles. Pour la journée de mesure corresmund ce
traitement, le déficit de fraction molaire de vapealieau entre les espaces intercellulaires et
l'atmosphére \() était significativement inférieur (Tableau 15; eyenne 1.35 mmol modlde
différence, et jusqu'a 3.1 mmol rifadle différence maximale entre les journées corredguumnaux
traitements C1 et C2). Nous avons donc recalcud@rés I'équation théorique (Tableau 14) la
différence deA™0, censée étre observée entre les traitements C1 @o@2g=0.2 mol n? s?,
0=25.2°C, L=0.025m eA'®0,=-9.1%.. D'aprés ces calculs, le traitement C1 pig@isenter des valeurs
de A0, plus faibles de 1.3%. (pour une différence moyedee) a 2.9%. (pour une différence
maximale dev) par rapport au traitement C2. La moyenneAf©, pour le traitement C1 était de
13.2+0.6%o0 contre 15.9+0.8%0 pour le traitement C2, ce quiresgpond donc a une différence de
2.7%o, et est en adéquation avec les calculs prét®déompte tenu des différences observées entre
les journées de mesure pour les conditions envénmentales et de leurs répercussions sur les valeurs
de A0, entre le traitement C1 et les autres traitemdatsaitement C1 a été ensuite éliminé de
certaines analyses.

Puisque la fermeture stomatique est d'autant parsjuée que le stress hydrique est important, alors,
en théorie, I'eau foliaire devrait donc étre plogahie en'®0 pour le traitement S2. En moyenne, le
traitement S2 présentait des valeurd\f©, (16.7+1.1%o) supérieures de 1%o environ par rapgoxt
moyennes calculées pour les traitements C2 (1B%#Pet S1 (15.6+0.7%0). Mais aucune différence
significative n'a été mise en évidence entre keitements C2, S1 et S2 (Figure 31). En moyenne, les
traitements C2 et S1 présentaient une conductaomsque respectivement de 0.18+0.04 mdlsh

et 0.20£0.10 mol A s?, alors que la moyenne obtenue pour le traitem@rét&it de 0.10+0.03 mol
m? s*. En utilisant ces moyennes dg glors, une différence d&™0, d'environ 0.9%. doit étre
théoriquement observée (poBr25.4°C,v=14.8 mmol mof, L=0.025m etA'®0,=-9.1%.). Compte

tenu de la variabilité observée (écart-type comenise 0.7 et 1.1%o pour les moyennes\f©,), il
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n'est donc pas aberrant de ne pas avoir trouvgrdentation significative d&'®0, pour le traitement
S2.

La contrainte hydrique étant de trées courte dueieles échanges gazeux étant des mesures
instantanées, travailler sur des fractions telleslg matiére organigue totale ou la cellulosegiaété
inadapté. Nous avons donc étudié la signaturepgpie en°O de la matiére organique soluble, facile
a extraire, et représentant théoriquement uneratiég a court terme de WCe choix repose sur le
fait que la matiére organique foliaire soluble @sthposée en majorité de sucre, ce qui a été cénfort
dans notre étude par des mesures de pourcentadlesieO et de compositions isotopiques & et

0. En moyenne, les pourcentages d'azote étaidaesa0.67+0.30%), avec une variabilité toutefois
assez importante, alors que pour de la matiéreniiyge totale foliaire, ce pourcentage se situewauto
de 3.1+0.4% (moyennexécart-type obtenue pour leneh@édonculé sur I'ensemble des
expérimentations menées de 2004 a 2006). Un telcpotage d'azote correspond a 10% environ
d'acides aminés dans le mélange. Le pourcentagarbene des échantillons de matiére organique
soluble était, quant & lui, de 37.9+1.2% (valenférieures aux valeurs théoriques de glucose/fsacto
(40%) et de saccharose (42%)). Au cours de ma th@s#les que soient les analyses effectuées sur
des sucres solubles foliaires extraits, le pousggntle carbone était toujours inférieur au pouagEnt
théorique et avait des valeurs proches de cellserodes dans cette étude. Dans cette étude, le
pourcentage d'oxygéne était de 53.6+1.2% (analfgges sur 86 échantillons), et significativement
supérieur au pourcentage théorique (51.5%) calauldasbase de 80% de saccharose (Pitoal,
1997) dans un extrait de sucre pur. La présenceudees anhydres est certainement a exclure
puisqu'alors les pourcentages d'O auraient ét&aikbles et les pourcentages de C plus élevés.

La composition isotopique efC (©"*Cyos) des échantillons de matiére organique solubl@.g-2
-27.9%o) était de l'ordre des valeurs observées gesrsucres solubles extraits a partir de feuilees
chénes pédonculé de cette méme famille de pleiasfre&27.0+1.1%0 pour I'étude présentée dans le
chapitre 1.4.2.1, et -27.5+2.4%0 pour les donnédatives au chapitre [.3). La matiére organique
soluble était enrichie efO par rapport & la source de 30 & 40%. (Figure Gk valeurs sont en
accord avec les valeurs trouvées dans la littérapaur de la matiére organique soluble foliaire
(Gessleret al, 2007) ou prélevée dans le phloeme (Kaitedl.,2003; Cernusakt al.,2005; Barnard

et al., 2007; Brandet al., 2007...). De plus, la composition isotopique %@ moyenne (sans le
traitement C1),8®0Oyos= 28.6+1.3%o, était proche des valeurs obtenueslesirsucres solubles
foliaires aprés extraction (cf chapitre 1.3, &fO=29%.). Toutes ces analyses concourent a la
conclusion que ces extraits contenaient majoriteére des sucres solubles, méme si la présence
d'autres molécules (acides aminés, acides organiqtiganins) n'est pas a exclure. Une analyse HPLC

sur ces échantillons est prévue afin de déterntenguantité de sucres contenus dans ces extraits.
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Aucun effet traitement n'a été noté sur les valele@s$Cyos (Figure 31), en particulier pour le
traitement S2, pour lequel Vétait significativement plus élevé. Ces résultatst a I'encontre des
travaux de Peuket al. (2006) selon lesquels la signature isotopique”€nde la fraction soluble
foliaire est trés sensible & la contrainte hydridlseobservent en effet une augmentation signifiea
du signal isotopique (environ 1%.) chez des proveesnde hétre soumises & une sécheresse
édaphique. Cependant, le stress imposé dans I'dauéeukeet al. (2006) est plus fort que celui de
notre étude.

De la méme facon que post?0,, un effet traitement a pu étre observé pbtiOyos. Le traitement
C1 présentait, en moyenne, des valeursAf®yos plus faibles (de 4%. environ) que les autres
traitements. Toutefois, contrairemenA0,, les moyennes d&'®0y0s des traitements C2, S1 et S2
étaient trés proches (respectivement 37.4+1.2%6366%o et 37.1+0.8%o).

[1.2.3.3 Stabilité des mesures au cours de la fEirn

En phytotron, les conditions environnementalesefixént inhibé les rythmes circadiens d'échanges
gazeux, puisque les consignes ont été établiesode & maintenir une intensité lumineuse, une
température et une humidité relative constantedaera période de jour. L'analyse de l'effet "tetnp
(basé sur les moyennes par traitement et par pl@innesure, Figure 31) montre que les valeurs
moyennes pour chaque trait étaient relativemebtestdout au long de la journée. Quelques proéls d
variation sont toutefois remarquables. Tout d'alWird, augmentait tout au long de la journée. Cette
augmentation était liée & une diminution dg, geffet "temps" significatif & 10%), alors que 4 était
plus stable. Nous n'avons observé aucun effet '&&mipsur la composition isotopique &€ et*®0

de la matiére organique soluble, ni A4fO,. L'absence d'effet "temps" est relativement sugmée,
notamment pour les variables,,g A®OL et A™Owos. En effet, & partir de 8h, les conditions
climatiques de la chambre climatique était modifl@lumage des lampes, et modification des
consignes de température). Pour que les conditibmatiques (température) atteignent la consigne
fixée, une heure environ était nécessaire. La gnemiesure de conductance stomatique aurait donc
di étre plus faible. De plus, étant donné que, Ud, des stomates sont censés se fermer, un
enrichissement elfO de I'eau mais aussi de la matiére organiqueiplpsrtant était attendu en début
de journée. Ceci laisse donc supposer que les wendtaient ouverts pendant la nuit, comme I'ont

montré des travaux récents pour différentes espigresises (Barbouwat al, 2005).

Le fait d'installer les plants en phytotron permetait, en théorie, un contrle optimal des
conditions climatiques, ce qui n'a pas été le cabine différence relativement faible dev entre
journées de mesure s'est traduite par des variatiende A0, importante (2.7%o), et beaucoup

plus marquée que celles observées en réponse adatcainte hydrique (1%.). Cependant, méme
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Figure 32: Relation entre I'enrichissement &0 de la matiére organique solubl&*¥0y0s) par
rapport & la source et I'enrichissement'%h de I'eau foliaire 4'®0,) par rapport a la source. Les
symboles vides sont associés aux traitements ecib@pau champ (CQ; C2L]), alors que les
symboles pleins représentent les deux traitemerts eontraintes hydriques (WL: S2#). Chaque
point représente une feuille. La droite en tradiplreprésente l'ajustement linéaire obtenu sur les
données:A*¥0y0s= 1.3IN%0, +17.2 (R2=0.48; p<0.001). La droite en pointilléspaur équation:

A¥0y0s= 0.70N'%0, +25 (R2=0.47; p<0.05).
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si l'effet escompté des différents niveaux de cormintes hydriques n'a pas été atteint, une
variabilité importante a pu étre créée pour l'enserhle des traits mesurés (traitement C1, exclus):
gs 0.04-0.46 mol CQ m? s% A: 5-33 umol H,0 m? s W;: 47-230 pmol CQ mol™* H,0;
5 %Cros: —29.5 - —26.2%A™0, : 12 & 20%0;A¥Owos: 35-40%0. Enfin, malgré les oscillations des
variables climatiques (Figure 26), peu de variatiom journalieres pour les différents traits
mesurés ont été mises en évidence (Figure 31), cpermettant par la suite l'utilisation d'un
modéle & I'équilibre pour décrire les variations deA™0, et A*Oyos en fonction des données

climatiques et de la conductance stomatique.

11.2.3.4 Enrichissement €0 de la matiére organique par rapport a l'eauifelia

Pour certaines feuilles (récoltées a 8h et a 18t9,double analyse a été men®€0O, sur une moitié
de feuille, etA®0y0s sur l'autre. Une relation a été mise en évidemtxe €es deux paramétres, tous
traitements confondus:

A™®0\0s=1.3*A™0, +17.2 (R2=0.48; p<0.001; Figure 32).

L'enrichissement elfO de I'eau foliaire explique 48% de la variatior'derichissement efO de la
matiere organique soluble (Figure 32). Le pouragmide variation expliquée est trés inférieur aicelu
observé par Gesslet al. (2007) (93%). Le modéle reliant I'enrichissement'eu foliaire ('%0,) a
celui de la matiére organiqu&*fOy.s) fait apparaitre le facteay,. (ordonnée a l'origine, Tableau 14).
Ce facteur représente le fractionnement associngichissement efO des molécules organiques
portant des fonctions carbonyles par rapport & lgemns laquelle ces molécules ont été synthétisées.
Dans cette étude, la matiére organique solublé étaichie de 17.2%. par rapport a l'eau foliaire,
valeur inférieure au fractionnement théoricgyg, compris entre 25 et 30%0 (Sternberg & DeNiro,
1983; Cernusakt al, 2005; Barnaret al, 2007; Gessleet al, 2007). Toutefois, en fixamt,. & 25%o,
nous avons obtenu une relation significative (p§).®u A0, explique 47% de la variabilité de
A™0y0s (Figure 32).

Ces divergences dg,. et de R2 peuvent étre attribuées a: (i) la préselec molécules organiques
autres que les sucres dont I'enrichissement@est plus faible et dont la présence est variabtee

les échantillons; (ii) un rechargement en eau dbsrdillons, malgré les précautions prises, lors de
leur transfert dans les capsules avant analyssgfteature eri’O de la vapeur d'eau atmosphérique du
laboratoire étant de —13%o environ, une réhydratadies échantillons peut conduire a une diminution
du signal isotopique enO); (iii) des variations rapides da'0, en réponse aux fluctuations
environnementales (Figure 26), contrairement®®y,0s qui ne se trouve en équilibre isotopique que
plusieurs heures plus tard (Barbetiral, 2000a; Barnarét al, 2007; Gessleet al, 2007).
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Figure 33: Relation entre I'enrichissement 8® de I'eau foliaire par rapport a la sour8&Q,) et la
conductance stomatique pour la vapeur d'egd).(@haque point représente la moyenne calculée pour
chaque individu de chaque traitement (traitement eRitlus). Les symboles correspondent aux
différents traitements: C2 (capacité au champ)1 (contrainte hydrigue modéré®):S2 (contrainte
hydrique forte):l. La courbe en trait plein représente I'ajustemafd, =(1.1*17.4/g.q)*(1-Exp(-
Ond/1.1)) (R2=0.35).

A180|_
8h 10h 12h 14h 16h 18h 20h

g-8h -0.59** -0.48* -0.28 -0.01 -0.02 -0.45* -0.46
g-10h -0.51* -0.34 -0.17 -0.06 -0.25 -0.58*
g-12h -0.34 -0.10 -0.17 -0.34 -0.44
g-14h -0.36 -0.30 -0.35 -0.66**
g-16h -0.25 -0.19 -0.61**
g-18h -0.53** -0.69**
g-20h -0.78%*
Omoy 2 -0.55%* -0.36 -0.27 -0.29 -0.44 -0.76**
Omoy 3 -0.35 -0.26 -0.25 -0.44 -0.73**
Omoy 4 -0.20 -0.20 -0.43 -0.72%*
Omoy 5 -0.15 -0.39 -0.67**
gmoy 6 -0.41 -0.66**
gmoy 7 -0.63**

Tableau 17: Coefficients de corrélation de Pearson pour Keswalbivariée des corrélations entre
I'enrichissement efO de I'eau foliaire par rapport a la sourd&@,) déterminé pour I'ensemble des
feuilles récoltées a 8h, 10h,... 20h et les diff&aptau cours de la journée (mesurés a 8h, 10h, ...,
20h), ainsi que les moyennes deggur les deux (g, 2), trois (gnoy 3, quatre (goy 4, €iNg (Gnoy 5), SiX
(Imoy o), €t sept (goy 7) derniéres mesures avant récolte. Les corrélasigmsficatives a 5% sont notées
en gras et symbolisées par **; les corrélationnifigatives a 10% sont notées par: *. Pour I'endemb
des analyses, n est compris entre 12 et 15 (n=A®spmnd a 5 feuilles (une feuille par individu)
récoltées pour chaque point de cinétique et poanjh traitement (C2, S1 et S2)).
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1.2.3.5 Relations entre l'enrichissement ¥® de la matiére organique, de l'eau foliaire et la

conductance stomatique

Lorsque les variations de E sont causées palgrs une relation négative est censée étre \dxser
entre E e\'®0, et donc entre get A0, (Tableau 3 et Figure 6 de I'encadré 4). Dans éétige, la
conductance stomatiques(@t la transpiration (E) étaient positivement étfres (R2 de 96%), alors
gu'aucune corrélation entre E etn'a été observée (p>0.05). Ainsi, conformément &hEorie
(Encadré 4), une relation négative entreeigh’®0, a été mise en évidence (Figure 33). L'équation
théoriqueA'™ 0, =A"0, (1-€”)/0 (Tableau 14) a été modifiée de sorte & mettrevielesce la relation
entre getA %0, :

g

ANE

N gi A0 (1-exp

L

) (Eqgn 11)

s
ol 'B" (en mol n’s?) représente le rapport: G/ avec C la concentration molaire de I'eau et D la
diffusivité de BOS,

L'ajustement de ce modéle donne un R? relativerfeéble (35%) entreA'®0, et g (Figure 33),
soulignant ainsi que 65% de la variabilité A0, n'est pas expliquée pas §ette variabilité peut
avoir été causée par: (i) les phénomenes d'évamogti ont conduit a un enrichissement de I'eau du
sol. En effet, nous avons pu constater que la Bigna@n'®0 du sol variait entre les pots pour les
traitements S1 et S2. La valeur dleutilisée dans le calcul d&'°0, est donc certainement erronée
pour les individus des traitements S1 et S2. @i)variabilité a aussi pu étre créée par les fldicing
des conditions environnementales (Figure 28) edmotent dev. Le modéle a I'équilibre n'était donc
pas forcément approprié a notre jeu de données.

Cet ajustement a aussi permis d'estimer les différparameétresA’®0, (enrichissement effO de
'eau située au niveau des sites d'évaporation)diktance effective du trajet entre les sites
d'évaporation et les veines) & (nombre de Péclet) chez le chéne pédonculé (Tableh.
Connaissant Cy et D, le parameétre L a pu étre calculé a partitadealeur de 8". L'ajustement
observé était: A0, =(1.1*17.4/g,0)*(1-Exp(-Gnd/1.1)), d'ou: A0~ 17.4%.. Pourf=1.1, alors
L=2.1cm (pounv=14.8 mmol mof et0=25.4°C). Cette valeur de L est en accord aveddesées de
la littérature. En effet, plusieurs études ont m@ijue L était compris entre 0.4 et 16.6 cm (Weing
al., 1998b; Barbour & Farquhar, 2000; Barbatral, 2000a; Keitelet al, 2003; Cernusalet al.,
2005; Brandet al, 2007). Compte tenu de la gamme de variationsdengre 0.07 et 0.33 mol ™
s%, le nombre de Pécletd(=g*1/B) varie respectivement entre 0.06 et 0.3, ce duinésrieur aux
valeurs présentées par Waegal. (1998b) pour le genrQuercus(0.45, 0.54) ou pour les arbres
décidus (moyenne de 0.59+0.20).
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Figure 34: Relations entre la conductance stomatique pouapewr d'eau (g), I'assimilation nette de GO
(Aing), l'efficience d'utilisation de I'eau intrins@q(\,.q), la composition isotopique €AC de la matiére
organique soluble foliairedtCyos) et les enrichissements éf0 par rapport & la source d'eau de l'eau
foliaire (A'®0,) et de la matiére organique solub¥e®Oyos). Chaque point représente la moyenne (+'écart-
type) pour chaque individu de chaque traitements kgmboles vides sont associés aux traitements a
capacité au champ (QQ; C2L]), alors que les symboles pleins représentent éesx draitements avec
contraintes hydriques (S®; S2M). Les équations des régressions (en traits ca)tisignificatives
(p<0.05) et les R2 correspondants sont indiqués daaque graphique. Les courbes et droites enilfgsnt
représentent les régressions "consensus" obtelanssla partie précédente de ce manuscrit, et diégea
Wia=-5.6*Ag,+155.9 (R=0.42, p<0.001); W;=-46.1*Ln(q.)+4.3 (R=0.79, p<0.001).
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Excepté pour la premiére feuille de chaque arbirelté&e en début de journée, nous disposions dé 2 a
mesures degar feuille avant récolte. Des corrélations onsapu étre établies entre les valeurs de
A™O, et ces différentes mesures deamsi que les moyennes desyr les 2 & 7 derniéres mesures
(Tableau 17). Selon les séries de feuilles obser(gie définie selon I'heure de prélévemexifip,

et la conductance stomatique n'étaient pas cor@tides les premiéres, sixiemes et septiemessérie
de feuilles récoltées (respectivement a 8h, 1808) tontrent des corrélations significatives entre
A™O, et g, avec des R? allant jusqu'a 61%. Si toutefoisyideurs deA'®O, n'étaient pas corrélées
avec I'ensemble des mesures et moyenneg deug nous attendions a ce @&, soit corrélée avec

la mesure deggprécédant directement le prélevement de la few#lequi n'est pas le cas.
L'enrichissement efO de la matiére organique solubl&¥,0s) était censé fournir une intégration
temporelle plus importante de la conductance sigot(Keitelet al, 2003). Nous nous attendions
donc & des R2, pour les relatioA$®Oyos Vs g supérieurs a ceux observés enWéO, et g.
Cependant, au niveau individuel, aucune corrélailarété mise en évidence entgg et A™®Oyos. De
méme, aucune corrélation significative n'a été mlgseentre\'®0y0s et I'ensemble des mesures (g-8h,

g-10h..., g-18h) et moyennes dg(@hnoy 2 ---Omoy ¢ (dONNées non montrées).

Les variations de g, au niveau individuel, n'expliquent que 35% de lavariabilit¢ de A™O, .
Malgré cette forte imprécision, le modeéle théoriquaeliant A0, et g s'ajuste sur nos données
expérimentales. Les valeurs des paramétres du moeéti'enrichissement erf®0 de I'eau foliaire
trouvées dans cette étude sont conformes aux valsutrouvées dans d'autres études. L'analyse
de la signature en®O de la matiére organique soluble n'a pas permis dffiner les relations avec

la conductance stomatique, alors qu'elle aurait dipermettre une meilleure estimation de celle-ci.

[1.2.3.6 Validité de la double approche isotopique

La théorie prédit que lorsque la variabilité ddfiteence d'utilisation de l'eau est causée par la
conductance stomatique, une relation positive &if@ etA®0 (et négative entra™C etA'0) doit

étre observée (relation 2 du tableau 4). Pour ealigtte double approche isotopique, les corrélatio
ont été établies sur les moyennes individuellesmes le traitement C1. Dans cette étude, la véitébi

de g expliquait 87% de la variabilité de l'efficienctilisation de I'eau intrinséque QAFigure 34).

Les relations entre;g ou Ang et W,y étaient négatives (Figure 34), et comparablesralations
globales présentées sur la figure 16 (chapitré)l.4e décalage entre les régressions obtenues dans
cette étude et les régressions globales (Figurs@at)surtout dues a l'utilisation de deux appsucs!
mesure d'échanges gazeux différents, un tel décalgant déja été remarqué pour I'expérimentation

sur les phénotypes extrémes de 2005 (données notréms). Conformément aux résultats montrés
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dans la partie précédente de ce manuscrit, ldaelantredCyos et g, était négative, alors qu'elle
est positive entré&Cyos et Wi (Figure 34). Enfin, les corrélations en#é®0, et W,/ Cyos
étaient positives et significatives. Ces corrétatieont donc en accord avec la relation 2 du tablea
Aucune corrélation n'a toutefois été détectée efi@yos et Wnd/dCyos, Ce qui est cohérent avec

l'absence de corrélation entf¥Oy0s et g.

Dans cette étude, la variabilité de Weétait liée a une variabilité de gcréée par différents niveaux
de contrainte hydrique. Dans une telle situation, ous avons pu montrer que la double approche
isotopique permettait de révéler la contribution degs sur W,. Utiliser cette double approche
isotopique dans le cadre d'études sur la variabilé entre génotypes chez le chéne pédonculé peut
donc étre envisagé.

11.2.4 Conclusions

Dans cette étude, une variabilité importante désuva deA™0, a été observée. Une grande part de
cette variabilité a certainement été causée papd#demes techniques liés au fonctionnement des
phytotrons. Cependant, méme si la part de la \itéalobservée des valeurs @¢°0, due aux
différents niveaux de stress était beaucoup plibéefaune relation négative a été obtenue enti®,

et g laissant espérer |'utilisation de l'outil isotapq'®0 comme estimateur de, ghez le chéne
pédonculé, mais seulement en conditions contrdlées.

Puisque l'enrichissement &0 de I'eau foliaire se transmet a la matiére omamifoliaire, celle-ci
doit pouvoir étre utilisée comme estimateur ddUme fois que ce point sera amélioré (cf ci-desjyou
une des perspectives & moyen terme est d'anadypedision avec laquelle I'enrichissement®ende

la matiére organique foliaire peut étre utilisé coenintégrateur de la conductance stomatique et sur
quelle période. Une expérimentation telle que cgllea été présentée dans ce manuscrit ne permet
pas de répondre a cette question, puisque les tomrglienvironnementales étaient totalement
artificielles (dans le but de limiter les variatiode conductance stomatique au cours de la jourthée)
faudrait donc faire une expérimentation ou lesaldes environnementales (photopériode, température
et humidité relative) présenteraient un rythmeadien.

Cette étude nous a aussi permis d'estimer les rgades facteurs L1 et A0, pour le chéne
pédonculé, valeurs qui sont en accord avec lesénde la littérature. Dans le cadre de cette gtude
nous avons utilisé un modele a I'équilibre pourridédes variations dé\'®0_ en réponse a la
conductance stomatique et estimer ces facteursiddéle semble convenir (Figure 33), mais pourrait
éventuellement étre affiné par l'utilisation d'urodale "dynamique", compte tenu des variations

environnementales observées. Un des objectifs deacail était aussi de vérifier si ces paramétres

104



Partie 11:**0 et conductance stomatique

variaient en réponse a la contrainte hydrique. Gedpet, les différences de gntre traitements
n'étaient pas assez fortes pour permettre d'obseesedifférences d&'®0,/ A™®Oyes, et donc de ces
parameétres. Enfin, nous avons pu montrer que laldapproche isotopique pouvait s'appliquer chez
le chéne pédonculé lorsque la variabilité deWd, 5°C, et A0 était causée par les conditions
environnementales, ce qui nous permet d'envisagefutlliser lorsque la variabilité est d'ordre

génétique.

Toutefois, plusieurs points de ce travail sont &iégr. Tout d'abord, nous avons observé que
l'utilisation de la valeur d'enrichissement ¥® de la vapeur d'eazfO,) calculée a partir de
prélévement de vapeur d'eau atmosphérique entraimaisurestimation de I'ensemble des paramétres
du modéle. L'explication la plus probable est queCd et de I'Q sont piégés en méme temps que la
vapeur d'eau, ce qui a pour effet d'augmentergeasien'®0. Or, cette valeur est une composante
essentielle dans la détermination de I'enrichisséraa 0 de I'eau foliaire. Au lieu d'utiliser de
l'azote liquide pur, il semblerait que l'utilisatide mélanges azote liquide-carboglace/éthanopkeit
appropriée. Outre les techniques de piégeage wpkeur d'eau, comme celle utilisée dans cette gtude
il existe d'autres méthodes pour accéder a la csitimo isotopique er®0 de la vapeur d'eau
atmosphérique (Barbour, 2007). Helliker & Griffit(@007) ont ainsi proposé d'exploiter la relation
entre la signature €0 de la vapeur d'eau atmosphérique et celle deftéiaire d'une Broméliacées
(Tillandsia usneoideps Etant donné que le signal isotopique de l'ediaife se reflete ensuite dans
celui de la matiere organique, l'analyse d'écHantlfoliaires de cette mousse permet d'accédar a |
signature enfO de la vapeur d'eau atmosphérique.

Dans ce travail, un enrichissementd de I'eau du sol a été observé, alors gue lesgpaisnt été
couverts par des plastiques. La valeur de la coitipossotopique de la source que nous avons donc
utilisée Qs) est certainement biaisée. D'autre part, seulegiemt échantillons de sol appartenant a
deux pots par traitement ont été analysés, cequipte tenu des résultats, est insuffisant.

Enfin, l'enrichissement elfO de la matiére organique solublE®y0s) n'a pas amené les résultats
escomptés. En effet, nous avions émis I'hypothésel'gnalyse du signal isotopique 80 de la
matiére organique soluble permettrait d'estimer cmmposition isotopique effO de l'eau foliaire
moyennée pour un certain temps et ainsi d'accédgreaconductance stomatique intégrée sur cette
période. Or, nous n'avons trouvé aucune corrélatmreA'*Oyos et g dans cette étude, alors qu'il en
existait entre get A0, ou 8" *Cyos. L'analyse de la matiére organique soluble faiast donc a
améliorer. Dans la plupart des études, I'estimai®ita composition isotopique €D du saccharose
se fait préférentiellement par l'analyse de la atigre isotopique efO de la matiére organique du
phloéme (prélévements non destructifs). De plagrds Barbouet al. (2000a), les changements des
conditions évaporatives au moment du prélévemenfealélles peuvent modifier le signal isotopique,
et nous pouvons supposer qu'il en est de mémallbstockage des échantillons. En effet, méme si
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toutes les précautions ont été prises pour lindephénoménes d'évaporation lors de la consenvatio
des échantillons (sachets fermés hermétiguememt),analyse immédiate de la matiére organique
soluble foliaire aurait peut-étre été plus judisieuD'autres causes de variabilité sont aussirdme

en compte: le rechargement en vapeur d'eau destéidms, ainsi que I'hétérogénéité de leur
composition biochimique. Dans le chapitre suivamatis avons donc testé si I'extraction des sucres
solubles foliaires, fournissant alors des échamisll plus homogeénes, pouvait étre envisagée pour

accéder & leur signature isotopiquée%n
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11.3 Analyse de la composition isotopique efO des sucres solubles foliaires

La majorité des études travaillant sur la signatsmeopique er’O de la matiére organique utilise la
cellulose extraite des feuilles ou des tiges (Weingl., 1998b; Barbour & Farquhar, 2000; Cernusak
et al.,2005), la matiére organique totale (Cernustlal.,2005; Gessleet al.,2007) ou la matiére
organique soluble (Barnaet al.,2007; Gessleet al.,2007). Aucune étude jusqu'a présent ne s'est
intéressée a la signature isotopique des sucreklesifoliaires purifiés, puisque leur signal egtmé

a l'aide de l'analyse de la signature'®h de la matiére organique soluble. L'extraction siesres
solubles foliaires nécessitent le contact de ldérebrganique soluble avec un milieu aqueux, €it ce
guelle que soit la méthode d'extraction utiliséau(ethanol, méthanol-chloroforme-eau et toutes leu
variantes). Compte tenu de la propension des mie@rganiques a échanger leurs oxygéenes avec
I'eau du milieu, est-il envisageable de travaidler des sucres solubles foliaires purs dont I'dloten

est tributaire d'une extraction en milieu aqueur@rRépondre a cette question, nous avons étudié
I'effet de la technique d'extraction sur la signaigotopique efO de sucres purs et de sucres extraits

de feuille de chéne pédonculé. Ces résultats antpétsentés sous la forme d’'une publication.
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Abstract

The operating procedure for extraction of leaf bl@usugars with methanol-chloroform-water from
Dickson & Larson (1975) required different stepgngswater. Our initial hypothesis was that this
water was able to exchange some oxygen atoms hétlsaluble sugars, thus altering their oxygen
isotope signaturedt®0s). Therefore the objective of this study was td the influence of the water
used for the extraction a¥°0s. To achieve this, two experiments have been maie water with
different %0 scanning a range of values from —20%. to +10%thin first experiment, extractions
have been carried out on pure sugars (glucosdpfea@nd sucrose) allowing to compare their oxygen
isotope signature before and after extraction. tAdlse three sugars were lighter after than before
extraction, but no effect of tH&O signature of the water used for the extractiahteen highlighted.
Moreover, a high variability in the percentagesafbon and oxygen of the extract has been found,
which would imply the presence of water moleculex thodifyd'%0s values.

The second experiment consisted in extracting solsilgars from leaf organic matter of four siblings
of pedunculate oak€Xercus robuiL.) characterized with distinct carbon isotope position of leaf
soluble sugarsd{®Cs). The effet of thé®0 signature of the water used for the extractiornheri®0
signature of leaf soluble suga®%0,s) was not obvious for all the siblings and no rielaghip was
observed betweed°C s andd'®0ys.

To conclude, this method was shown to be inapplicédr analysis of®0 signature of leaf soluble

sugars introducing a large variabilitydfOs.

Keywords

carbon isotope composition, leaf soluble sugarsthamml-chloroform-water extraction, oxygen

isotope composition, pedunculate oak.

List of abbreviations
5'%0s: oxygen isotope composition of pure sudafO,s: oxygen isotope composition of leaf soluble

sugar;3**Cs carbon isotope composition of pure sugdfC,s: carbon isotope composition of leaf

soluble sugar; %0O: percentage of oxygen; %C: péagerof carbon; %N: percentage of nitrogen.

109



Partie 11:**0 et conductance stomatique

Introduction

Evaporative enrichment fO of leaf water relative to soil water has firsebeshown by Gonfiantini

et al. (1965). At isotopic steady state, this enrichmesnt be related to leaf stomatal conductance
through the so-called Peclet effect (Farquhar &Htlo1993). Further, through isotope exchange (see
Barbour, 2007), the isotope enrichment of leaf watdransferred to organic molecules, which thus
are thought to reflect a photosynthesis-weightestage of diurnal variation in leaf water enrichment
At a leaf level, oxygen isotope compositiadi®Q) has mainly been estimated on water (Cernesak
al.,, 2002), bulk material (Jaggi al., 2003; Sheshshayest al., 2005), total soluble organic matter
(Barnardet al, 2007) or extracted cellulose (Waeal.,1998; Barbour & Farquhar, 2000). However,
to our knowledge, no study on tH© signature of extracted leaf soluble sugars has peblished up

to date.

To measure the oxygen isotope signatdté) of leaf sugars, they need to be extracted fiwrtdtal
leaf material. After Barnaret al. (2007), water soluble extracts from leaves cont#imer water
soluble organic matter than carbohydrates withfferaint 3'°0. Thus these extracts need to be further
purified. Extraction of soluble sugars from leages be done with different kinds of solvents: water
(Xu et al, 2004), ethanol (Brugnodit al.,1988; Gleixneket al.,1998; Chow & Landh&ausser, 2004) or
a mixture of methanol, chloroform and water (Waee¢lal.,2001; Gomezt al.,2002). All of these
solvents contain oxygen and are therefore pronextiiange with the sugars, influencing thé®
isotope signature. The exchanges of oxygen betwe@rble sugars and water are known to be
localized at the carbonyl group (Goto & Titani, 194whereas the oxygen atoms of the alcohol
groups are theoretically not exchangeable. Thezedae fifth of the oxygen in glucose can exchange.
If there is exchange of oxygen atoms between vaatdrcarbohydrates during the extraction, then the
water used for different series of extractions ayoratories would introduce a general shift on the

oxygen isotope signal measured and thus introdixasa

The objective of our study was to test if the oxygsotope signature of sugars is modified during
extraction and particularly if the isotope signatof the water used during extraction has a ndtieea
influence. To achieve this, we investigated thetfbf water with differend™0, from —20%o to +10
%o, during the extraction procedure on pure sugadsleaf soluble sugars. The extraction method is
the one described by Dickson & Larson (1975), usirgghanol-chloroform-water extraction mixture.
This method is used to extract leaf sugars foraaibotope analysis (Wanei al.,2001; Gottlicher

et al., 2006). The first part of this work was to verifytife known oxygen isotope signature of pure
sugars (glucose, fructose, sucrose) would be cldahgehe extraction procedure, and if a detected

change was related to tf%® isotope composition of the water used. To vatidhe method further,
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Water Abbreviations 50y, (%o)

Snow S2 -19.1
Snow S1 -17.2
Distilled water D2 -9.8
Distilled water D1 -9.2
Evaporated distilled water (1/2) E24 0.3
Evaporated distilled water El 4.8
Evaporated distilled water (1/4) E2p 9.6

Table 18: *®0 isotope composition of water solvent.
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sugars were also extracted from leaves of pedutecwlak Quercusrobur L.). These extractions
allow: (i) to verify if exchanges are in the sanmidey for pure sugars or for leaf extracts (ii) z@ss

the stomatal control on water use efficiency fodyeculate oak, through measurements of the carbon
isotope composition, an estimator of water useieficy, and the oxygen isotope composition of leaf
soluble sugars.

Material and Methods

Water

We have used seven different types of water inréinge of natural abundances&®fO: snow with
two different signatures (S1 and S2) that wereectdld in winter 2005 and filtered at 10 um; distll
water with two different signatures (D1 and D2) anéporated distilled water with three different
signatures (E1, E2and E2). Evaporated water E1 was a mix between seveegaated samples of
distilled water D1 after heating them at 65°C frbghto 50 hours. Evaporated water,EEd E2 were
obtained from distilled water (D2) that was heatiog45h and 94 hours respectively at 50°C. Each of
these types of water was used to prepare the eliffesolutions for the soluble sugar extraction. For
one extraction all the steps using water were dattethe same type of water. The different types of

water used showedO isotope compositiordt?Oy) from —20%o to +10%o (Table 18).

Plant and chemicals

Pure soluble sugars used were anhydrous glucogen@SAldricht), fructose (Prolabo) and sucrose
(Prolabo).

Soluble sugars were extracted from leaf organidenatf four two-year-old cuttings of pedunculate
oak Quercus robut.) (Qrl, Qr2, Qr3, Qr4) growing in 10L containépeat sand mixture 1/1 v/v) in

a greenhouse near Nancy (north eastern Franceprplete fertilization (4.5 g L of slow-release
fertiliser Nutricote T100; N, P, K; 13,13,13 + teaelements and 0.2 g'lof lime) was provided.
Plants grew in non-limiting conditions of water plp and temperature, with ambient €O
concentration, and under natural photoperiod. Foueight mature and fully exposed leaves were
harvested in June for Qrl and Qr2, and in Septefab&)r3 and Qr4, between 15:00 and 16:00 (TU)
after a sunny day. Leaves were then oven-dried@Qp65r 72h and ground to a fine powder using a

ball mill.
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Soluble sugar extraction

The method of extraction was adapted from Dicksobagson (1975) and described in Roussedl.
(submitted) with some modifications. There are fauain steps in the protocol: extraction,
purification, vacuum-drying and freeze-drying. Exiion was carried out using 50 mg of pure sugars
or organic powder with 3 ml of a three-part mixtuf methanol/water/chloroform (12:5:3, v/viv),
then 3 ml of a mixture methanol-chloroform (v/v)dah8 ml of water, and at least 0.75 ul of methanol
60%. The pellet was rehydrated with 0.3 ml of wated vortexed. Soluble sugars were then separated
from the aqueous extract through a multilayer ettwa column, consisting of (i) PVPP
(Polyvinylpolypyrrolidone, Sigma-Aldrich, Germant) retain phenols and tannins; (i) Dowex -50
(H") resin (Sigma-Aldrich, Germany) used for separatidramino acids from organic acids and
sugars and (iii) Amberlite IRA-402 (Qlresin (Sigma-Aldrich, Germany) used for separatdd
organic acids from sugars. Resins have to be umdtr for preservation during storage. Thus several
samples of resins were made, each of them witlifereint type of water (Table 18). The eluate was
reduced in a vacuum concentration system (speedHetn). As the pellet after being dried was
viscous, it could not be easily transferred intsil@er capsule for mass spectrometric analysissThu
water was added in order to obtain a solution @ivkm concentration (about 0.45 mg of soluble sugars
in 10ul of water), which was transferred in silv&psules (3 capsules e.g. repeats, for the same

extraction) and freeze-dried for 24h before isotapalysis.

Oxygen isotope composition

The O signatures of waters used in this experiment wamalyzed using the classical £O
equilibration method of Epstein & Mayeda (1953).eCon? of water was equilibrated with GGt
700 mbar and 25°C until the isotope exchange @acdach an equilibrium. Then G@as extracted,
separated from water vapor and analyzed offlinedbgl inlet (DI) with an isotope ratio mass
spectrometer Isoprime (GV Instruments, Manchestérited Kingdom). The overall analytical

reproducibility is £ 0.2%e.

0.5 mg of sugars were used to measure oxygen satomposition with a continuous flow isotope
ratio mass spectrometer Isoprime (GV Instrumentandtester, United Kingdom) coupled to an

elemental analyser EA 3028 (EuroVector, Milan yital

Values of oxygen-18 are reported in delta %.). The sample value is expressed relative to
international standard SMOW (Standard Mean OceateilVa

5'%0=(R-Ry)/R;.1000

where Rand R refer to the®*0/*°0 ratio in the sample and in the SMOW standargheetvely.
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5Cs (%) %C %N &°0s (%) %0
NE Extract. E Theor. NE Extract. E NE Extract. NE Theor. NE Extract. E
415 -11.5¢01 - 400 398 35906 * 004 004:002 301303 533 533:02 54817
253 -25.4#0.1 -~  40.0 39.7 36.2+1.2 0.02 0.05:0.02  285%0.2 53.3 53.240.1 54.440.8
-25.3 -25.240.1 421 419 37.9+1.1 0.02 0.04:0.02  29.4%0.2 515 51.3+0.2 50.9+1.3 -~

Table 19: **C and 'O isotope compositions (respectivedy’Cs and 5'%0s), percentages of carbon (%C),
nitrogen (%N) and oxygen (%0) for non extracted \MEd extracted (Extract.) sugars. Theoreticalesmlare
noted in the column Theor. Data are averages *f3bBree to five extractions. The effect of extraatiE) on
d"Cs, 505, %C and %0 was noted with a star when it was figmit at 5% and with "-* when it was non
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Carbon and nitrogen percentages and carbon isotmpeposition

One mg of soluble extracted sugars (pure sugargedisas leaf sugars) was used to determine the
carbon isotope compositiod'{C) and the nitrogen and carbon concentration witrtinuous flow
isotope ratio mass spectrometer (Delta S; Thermmigan, Bremen Germany) coupled to an
elemental analyser (Na 1500 Carlo Erba, Italy)dahon and nitrogen content on a mass basis. The
relative abundance 01C (%0) was expressed as:

d"C=(R-Ry)/R;,.1000

where R and R refer to the*C/*“C ratio in the sample and in the Pee Dee Belenstiadard,

respectively.

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using STRMICA Version 7.1 (StatSoft, Inc. 2005) and
effects were considered significant at p<0.05.

Comparisons between extracted and non extractedsstay percentages of O, C and N &€ were
performed using difference tests between mean \idbreall the extractions) for extracted sugars
versusstandard value, i.e. non extracted value.

Comparisons between extracted and non extractedrsugr oxygen isotope composition was
performed using difference tests between mean Valuextracted sugargersusstandard value, i.e.

non extracted value for each extraction with aedéht type of water.

Results

Comparisons of isotope and atom composition of paheble sugars before and after extraction using
different types of water

Values of oxygen and carbon isotope compositidi¥§¢ and 3°Cs, respectively), percentages of
oxygen, nitrogen and carbon of pure and extracters are shown in Table 19. For non extracted
sugars, percentages of oxygen and carbon were tddbe theoretical values. For extracted and non
extracted sugars, the %N was close to the detelatiitn For extracted sugars, percentages of oxygen
and carbon are variable and differ from theoreticalues as well as values obtained from non
extracted sugars. Percentages of carbon wereisagtify lower for all sugars. Percentages of oxygen
were significantly higher for glucose and fructasampared to non extracted sugars, whereas no
difference was obtained between extracted and mtraated sucrose (Table 19). THE isotope

composition of the extracts was not significantifyedent from the non extracted sugar values, eixcep
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Figure 36: Relationships between the oxygen isotope compasitiopure sugar3®Os) and the
oxygen percentage (%0). Open and closed symbalesemt respectively non extracted and extracted
sugars. For glucose (circles), the regression @qués : 5°0Os= 54.9-0.48*%0 (R2=0.86; p<0.05;
solid line). For fructose (squares), the regreseiguation is 5*0s= 55.1-0.50*%0 (R2=0.35; p<0.10;
dashed line). For sucrose (triangles), the regrassuation is 3*0s= 55.1-0.52*%0 (R2=0.70:;
p<0.05; dotted line).

3"CLs (%) %C %N 501 (%o) %0
Qr1 -28.3+0.1  37.8+1.1  0.20+0.03 30.1
Qr2 -30.8+0.1  39.8+1.1  0.23+0.05 29.0
Qr3 -26.2¢0.1  36.1x0.8  0.19+0.03 28.3 46.2+2.3
Qr4 -245+0.3  36.6+1.1  0.26+0.05 28.6 44.6+1.1

Table 20: **C and®0 isotope compositions (respectivél{’C s and 5'®0,s), percentages of carbon
(%C), nitrogen (%N) and oxygen (%0) for leaf sokiblgars. Data are averages = SD of three to five
extractions.
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for sucrose (Table 19), however the difference betwnon extracted and extracted sugars of 0.08%o is
under the precision of mass spectrometry (0.15%o).

Whatever the type of water used for the extractexiracted sugars were always depleted®
compared to non-extracted sugars by 0.1 up to J\2&ies observed for glucose) (Figure 35). The
extraction introduced a large variability in th# signature compared to the signature of non-
extracted sugars (for which the standard deviatoraround 0.2 %o, Table 18). Therefore, the
comparisons betweed®0 means for extracted sugars a1tD values of non extracted sugars for
each type of water was not always significant (Fégsb).

We have calculated the relationship betwd¥®s and 5'°0,, expected for 10, 30, 50% of oxygen
exchange between water and sugars (Figure 35).nfisguthat 1/8 of oxygen atom in hexose is
completely exchanged with water (with an oxygerndpe composition 05'%0,,), after mass balance
procedure, the sugar will change to:

(5*8"0s.ne+1* 8'%0,)/6 = 5"%0s. 10960

with &"®0s.ne the signature iffO of non extracted sugars adidOs.100the signature iffO of extracted
sugars if all the hexose molecules (100%) have angdd their oxygen. Then, for a proportioof
hexose molecules that have exchangeddfi@is therefore:

(1-X)* 8"°0s.ne +X* 8°0s.100= 8" "Os.ext

with 5%0s.c the signature ift®0 of extracted sugars fof6 of hexose that have exchanged their
oxygen. However, no significant relationship wasedted betwee®'®0,, and 5'°Os for all sugars
(Figure 35; p>0.05). Moreover relative differendetween sugars (non extracted glucose is the most
enriched whereas non extracted sucrose is thestighiere not conserved for the different extraction
(Figure 35). Nevertheless, strong negative relahigps between the percentage of oxygen and
5'®%0s have been observed (Pearson's coefficient frorB9—fb —0.93 and p<0.05 for glucose and

sucrose and p<0.10 for fructose, Figure 36).

Isotope and atom compositions of leaf soluble ssigar

Some residual nitrogen was found in leaf solublgaswextracts (Table 20). This means that amino
acid are present in the extract. Taking into actanraverage of each atom (C, H, N, O, S) for amino
acids, we have found that our leaf soluble sugaaets were contamined with 3% of amino acid. The
carbon percentage of extracted leaf soluble sugassincluded between 36 and 40% (Table 20). The
range of carbon isotope composition of soluble mig#°Cs) was large 5.3%o, and the repeatability
was high within extractions of a same individuadsshown by the standard deviation in the table 20.
According to a non-parametric test of Kruskall-Vigaltifferences 06'*C_s between individuals were

significant. The percentage of oxygen was only yse&l on two individuals and gave values around
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Figure 37: Isotope composition if®O of extracted leaf soluble suga®?®Q.s) depending on the
signature of the wateBfOy, %o) used for extractions. Data are averages +@Ddch individuals:
Qrl: e, Qr2: o, Qr3: o, Qr4: m. For Qrl, the regression equation i$'%0,s= 31.2-0.168'0,,
(R2=0.93; p<0.001; solid black line). For Qr2, tlegression equation is3:%0,s= 30.3-0.178'0,,
(R2=0.88; p<0.001; dashed line). For Qr4, the regsiom equation is5'%0 s= 28.7-0.036°0y,
(R2=0.40; p<0.05; thin line). No significant retati at 5% for Qr3 has been highlighted.
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45%. The percentage of oxygen was not correlateld thé oxygen isotope composition of extracted
soluble sugarsy®0,s).

5'%0.s average values were included between 27.1 ands3109 all the extractions and the overall
individuals. Differences if?O signature were significant between Qrl and Q2 the differences
between their respectiv@®0, s were conserved and similar for all extractionsg(é 37). The
difference between Qr3 and Qr4 was not significant no clear trend was observed WtfO,.
With a covariance analysis (separate slopes moufek)ding the individual as a qualitative variable
and 80y, as a quantitative variable, we have shown sigmitieffects (p<0.001) 080, s for the
variable individual and for the interaction indival*3'®0,. These findings imply significant
differences among slopes of the relationships betw&°0.s and 3°0y. With this model,
50,5 averages for each individual have been estimafedlé 20) and no correlation has been

observed between these means &, s values (R=-0.50; p=0.50).

Discussion

Comparison of isotope and atom compositions of paheble sugars before and after extraction

In aqueous solution, monosaccharides are presesik idifferent forms that are in equilibrium. For
glucose, these forms are: the open-chain form thighfree aldehyde function, the hydrated aldehyde
(gem-diol), two pyranose forms, and two furanosen® (Maple & Allerhand, 1987). The hydration
process during which oxygen exchange can occun i@ open-chain form (free aldehyde or ketone
functions).

The oxygen exchange rate depends on the propatiomle fraction of open-chain species present in
the aqueous medium (Wertt al, 1981). However these forms generally don't excéeio at
equilibrium for monosaccharides at 25°C and foHagh 7 (Megaet al., 1990; Cortest al.,1991).
Therefore, the rate of oxygen exchange at 25°Cois ¢§Risley & Van Etten, 1982). According to
Risley & Van Etten (1982) this is due to the relatstability of the ring forms of the sugars. The
percentage of open chain at equilibrium compardatieédautomeric forms is dependent on the type of
sugar molecule: for fructose, it is 0.8% (Megaal, 1990), whereas for glucose, it is 2.8%%6
(Hayward & Angyal, 1977). Therefore the oxygen exule between water and fructose is higher than
with glucose (Megat al, 1990). Sucrose is a disaccharide composed ofraecule of glucose and
one molecule of fructose. It is a non-reducing stigat has no open-chain form: neither of the riisgs
able to open, which should make oxygen exchanggiosa theoretically impossible. Nevertheless, in
the present study, we have observed a depletitefiO signature of sucrose, as well as for the other
hexoses (glucose and fructose). Thus, these damatan not be related to oxygen exchanges with the

solvents of the extraction. This finding is suppdrby the fact that no correlation has been obderve
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%C %0
anhydrous hexose 40 53
monohydrate hexose 36 57
dihydrate hexose 33 59
pentahydrate hexose 26 65
sugar
anhydrous sucrose 42 51
monohydrate sucrose 40 53
dihydrate sucrose 38 55
pentahydrate sucrose 33 59
amino acid 32-65 16-48
organic acid (mon_ocarbo>_<y|i_c acid _with short carbon chain, monoacid as pyruvate, diacid as 19-67 19-76
succinate, triacid as citrate)
tannin gallic acid, ellagic acid, gallotannin, ellagitannin 49-56 42-47

Table 21: Percentages of oxygen (%0O) and carbon (%C) of molecules that may be found in leaf soluble sugar

extracts.
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Figure 38: Relationships
between the percentages of
carbon and oxygen calculted
for the extract versus the
content of water (from 0%
(dry sugars) to 100% of
water). The grey areas
represent the range of values
found for the percentage of
carbon (light-coloured) and
for the percentage of oxygen
(dark-coloured) for each
sugar extraction. ¢: if 100%
of sugar molecules of the
extract are monohydrates; +:
if 100% of sugar molecules
of the extract are dihydrates;
*: if 100% of sugar
molecules of the extract are
pentahydrates.
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between thé®0 composition of hexose$'fOs) and the'®O isotope composition of wated'tOw)
(Figure 36).

13C isotope compositiondt’Cs) was used as an indicator of a potential contatisinaf the sugars
during the extraction procedure. A potential contation could arise in particular from the resihatt
contain carbon polymer. However, as no differere® leen observed before and after extraction, no
molecule containing carbon has polluted the extrastcarbon molecules often bring oxygen atoms,
the oxygen isotope compositiod'iOs) is not perturbed by such a contamination. Eveha®"Cs of
extracted sugars has not changed, this is notabe for the carbon and oxygen percentages which are
highly variable among the overall extractions (stendard deviation in Table 19). The average of
carbon percentage for the three sugars was loveer ttie theoretical percentage or the percentage
observed for the non extracted sugars, whereapdhentage of oxygen was higher for extracted
glucose and frutose and similar for extracted semmmpared to non extracted sugars.

A lower percentage of carbon and a higher percentdfgoxygen are explained by adding water
molecules to the extract. As the samples used for 2@ %C determinations were distinct (two
different mass spectrometers), these two variatbesd not be related. However, the %C and %0
determined in the extracts has been related tpéheentage of water needed to have these observed
ranges of values (Figure 38). From this analysescauld expect the presence of around 10% of water
in our samples. The water molecules can have twaces. First, freeze-drying may have been partial
and heterogeneous among capsules. This impliesudbats conserved molecules of water solvent, but
in a "non-equivalent fashion". In this case, thalgsis of3'°0 of extracted sugars'fOs) may reflect

the &'°0 of the water solven®t®0y,). However, no correlation betweé"Os and &'°0y, has been
observed. Thus water can be conserved but thistishe factor that determines tH®© signature of

the sugars. A second source of water can be assignevater vapor. Indeed sugar molecules are
highly hygroscopic. As atmospheric water vapoudépleted in**0 ('°0y=-13.3%o: value obtained
from atmospheric sample in the lab), a higher presef water vapor in the samples would decrease
5'%0s and thus result in the observed negative corazidietween the percentage of oxygen &Hds
(Figure 36). Frond'®0s for each extraction anit?0y, the percentage of water presents in each extract
has been recalculated with a mass balance progedure

3'®0s.ne(1-X) + 80y *x=8"0s ¢

with &'®0s.ne the signature ifO of non extracted sugas;?Os.e the signature infO determined for
extracted sugars, and x the proportion of wateemdes present in the extract.

This calculation leads to a proportion of water @soles included between 0 and 8% for all the
extractions and the three sugars. This proporian accordance with the proportion previously fdun
with %C and %0O. Therefore, if exchanges of oxygetuoduring the extraction, this phenomenon is

partly hidden by the association with "external"tevamolecules. With this experiment, we may
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conclude that the hygroscopic properties of sufastheir ability to attract water molecules) dne

source of the variability in thEO signature.

Isotope and atom compositions of leaf soluble ssigar

The percentage of nitrogen found in the extractslied the presence of molecules such as amino-
acid. Therefore, amino-acid may not be completetgined by the resins and the same phenomenon
can be hypothesized for organic acid. Moreover, le@ves contain high quantity of tannin and
polyphenol that are not completely retained byRMPP as indicated by the yellow coloration of the
final extract. All of these molecules have diffear&C and %O (see Table 21 for examples) compared
to sugars. The presence of those molecules irslegdr extracts could explain why the observed %C
and %O are lower than expected. Indeed, since theemt@ge of oxygen for monosaccharide and
disaccharide is 53.3% and 51.5% respectively anfibrapedunculate oak, sucrose represents about
80% of leaf soluble carbohydrates (Picetnal, 1997), therefore we expected that the percermége
oxygen would be close to 51.5%. In the same washarepercentage was expected to be close to
41.6% supposing that extract is mainly composeduofase. All these observations imply that the
extract does not exclusively contain soluble sugdosveverd**C s is in the range of values expected
for leaf soluble sugars (Brugnoli & Farquhar, 2086y are in good agreement with values found for
pedunculate oak by Picoat al. (1997) (-31 to —28%.) or by Roussel al. (submitted) (-28.9 to
-24.7%o).

Moreover, the oxygen isotope composition of extrdcleaf soluble sugar$'{O.s) was included
between 27.5 to 31.9 %0, which was in agreement thighreview of Schmidét al. (2001) where the
80 composition of carbohydrates in plants variedf28 to 36%.. However, our values are a little bit
lower than values obtained for leaf or phloem oiganluble matter (between 25 and 40%o) used as a
proxy for 80 of sucrose (Keitedt al.,2003; Barnarct al.,2007).

Contrary to pure sugars, relationships betw&é@,, and 5'*0,s were observed but not for all the
individuals, whereas no correlation was reporteiivbend'®0,s and the percentage of oxygen. The
mix of leaf soluble sugars with other molecules rmaye decreased the hygroscopic properties of the
extract. Therefore, this allows to highligl® exchanges between sugars and water of extra@tion
found for individuals Qrl, Qr2 and Qr4). Howeveretmagnitude of these exchanges are not
reproduced between the two different campaignsxohetions (the first using Qrl and Qr2 organic
matter, and the second using Qr3 and Qr4 organiterjjaand this phenomenon is not well
understood yet.

The different trees for which leaves were harvested'®0, s represented a range of carbon isotope
composition of soluble sugars (Table 20), indigatnlarge range of water use efficiency. For these

trees it has been shown (Rousstehl, submitted) that the variation in water use efindy is largely
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due to variation in stomatal conductance for wagror (g) and a positive relationship betwe&riC

of leaf soluble sugars and lgas been obtained. According to Farquitaal. (2007), when trees are in
the same environmental conditions, at lowgrtlie average leaf wat&t°0 would be expected to be
more enriched than at greater s organic matter is expected to reflect the atigre of the water
where it is produced, a higher signaturé®® of leaf soluble sugars would reflect a lowerlg this
study, differences iR™C.s were not reflected ‘%0, s values and no relationship was observed
between 3*C.s and 5®%0,s. Therefore, the analysis @O,s as a tool to dissociate stomatal
conductance and photosynthetic capacity from waderefficiency and thus carbon isotope

composition is not convincing.

Conclusions

To our knowledge, few data concern the analyssobfble sugars extracted from leaves. In this paper
we have shown that the use of pure sugars tohesxtraction procedure is not relevant since their
hygroscopic properties may hiddD exchanges between sugars and water of extradfimnleaf
extracted sugarsfO exchanges are more obvious. However, we need etgerimentations to
confirm this process. One objective of this worksvia study the possibilility to us&0 composition

of leaf soluble sugars to dissociate the effecassfimilation of C@ from stomatal conductance for
water vapor on water use efficiency. At this stagethe experiment, the variability between

individuals found for leaf sugafC composition was not reflected in sudf® composition.
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I1.4 Conclusions

L'objectif principal de cette partie était de viénifsi 'outil isotopique®O pouvait étre utilisé comme
estimateur de gafin de dissocier les composantes photosynthéggtranspiratoire de \WLa double
approche isotopique”C/*®0) a été validée lorsque la variabilité de la cataince stomatique était
créée par les conditions environnementales. Unlys@actuellement en cours, sur les 54 génotypes
de chéne pédonculé étudiés au cours de 2006 peardetvalider cette approche lorsque la variabilité

n'est plus environnementale mais génotypique.

L'utilisation de la matiere organique soluble, ant tqu'estimateur de la conductance stomatiquie res
a perfectionner (conditions de préléevement, de emmasion... des échantillons). Cependant,
l'utilisation de matiére organique soluble semliie plus appropriée que I'analyse de sucres saluble
extraits. En effet, I'obtention de matiére orgarigoluble ne nécessite pas d'étapes d'extractiens,
qui permet donc un gain de temps considérablejrétatuit pas de biaisia les étapes d'extractions
sur la signature elfO. De plus, si de futures expérimentations permette montrer que la signature
en’®0 de la matiére organique soluble foliaire représeme estimation intégrée dans le temps de la
conductance stomatique, il s'agira alors d'un deg# intéressant pour analyser un grand nombre
d'individus en un temps relativement court. Cetiprache pourra alors étre utilisée dans le cadre

d'étude de génétique quantitative.
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Conclusions/Perspectives

Cette thése s'inscrivait dans un projet combinankdpproches: écophysiologique et génomique afin
de comprendre les mécanismes physiologiques enhggnes sous-jacent a la variabilité d'efficience
d'utilisation de l'eau chez le chéne pédonculé. Mase ne portait que sur l'approche
écophysiologique. Elle a permis d'apporter les @B conclusions relatives a la premiére étape de
ce projet, a savoir déterminer les causes physmleg et /ou anatomiques de la variabilité observée
en conditions non-limitantes. Pour ce faire, de Im@ux traits foliaires physiologiques (capacité
photosynthétique, conductance stomatique...) ettstraiex (anatomie foliaire), mais aussi des traits
"plante entiére" (productivité...) liés a l'efficiemd'utilisation de I'eau ont été analysés. De tmss
traits, la conductance stomatique et ses compaséatatomiques ou réponse a l'environnement) est
celui qui contribue le plus a la variabilité génét intra-famille observée. Cette premiére étape
comportait aussi une étude consistant a vérifiemlaité de la double approche isotopigti€(°0)

afin de décomposer des différences d'efficiencetilidation de I'eau en composantes
photosynthétiques et transpiratoires. Les travaelatifs a cette étude ont donné des résultats

encourageants, mais de nombreuses amélioratioherscore a apporter.

Bien que les travaux présentés dans ce manusaritedd des pistes quant a ce qui détermine la
variabilité de l'efficience d'utilisation de I'eaw sein de cette famille de chéne pédonculé, ils ne
permettent pas d'assigner de fonctions précisesémions génomiques liées a la variabilité d&C
détectées par Torti (2005) et Brenéelal. (2008) (Figure 8). En effet, les génotypes conatit les
phénotypes extrémes comportent des combinaisotélelade différentes régions génomiques qui
vont en faveur d'une forte ou d'une faible efficierd'utilisation de I'eau. Une fagon d'étudier une
région spécifique du génome et de constater soticatipn sur la détermination du phénotype est
l'utilisation de mutants ou de lignées particuképeur la région d'intérét. Chez les arbres, npara
chez le peuplier, ce genre d'étude n'est pas pegsinps de génération trop importants). Cependant
au cours de ma thése, nous avons utilisé une alteraative concernant le choix de 54 génotypes, et
pour lesquels seules quelques données ont étéé&asrdans ce manuscrit. Pour étudier l'impact de
certaines de ces régions sur le phénotype, le ctleixes génotypes s'est porté sur les données
génotypiques acquises pour I'établissement derta génétique: ces génotypes ont été sélectiormés d
facon a former des groupes d'individus se distinguaiquement par une région précise du génome.
Deux régions génomiques présentaient un fort intéeépremiére est située sur le groupe de liaison
11m. Sur cette région plusieurs QTLs liés & laakilité deA™C pour différentes années et conditions
sont colocalisés (Figure 8). La deuxiéme est sitwgde groupe de liaison 2m. Sur cette région des
QTLs liés a la variabilitt dA’C et des capacités photosynthétiques (estiméedazote et la
chlorophylle foliaire) colocalisent (Figure 8). Id&tection de QTL revient a associer l'alléle d'un o

plusieurs marqueurs et la valeur phénotypique dlaih Les marqueurs utilisés pour établir uneecart
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génétique ont deux alléles possibles: s'ils somctis, ils sont notés "+", sinon, ils sont notésSi

un QTL lié a la variabilité d'un trait est détedans une région génomique, cela signifie que lkaite
(ou -, selon les cas) est associé a une forte vplenotypique du trait, et inversement. L'exploita

des données de cartographie génétique sur totaenlde a ainsi permis de définir des ensembles de
génotypes présentant la combinaison allélique atéqgau niveau de la région d'intérét. Parmi ces
génotypes, seuls 15 ont été retenus. Cet enserall® dénotypes présentait soit les alléles "+1, soi
les alleles"-" pour les marqueurs flanquant lamégi'intérét. Pour le reste du génome, nous awins f
en sorte qu'il soit le plus hétérogéne possiblasidil'objectif était de comparer les moyennes
phénotypiques de I'ensemble des génotypes "+'lésadd I'ensemble des génotypes "-" pour ressortir
les différences liées a la région sélectionnéeteGHtide était donc basée sur un QTL a effet fort:
seul allele en faveur d'une efficience haute osédade ce fait les traits, pour lesquels des diffées
auraient été trouvées entre ensemble de génotypet €nsemble de génotypes "-", auraient pu étre
reliés a la région génomique d'intérét. Compte @onoe forte hétérogénéité de taille des planteet
conditions lumineuses peu favorables, cette étlalg@as pu étre menée a bien. Toutefois, pour les
génotypes choisis sur la base des marqueurs flahgueégion d'intérét située sur le groupe dediai
11m, nous avons trouvé que |'ensemble de génotypasait des valeurs moyennes AEC (p<0.05)

et de conductance stomatique (p<0.10) supérieufemngemble de génotypes "+". Ce résultat était
donc cohérent avec le fait que les alleles "+" masqueurs flanquant la région d'intérét situéelesur
groupe de liaison 11m sont associés a une foitgefte d'utilisation de I'eau. lls confirment dues
résultats présentés dans la premiére partie deanegurit: I'implication de la conductance stomatiqu
dans la variabilité de I'efficience d'utilisatioa Beau en conditions non-limitantes. Enfin, cesiltats
nous permettent de conclure que la région 11menfle l'efficience d'utilisation de l'eaua la
conductance stomatique. Il semblerait donc ques aéyion contienne des génes impliqués dans la

variabilité de la conductance stomatique au seicette famille de chéne pédonculé.

La deuxiéme étape consistait a caractériser le ogempent individuel de génotypes de cette famille
en conditions de sécheresse édaphique dans I'eptlgne meilleure compréhension des mécanismes
d’acclimatation a ces conditions environnementdlzdte étape a été entamée au cours de ma thése.
Une premiére expérimentation, présentée en anrsxexXe 2) a tout d'abord permis de décrire la
réponse de la conductance stomatique a un desséchegmogressif du sol d'une population
d'individus. Les résultats de cette expérience erduite été utilisés pour définir des niveaux de
contrainte hydrique a appliquer afin d'obtenir wéduction précise de la conductance stomatique,
notamment en 2006 sur les 54 génotypes. Mais lesltaés ne sont pas concluants du fait des
conditions météorologiques (luminosité). D'autret,p@s arbres étant trés grands, le stress aédé t
mal maitrisé avec de grandes variations journaidrecontenu en eau du sol. Une des perspectives a

court terme est donc de refaire cette expérimemtati
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En paralléle de cette approche écophysiologiqueétigles de génomique sont actuellement en cours.
Ces travaux ont pour objectif didentifier les warits différentiellement exprimés entre les
phénotypes extrémes, mais aussi entre les grogpgéribtypes étudiés lors de ma deuxiéme année de
thése, en 2006. Ces banques différentielles peonettle fournir des genes candidats. La mise en
commun des résultats écophysiologiques et génomsigelenettra de mieux comprendre la variabilité
des stratégies au sein de cette famille de chédenpélé en condition optimale, mais aussi en
conditions de stress hydrique. Une deuxiéme fagobtehir des génes candidats est d'étudier
I'expression de génes reconnus comme influencatnéited'intérét chez d'autres espéeces. Ceci a en
partie été abordé dans ce manuscrit avec I'étudexgession d'ERECTA pour laquelle nous avons
mis en évidence une corrélation positive entrevéggbilités naturelles de l'efficience d'utilisatide

I'eau et de I'expression de ce géne.

Les traits les plus pertinents (écophysiologiqu@ssraussi genes candidats), identifiés au cours des
étapes précédentes, pourront alors étre mesurés famille compléte de fagon a les cartographter e
a analyser les co-localisations avec les QTL préwcédent détectés (Torti, 2005; Brendlal.,
2008). L'étude de ces co-localisations permettevatcer vers une interprétation fonctionnelle de la

variabilité génétique de l'efficience d'utilisatide I'eau.

Une grande variabilité d'efficience d'utilisatioe eau a ainsi pu étre démontrée au niveau intra-
famille. Les travaux de Ponton (2002) ont montr& qette variabilité existait aussi au sein de
populations naturelles de chéne pédonculé. L'dbggilus long terme est donc de savoir si ce qui a
été observé au sein de cette famille de chéne pébioast extrapolable a n'importe quelle population
de chéne pédonculé. L'approche isotopigti€/€0) fournit un outil pointu de comparaison de
I'efficience d'utilisation de I'eau, entre génotyjpgous conditions environnementales similairesisDa
la mesure ou des liens entre comportement écopbg&iae en conditions non-limitantes, en
conditions limitantes et génomique peuvent étrblistde comportement écophysiologique d'un chéne
pédonculé et son devenir pourrait étre déduit &irpdiune "simple" analyse isotopique. Des
implications importantes de |'utilisation de cetiligotopique pourraient alors apparaitre darsaldre

de la gestion et de la sélection de génotypes @aecpédonculé moins sensibles aux épisodes de

sécheresse.
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Annexe 1

Annexe 1: Réponse de la conductance stomatique a®® chez le chéne pédonculé

Introduction

Les travaux de Brendet al. (2008) ont montré qu'il existait une forte varladiintraspécifique de
réponse de la conductance stomatique pour la vapean (9 au déficit de pression de vapeur d'eau
entre la feuille et I'atmosphére (VPD), dans laiflende chéne pédonculé étudiée dans ce manuscrit.
Un QTL (Quantitative Trait Loci) de la réponse deg VPD a été trouvé sur le groupe de liaison 9m,
indiquant une variabilité génétique pour ce caract€e QTL colocalisait avec un QTL lié a la
variabilité d'efficience d'utilisation de I'eau rinséque estimée par la discrimination isotopique d
carbone £C). Cette observation indiquerait qu'une partidadeariabilité enA**C observée au sein
de cette famille pourrait étre liée a une variébile réponse de gu VPD. Cependant, cette étude
ayant été faite sur le terrain, il est difficile dissocier I'impact du VPD d'autres facteurs régutg
(sécheresse édaphique, température, lumiére.. 9t danc intéressant d'étudier dans cette famille de
chéne pédonculé la variabilité intraspécifique égonse de gau VPD, sans que les autres facteurs
environnementaux n'interviennent dans la réguladoncomportement stomatique (i.e., conditions

non-limitantes d'apport en eau, de température...).

La conductance stomatique diminue en réponse griantation de VPD (Monteith, 1995). Cette
fermeture stomatique évite une déshydratation deddle provoquée par une demande évaporative
trop importante. Il existe plusieurs hypothésesceamant les mécanismes sous-jacents a une telle
régulation (cf Frankset al, 1997): (i) effet "feed-back de la transpiration (i.e, conductance
stomatique*VPD) sur la conductance stomatiqueirdadpiration augmente du fait d'une demande
évaporative plus forte, ce qui conduit a une chdite potentiel hydrique des cellules de garde
entrainant leur plasmolyse et donc la fermeturestlapates; (ii) effetfeedforward: les cellules de
garde percoivent directement les variations de (B&hs que le statut hydrique de la feuille soit
affecté) mais les mécanismes a la base d'uneadglldation sont encore inconnus a ce jour.

En principe, la réponse deau VPD suit une relation sigmoidale. Cette retaficdsente deux parties:
(i) pour de faibles VPD, gest stable et maximal §g), (i) & partir d'un certain seuil de VPD, g
diminue jusqu'a atteindre une valeur minimum (peodk 0). Chez le chéne pédonculé, Breedell.
(2008) ont observé une fermeture des stomatestia gfan VPD de 2 kPa, et une fermeture compléte
pour un VPD de 5 kPa. Dans la littérature, divgustaments (pour revue: Orear al, 1999) sont
utilisés pour décrire la deuxiéme partie de latimhags vs VPD (i.e., zone de diminution de gn
réponse a l'augmentation du VPD), et dépendentadgainme de VPD utilisée. lls peuvent étre

logarithmiques (Grossnicklet al, 2005), exponentiels (Grossnickle & Fan, 1998) lméaires
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(Holscheret al, 2006). Compte tenu de cette multitude de relatidrest difficile de se focaliser sur
un paramétre commun décrivant la réponse daugVPD. Par exemple, Holschet al. (2006) et
Brendel et al. (2008) utilisent la pente de la régression lirgantre g et VPD pour décrire,
respectivement, une variabilité inter- et intracfigue. Cependant, ce paramétre n'est pas apjdicab
pour des relations de types logarithmique et expiielée. Pour des relations de type logarithmiques,
Orenet al. (1999) ont utilisé le facteur m (cf encart Fig)equi quantifie la sensibilité des stomates
au VPD, pour décrire les différences de réponsgsde VPD en inter- et intra spécifique. Ce facteur
renseigne sur la cinétique de diminution demréponse au VPD et sa valeur est d'autant fguses
gue la diminution de est forte lorsque le VPD augmente. Oetral. (1999) ont aussi montré que ce
facteur est fortement corrélé a la conductanceatiqoe mesurée pour un faible VPLQL{§. Ainsi, un
individu/une espéce caractérisé(e) par wg glevé aura une fermeture stomatique plus impatant
qu’un individu caractérisé par un.g faible. D'un point de vue expérimental, la détestion de ce
facteur nécessite la réalisation d'une cinétiqudinignution de gpour une gamme de VPD étendue.
Nous avons donc cherché dans la littérature dautrdices de sensibilité des stomates au VPD,
présentant une forte variabilité inter- ou intr&afique, mais plus faciles a déterminer. Franks &
Farquhar (1999) ont ainsi proposé le factgqui correspond au rapport de la conductance siqueat
observée pour un VPD de 2kPa)(gur la conductance stomatique observée pour UD 8P 1kPa
(go). @ varie entre 0 (lorsque les stomates se fermenplgdement en réponse a l'augmentation de
VPD: g=0), et 1 (si aucun changement de conductance stpraan’est observé entre 1 et 2 kPa:

h=0).

Les trois objectifs de ce travail sur la réponseggau VPD chez le chéne pédonculé étaient les

suivants:
0] confirmer I'existence d'une variabilité entre ggpes de réponse deay VPD
(ii) analyser la variabilité entre génotypes des indid®séponse des@u VPD issus de la

littérature

(i) relier la variabilité entre génotypes de ces inslieede gWi;

Matériel & Méthodes

Matériel végétal et conditions de culture

Sept bouturesQuercusrobur L.) issues de la famille F1 de plein-fréere de eéh@édonculé étudiée
dans ce manuscrit ont été utilisées, chacun deleess représentant un génotype distinct (118, 136,
173, 178, 186, 214, 348). Les boutures ont été yiesl par 'TUMR BioGeCo (INRA Pierroton,

Bordeaux) puis transportées a I'INRA de Nancy dasebnt été transférées dans des pots de 10L
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Figure 1. Evolution de: (a) la conductance stomatique a dpeur d'eau (g (b) I'efficience
d'utilisation de l'eau intrinséque (et (c) la transpiration (E) en fonction du défabe pression de
vapeur d’eau (VPD) pour sept génotypes de chénengétt @, génotype 178@®, génotype 1864,
génotype 214;0, génotype 118;/, génotype 13611, génotype 173>, génotype 348). Les
symboles pleins et vides sont associés aux gérotge groupes 1 (fpible pour des VPD<1.5kPa)
et 2 (g fort pour des VPD<1.5kPa), respectivement. Champiet représente la moyenne (+ I'écart-
type) déterminée sur I'ensemble des feuilles d’émmgénotype. La zone grisée (VPD inférieur a 1.5
kPa) représente la partie pour laquelle les valéerg sont maximales et stables.{g.

L'encart représente I'ajustement logarithmique rdére entre get VPD pour le génotype 348.
Chaque symbole correspond aux mesures effectuéameufeuille de ce génotype, :gg pour un
VPD de 1 kPa ; g g pour un VPD de 2 kPa; m : facteur de sensibiléé stomates au VPD selon
Orenet al. (1999); &'™ valeur de VPD pour laquelle la conductance stiuatest nulle
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contenant un mélange tourbe/sable (1/1, v/v). Uednes ont été fertilisés avec de I'engrais a
libération lente (Nutricote T 100 13-13-13, NPK)atec du calcaire magnésien (amendement
calcique) a raison de 4,5 g'let 0,2 g [* respectivement. Les plants ont été cultivés ereser
(conditions contrdlées de température, arrosageagacité au champ, photopériode naturelle,

concentration ambiante de §O

Réponse de la conductance stomatique au défigtatssion de vapeur d’eau (VPD)

Toutes les mesures ont été effectuées a l'aide syst&@me ouvert de mesures d’échanges gazeux
LiCor 6400 (Li-6400, Li-Cor, Lincoln, NE). Les cottidns de température, de flux de photon dans le
PAR (Photosynthetic Active Radiation) et de flugiddans la chambre de mesure ont été fixées a
25°C, 1200 umol ms® et 300 pmol § respectivement. Les mesures ont été effectuées ymm
fraction molaire de CQambiante: 378+12umol fs* (moyenne * écart-type). Pour chaque feuille,
avant chaque début de mesure, une période d'aativde la photosynthése était nécessaire. Cette
période (de 40 mn environ) était variable entreogges mais aussi entre feuilles d'un méme

génotype.

Les courbes de réponse de la conductance stomatig®D ont été effectuées sur 3 a 4 feuilles de
lumiere par génotype, matures au moment de la mefaur établir une courbe de réponse de la
conductance stomatique au VPD, la vapeur d'eaé prégressivement piégée grace a de la driérite de
fagon a avoir 6 a 10 paliers de VPD par feuillereeritkPa et 3.0 kPa de VPD environ (maximum
atteint avec cet appareil). A chaque palier, 3 mesuonsécutives d'assimilation nette de (X), de
conductance stomatiques)gde transpiration (E) ont été effectuées. Le oaipp/gs nous a ensuite
permis de calculer I'efficience d'utilisation deali intrinséque (W

Les courbes de réponse deag VPD étaient de type logarithmique (encart Fedlret ont permis de
calculer les facteurg (rapport des conductances stomatiques observéesips VPD de 2 et 1 kPa;
Franks & Farquhar, 1999) et m (Orenal, 1999).

Pour chaque feuille de chaque génotype, les coutbagponse desqu VPD ont été standardisées
afin de s'affranchir des conductances stomatique&emum (Gna) €t minimum (Gin). Gmax €t Gnin
représentent les deux conductances stomatiquesy@arpour la gamme de VPD utilisée. Ceci nous a
permis de déterminer, pour chaque palier de VP@jranution relative de conductance stomatique
(gre) COrrespondante:

- g _gmin
e g -0

max min

g
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Figure 2: Relation entre la diminution relative de conductastomatique pour la vapeur d'eau)(gt

le déficit de pression de vapeur d'eau entre ldldéeet I'atmosphére (VPD) pour les deux groupes de
génotypes M: groupe 1 (génotypes caractérisés par wg faible, cf Figure 1);01: groupe 2
(génotypes caractérisés par un.dort, cf Figure 1)). Chaque point représente lyemme (+ I'écart-
type) des valeurs dg.goour chaque groupe en fonction du VPD. Pour leigedl (), I'ajustement
sigmoidal a pour équation;gl100-[100/(1+exp(-4.1*VPD+8.3))], R?=0.88; pour deoupe 2 (- -),
I'ajustement sigmoidal a pour équation=@00-[100/(1+exp(-4.1*VPD+7.5))], R?=0.89.
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ou g est la valeur de conductance stomatique &er pkd VPD considéré.
Les courbes obtenues sont des sigmoides (Figura2ant entre 100 (g7@y et 0% (g=gin), dont
I'équation est la suivante:

_ 100
g =100- 00__
rel 1+exp( VPD+b)

ol a et b sont les parametres de I'équation andiéter.

A partir des équations de chaque courbe (et doaquzhfeuille de chaque génotype), le VPD pour
lequel g = 50% (et donc le VPD pour lequel la conductancenatique a diminué de 50%) a été
calculé:

VPDsp=b/a.

Analyse statistique

Toutes les analyses statistiques ont été effectaébmide du logiciel STATISTICA Version 7.1
(StatSoft, Inc. 2005).

L'effet génotype a été testé a l'aide d'une ANOWA.test de Levene d'homogénéité des variances a
permis de compléter cette analyse. Les différern&® traitements ont ensuite été testées enantilis

le test HSD de Tukey.

Les corrélations et les régressions ont été effestisur les moyennes par génotype. Les régressions
entre les traits ont été déterminées sur la basendgennes géométriques (ou régression de type II)
(Sokal & Ronhlf, 2000).

Les ajustements sigmoidaux ont été réalisés & l@edl'option "Estimation non-linéaire" du module
"Modéles linéaires/non-linéaires avancés".

Toutes les analyses ont été considérées signifisagiour p<0.05.

Résultats & Discussion

Evolution des échanges gazeux en réponse au VPD

Quel que soit le génotype, la conductance stomafguir la vapeur d’eau dgdiminuait en réponse a
'augmentation de déficit de pression de vapeuawd’entre la feuille et 'atmosphére (VPD) (Figure
1a). De tels comportements deogt été décrits chez le chéne pédonculé (Moreéréfoberts, 1999),

et d’'autres especes de chénes (Mediavilla & Eso@803). Dans notre étude, la diminution deey
faisait en deux phases, plus ou moins prononcdes ks génotypes (Figure 1a). Pour VPD<1.5 kPa,

gs restait constant. A partir de ce seui, diminuait selon un ajustement de type logarithraiqu



Génotype

Trait

l Omax Wis m e @ VPDso
178 4 0.06£0.02 * 120+16 @ 0.06+0.02 2 3.6+05 @ 0.45+0.05 2 2.0£0.2
Groupe 1 186 3 0.05+0.00 * 129+4 @ 0.04+0.00 2 48+0.2 * 0.56+0.01 ® 2.0+0.0
214 3 0.06+0.02 *® 119+10 2 0.05+0.01 2 4.8+09 @ 0.55+0.05 2.0+0.3
118 3 0.17+0.02 ° 75¢#3 b 0.09+0.01 b© 85+1.8 ° 0.67+0.03 ¢ 1.7
136 3 0.1810.04 ° 7111 ° 0.12+0.03 ° 52409 °? 0.58+0.05 °° 1.8+0.0
Groupe 2 b b be ab bc
173 3 0.15+0.02 89+6 0.09+0.02 5.9+1.5 0.60+0.06 1.940.1
348 3 0.15+0.03 ° 80+10 ° 0.11+0.02 ®° 47405 ° 0.55+0.03 & 1.7+0.0
Effet génotype p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 ns

Tableau 1. Moyennes (técart-type) pour chaque génotyperdés tmesurés ou estimés: conductance
stomatique pour la vapeur d'eau et efficience ldation de I'eau intrinséque définie pour un VPD
inférieur a 1.5kPa (respectivemen,get Wi ), indices de sensibilité aux stomates (np)e¢t valeur

de VPD pour laquelle la conductance stomatiquenetie (€™ calculés a partir d'ajustements
logarithmiques, et valeur de VPD pour 50% de fetmeestomatique (VP déterminée a partir des
courbes standardisées de réponse;de §PD. L'effet "génotype" a été testé a l'aidme’ANOVA et
I'homogénéité des variances a été vérifiée pareshde Levene. Pour un trait donné, deux lettres
différentes indiquent une différence statistiqmsicative (p<0.05; test HSD de Tukey, n difféfent
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D’aprés la figure 1a, deux groupes d'individus &nportement similaire ont pu étre mis en évidence.
Le premier groupe (génotypes 178, 186 et 214) ptémmt des conductances stomatiquesx(g
définie pour VPD<1.5kPa), significativement plusbfaes pour de faibles VPD mais aussi sur
'ensemble de la gamme de VPD utilisée, par rapgoxt génotypes constituant le deuxiéme groupe
(118, 136, 173 et 348) (Tableau 1). La diminutienglen réponse au VPD était plus forte pour les
génotypes du groupe 2 que pour ceux du premierpgr¢aourbes non paralléles, Figure 1a). |l
semblerait donc qu'il existe une variabilité deorége des stomates au VPD pour les sept génotypes de
cette étude, comme I'ont montré les travaux de déalezt al. (2008) sur cette méme famille de chéne
pédonculé. Une telle variabilité a aussi été mis€wedence sur d'autres lignethuja plicata Donn

(Grossnickleet al, 2005),Picea glaucax P. engelmanni{Grossnickle & Fan, 1998).

L'évolution de I'efficience d'utilisation de I'eantrinseque (W rapport de A sur en réponse a
l'augmentation de VPD était variable selon les gfes (Figure 1b): pour les génotypes du groupe 1
(faible gnay, W, restait constante sur toute la gamme de VPD, aloespour les génotypes du groupe
2 (fort gnay, Wi augmentait en réponse a l'augmentation de VPD. dofaibles VPD (VPD<1.5kPa),
W, (alors notée W) était significativement plus faible pour les g&pes du groupe 2 (Tableau 1).
Pour de forts VPD (VPD>2.5kPa), cette tendanceeysait et Wétait plus élevé pour les génotypes
du groupe 2 (Figure 1b). Cette observation impliqoac une diminution des@n réponse au VPD

proportionnellement plus importante pour les gépesydu groupe 2.

La transpiration (E) restait stable en réponsaudgimentation de VPD, quel que soit le groupe (igur
1c). Ces résultats confirment donc les assertierfaranks & Farquhar (1999) selon lesquelles paur le
arbres des foréts tempérées la réductiondengéponse au VPD est telle que la transpiratgin e

maintenue constante (régulation par « feed-baakla transpiration (Franket al, 1997)).

Indices de sensibilité des stomates au VPD

A partir de 1.5 kPa, la diminution dg gu VPD suivait une relation de type logarithmideacart
Figure 1). A partir de ces ajustements, différgrasametres ont été déterminés (encart Figure 1):
I'indice @ (rapport des conductances stomatiques observégsdps VPD de 2 et 1 kPa; Franks &
Farquhar, 1999), le facteur m qui décrit la cinétigle diminution desgen réponse a I'augmentation
du VPD (Orenet al, 1999), ainsi que la valeur de VPD pour laqualednductance stomatique est
nulle (é*'™ Orenet al, 1999)).

Dans notre étudep était compris entre 0.45 et 0.67 (Tableau 1). ¥@dsurs sont en accord avec les

travaux de Franks & Farquhar (1999) qui ont monué, pour les arbres des foréts tempérées, cet
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indice était proche de 0.5, caractérisant ainsiedggces sensibles au VPD. Nous avons trouvé des
différences significatives entre génotypes pouringdice (Tableau 1). Cependant, ces différences ne
sont pas fonction du groupe de génotype définissbase des valeurs dg.g

Cet indice signifie donc que pour un VPD de 2kRacdnductance stomatique est diminuée de 50%
environ par rapport a,g. Cependant, le calcul de cet indice dépend fomérde la valeur seuil de
VPD pour laguelle gcommence a diminuer. Ce seuil peut étre variablection des études. Ainsi,
dans cette étude, nous avons défini un seuil déa,5lors que Brendel al. (2008) notent ce seuil a

2 kPa pour la méme famille de chéne pédonculé.iAiascalcul deg, dans le cadre de I'étude de
Brendel et al. (2008) n'aurait renseigné en aucune facon suetailsilité des stomates au VPD,
puisque la conductance stomatique était mainteonstante jusqu'a 2kPa (d'gal). De ce fait ne
parait pas étre un indice adéquat pour l'analysa dariabilité intra-spécifique de la sensibiliés

stomates au VPD et a donc été éliminé pour la geiteette étude.

Les valeurs du facteur m étaient comprises en@é € 0.12 mol M s' In (kPa)* (Tableau 1). Selon
Orenet al. (1999), pour différentes especes du gé&puercus, m est compris entre 0.01 et 0.11 mol m
2s' Ln (kPa)". Cette gamme, obtenue en inter-spécifique est diomitaire a la gamme de valeurs que
nous avons obtenues en intra-spécifique pour plisgenotypes de chéne pédonculé. Des différences
significatives entre génotypes pour ce facteumpongtre mises en évidence (Tableau 1).

Enfin, la valeur de VPD pour laquelle est nulle (8™ était comprise entre 3.6 et 8.5 kPa. La plupart
des génotypes de cette étude présentait une vaked'™ proche de 5kPa (Tableau 1), ce qui
correspond a la valeur trouvée par Breraedl. (2008) sur cette méme famille de chéne pédonculé,
mais aussi a la gamme observée par @tead. (1999) pour différentes especes du geQuercus
(entre 3 et 6kPa). Excepté le génotype 118 poureled”™ est trés élevé, aucune différence entre
génotypes de ce trait n'a été mise en évidencelgdiabl). Cependant, ces valeufé™esont
approximatives, puisque nous n'avons pas de donaeatela de 3kPa pour les confirmer. Il
semblerait d'ailleurs que l'ajustement logarithreique soit pas toujours adapté a nos données. Cette
observation prévaut principalement pour les gérestygu groupe 2 (fort,g,) pour lesquels gatteint

un plateau pour des VPD>2kPa. Au-dela de ce VPsravons donc défini une conductance
stomatique minimale (g,). Les courbes de réponse deag VPD ont ensuite été standardisées entre 0
et 100% (Figure 2) pour s'affranchir des différende g., mais aussi de conductance stomatique
minimum (pour un VPD>2kPa) entre génotypes. A palices courbes, nous avons calculé la valeur
de VPD correspondant & une fermeture stomatiqueOée (VPD). La valeur moyenne de VR
tous génotypes confondus, est de 1.9+0.2kPa etaudifférence entre génotypes n'a été détectée
(Tableau 1).
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Figure 3: Relations entre la conductance stomatique pouval@eur d'eau maximale {g) ou
l'efficience d'utilisation de I'eau intrinseque (YVobservée pour des valeurs de VPD inférieure$ a 1.
kPa, l'indice de sensibilité des stomates au VPP éire facteur VPE (valeur de VPD pour 50% de
fermeture stomatique) déterminé aprés standaroisdes courbes de réponse dawgVPD. Chaque
point représente la moyenne (x écart-type) pouqubagénotypel: génotypes du groupe L3
génotypes du groupe 2). Les équations des ajustsiiredaires sont les suivantes : m=0.54%60.01
(R?=0.89; p<0.001); m=-0.001*W+0.20 (R?=0.90; p<0.001); VREF-2.46*Qnaxt2.15 (R2=0.85;
p<0.01); VPRy=0.006*W, 5+1.31 (R2=0.88; p<0.01).
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Corrélations entre ces indices ef\Wy

Conformément a ce que nous avons montré tout auderce manuscrit, dans cette étude la variabilité
entre génotypes de MW(calculée pour un VPD inférieur a 1.5 kPa) étaigaté&ement corrélée
(R?=0.98; p<0.001) & la variabilité entre génotypes,gle (mesurée pour un VPD inférieur & 1.5 kPa).
Nous avons ensuite établi des corrélations entree?\g.x et les indices m et VRPpafin de voir si la
variabilité entre génotypes de.gW.s pouvait étre liée a une variabilité entre génosype ces

facteurs.

Pour ces sept génotypes de chéne pédonculé, uation positive (R=0.89, p=0.001) entre,g, et
lindice m a pu étre observée. La relation étadfientra- et inter-spécifique par Orenal. (1999) (m

= 0.6*g) se vérifie aussi dans cette étude (m=0.344.01). Compte tenu de la corrélation existant
entre g, et Wi 5, le facteur m est négativement corrélé \(®°=0.90, p<0.001). En d'autres termes,
un génotype caractérisé par up,elevé (et donc W faible) présentera une diminution depius
marquée en réponse a l'augmentation du VPD qu'notgge caractérisé par up.gfaible (et donc
W5 fort). Cette association (faible/fgible m/fort W) a aussi été observé pour des populations de

Thujaplicata (Grossnickleet al, 2005).

Malgré I'absence de différences entre génotypes Ipdacteur VPIg, une corrélation négative a été
observée entre ce facteur ghg(R?=0.85; p<0.01), alors qu'une corrélation pesita été mise en
évidence entre VP et W, s (R?2=0.88; p<0.01) (Figure 3). Ainsi, les génotypmkesgroupe 2 (ghx
fort) avaient une fermeture stomatique plus ramjde les génotypes du groupe 1 (Figure 2). Ce
facteur permet donc d'appuyer les résultats tropeés l'indice m: il existe une variabilité entresc
génotypes de chéne pédonculé de réponse des scmatPD qui se traduit de la fagon suivante: la
sensibilité des stomates au VPD sera plus impatantélevé, VPE plus faible) pour un génotype

caractérisé par un.g élevé (et donc un faible Vy.

Conclusions

Ce travall, bien que ne comptant que sept génotypehéne pédonculé, montrent que des différences
de réponse des stomates au VPD peuvent aussiéd¢retésbs au sein de cette famille. Les génotypes
présentant une conductance stomatique plus élexéreup VPD faible (inférieur & 1.5 kPa) ont une
fermeture stomatique plus importante en répon&ugrhentation de VPD. Cette observation se base
sur l'utilisation de deux facteurs: l'indice m eaégisant la cinétique de diminution deeg réponse au
VPD, et le seuil de VPD induisant 50% de fermettoenatique (VPI).
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Pour mieux appréhender la variabilité de réponsasdeu VPD, il serait intéressant de faire une
expérimentation en conditions totalement contrdléms différents traitements de VPD seraient
appliqués en étendant la gamme de VPD de 0 a B4PRsi, plutot que de faire varier rapidement les
conditions de VPD sur 6 cm? de feuille, I'ensemtile plant serait alors exposé a des conditions
constantes entre traitrements. Ce type d'expératientpermettrait aussi de vérifier les ajustements

utilisés.
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Annexe 2: Water status and stomatal closure respoas of pedunculate oakQuercus roburL.)

rooted cuttings to water stress

Roussel M, Lederle M, Bogeat-Triboulot MB, Dreyer&iehl JM and Brendel O

Abstract

Several experiments study the intraspecific valitstbdof plants under stress in forecast of global
change. To study drought, the level of water sthessto be strong enough to observe stomata closure
but not too strong otherwise stomata close complele order to observe intraspecific variability
within a pedunculate oak family under water stresshave done the present study to define the level
of water constraint to apply in order to observées8f stomatal closure. One-year old rooted cuttings
of pedunculate oakQuercus roburL.) were grown in pots in greenhouse and with hoitant
fertilisation conditions. Half of the trees constéd the well-watered group and were watered daily
field capacity whereas the others belonging to dtressed group were submitted to an imposed
drought by withholding watering during 24 days. Tthecrease of water content in the soil was
measured thanks to two approaches: (i) a retraspestudy of the soil relative extractable water
(REW) and (ii) the volumetric humidity (VH) measdreegularly during the experimental period. A
daily follow-up of the transpiration of the entimant and measurement of stomatal conductance
showed that these parameters are affected sinbevhaige of REW or VH and have been found to
decrease with water stress in a logarithmic fashfoB0% relative decrease of stomatal conductance
or daily total plant transpiration for stressednptacompared to control treatment was found fot-a V
of 13.1% and 14.4% respectively and a REW of 37.6&4in8% respectively. Predawn leaf water
potentials and relative water content were foundqoor estimates of the water stress detected by
the plants since they maintain high values untiese drought (VH of 7.6% and REW of 20.8%). An
analysis of the osmotic potential at full turgorame day for which stress was moderate showedtthat
was significantly lower in stressed trees, and wenfl an osmotic adjustment of 0.2 MPa. This
osmotic adjustment may be one reason to explainnthmtaining of the leaf water status. Thus
pedunculate oak rooted cuttings showed an earkuctoof stomata in response of low water stress

while the water status of the plant is little @ until large level of stress.

Keywords: drought, pedunculate oak, relative stomatal ckswater status.

Abbreviations: g; stomatal conductance for water vapor (meH™M? s%):; REW: soil relative
extractable water (%); RWC: foliar relative watentant; T: daily total plant transpiration (g®);
VH: soil volumetric humidity (%)%, leaf osmotic potential at full turgor (MPa},: predawn leaf

water potential (MPa).
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Introduction

With the expected increase of drought events ipaese to climate global changes (Salinger, 2005),
studies have focused on the understanding of thaspecific variability observed among forest trees
and more precisely on the faculty of the differgehotypes within a same species to modify their
behaviour face to different stress (Aspelmeier &dehner, 2004). To study drought acclimation
using potted seedlings, the level of stress need tdefined and verified. The main objective & th
present work was to relate the level of drouglgsstito stomatal closure. The produced data could be
used in further studies to precisely define thell®f drought stress needed to cause a definitd tdv
stomatal closure.

Several experimental procedures to produce andfyjaadrought stress for potted seedlings are found
in the literature. For some studies, water supplgampletely withheld during the experiment (Picon
et al, 1996), whereas others maintain one defined lef/evater deficit (Aspelmeier & Leuschner,
2004) or fix several drought levels (Xiongwen, 20ARanget al.,2005) and watered in consequence.
In studies where one or more levels have been fittedapplied level of drought is fairly diverse as
well as the experimental procedure. For examplerRét al. (1996) watered their stressed pedunculate
oak in order to provide 40% of the average amotimtader used by the well-watered plants. Guéas
al. (2002) used two levels of water stress (moderatesevere) which are based on the soil water
deficits causing 50% and 75% respectively of decr@aseaximum stomatal conductance. The two
parameters mainly used to verify the soil wateiicitefre the relative extractable soil water cohten
(REW) and the volumetric humidity (VH). The first@is a destructible method often used in field to
follow a water stress, whereas the latter is a destructible method widely used in pots or field
experiments (Thomas & Gausling, 2000; Gieger & Tasm2005). For example, Aspelmeier &
Leuschner (2004) fixed their water stress to 50% &fHhe water content at field capacity for an
experiment oBetula pendula

In experiments where levels of drought are fixdis tevel is difficult to define since (i) the drglut
level has not to be too strong to avoid a comptdtsure of stomata and hence reduce intra-
experiment (species, family etc) variability anil ifi the stress is not strong enough, then nattle |
water deficit related stomatal closure will be olisd. Indeed it appears from studies that have
correlated plant gas exchange and particularlyspiaation with the soil relative extractable water
(REW) that there are two sections in the relatigmghivine et al., 1998; Sinclairet al.,2005). The
first part showed that transpiration is independ&nthe decrease of REW up to a threshold from
which it decreased very swiftly. According to Bréegal. (1995), and for trees, independently of
species or forest soil type, a REW value of 40%tisnocited as a threshold below which transpiration
decreased. Study of Sinclait al.(2005) showed that this threshold is included leetw26% and 37%

among woody species cultivated in pots. Howevanatal conductance might be too reduced at low
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level of stress (Brédat al, 1993) and decrease in a linear or logarithmibitass with the decrease in
soil water content as shown by Xtial. (2006) for three grass species.

In the present work we have investigated the resgnf pedunculate oak rooted cuttings in response
to soil drying while withholding water supply indar to have a dynamic follow-up of the drought
effect. The first objective of this study, in pegstive of further works, was to define a level aiter
stress to apply in order to provide 50% of stomeltzdure measured either by stomatal conductance or
transpiration quantifying by weighting. Another fad this study was to assess the time-course of
different parameters generally used to verify ttetewn deficit. At the soil level REW and VH were
used to follow the soil drying, whereas at the leael the parameters the most often used to descri
the water status of a plant are the leaf relatisgewcontent (RWC), the leaf osmotic potentialusit f
turgor Wy or the predawn leaf water potentifl f which is expected to be in equilibrium with the
"wettest" soil water potential assessed by rooissé@nact al, 1984). The more negative 44, the
more water-stressed are the trees. The comparisthre dime courses of these parameters will give

some indication of their suitability to follow thveater deficit in drought experiments with potteees.

Material & Methods

Plant material and growth conditions

24 one-year old rooted cuttings of pedunculate (@kercus roburlL.) were provided by INRA
Pierroton and then transferred to a greenhouseN®acy (north eastern France) in December 2005.
Later they were transplanted to 10 L container$ witpeat and sand mixture (1/1, v/v). A complete
fertilization (4.5 g [t of delayed-release Nutricote T100; N,P,K; 13,13t18ace elements and 0.2
g L™ of of lime was given to provide non limiting ndion conditions over all the experimental
period.

Cuttings were randomly distributed on a table igreenhouse. Soil surface of each pot was covered
with transparent plastic canvas to prevent evajporéitom soil.

Twelve of the 24 rooted cuttings were grouped tastitute the control treatment and watered daily to
field capacity. The twelve others rooted cuttingsLgp the stress treatment. This experiment began o
July 12" (day 0) and ended on August™(day 30). From day 0 to day 6 all the trees weateved
daily at field capacity. For one week before dayr@es were watered in the evening until water
percolated. The next morning, trees were weightetiveeight of pots were ajusted with wet soil to
make weight at field capacity homogeneous betwhenoterall trees. From day 6 until the end of

experiment (day 30), water supply was withheldtfier stressed trees.
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Soil water content

Water stress was followed with two techniques. Beigation of water content in soil may be either
non destructible with a TDR (Time Domain Reflectorye Trase TDR-systems, Soilmoisture
Equipment Corp.) at 15cm depth three to five timpes week (VH, %) or destructible thanks to
determination of the soil relative extractable waiREW, %). REW was determined retrospectively
using equation:

REW=daily extractable water/soil extractable watkfield capacity.

Daily extractable water was calculated as the diffee between pot weight at dagnd pot weight at
the wilting permanent point (see below for the deteation of the wilting point).

Soil extractable water at field capacity was cated as the difference between pot weight at field
capacity (determined from the six first days of teperiment) and pot weight at the wilting
permanent point.

REW and VH were strongly correlated (REW= 3.1*VH:;2=0.96, p<0.001, n=258).

Plant water relations

Daily transpiration for each plant was obtainedtigh daily weighting at about 16:00 (TU). Daily
total plant transpiration (T, g) was then calcuddty subtracting pot weight on two consecutive days

For twelve days during the experiment stomatal aotahce (g pmol m?s®) was measured on two
fully expanded leaves per tree using a poromete€¢r 1600, USA.). Three to five points per days
were made between 7:30 and 13:30 TU. In furthelyaea the average of these three to five points

per day and per individuals were used.

Predawn water potentia#f, MPa) was measured for four days (1, 9, 15 andn2) a Scholander
pressure chamber (Scholandg¢ral, 1965) on small mature twigs. For each date thodleur rooted
cuttings were used for the control treatment whdler to eleven trees for the stress treatment. We
could not use all of the plants for each date bezaur plants were small and we could not hareest t

many leaves.

The analysis of relative water content (RWC) anchatic potential ¥, MPa) was performed one
time during the experiment in order to have thgdat range of responses: from well-watered to
highly stressed. As the time-course of VH showed the stressed trees began to have a significantly
lower water content since day 7, we have chosen2dayo have a substantial stress enough for
stressed trees. On the morning of day 21, two kaveach plant were harvested and immediately

weighted (fresh weight, FW). Then the petioles wsriemerged in deionised water and kept at 4°C in
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darkness for 24h for full rehydratation. Surfaceexavas then rapidly removed from the leaves and
the petiole and weighted to have turgid weight (TWWaves were then oven-dried at 50°C for 48h
and weighted (dry weight, DW).

RWC (%) = (FW - DW)/(TW - DW) 100

On the morning of day 21, two other leaves werevdsted to determine the osmotic potenti)(
and then immediately weighted. One of these twedgavas placed in a 1 mL syringe, freezed in
liquid nitrogen and then stored at —20°C for furth@alyses of osmotic potential at actual turgor
(Wm). The second one was fully rehydrated as descpbedously for RWC, weighted, and placed in
1 mL syringe for osmotic potential at full turgd¥.f). After measurement of osmotic potential using a
Wescor 5500 vapor pressure osmometer (Wescor,Uogan, Ut), leaves were dried at 50°C for 48h
and weighted. From the leaf used 8% we can assess another measurement of RWC’ andateld
osmotic potential'P,r) as described in Nguyen-Queyrestsal. (2002):

Wi = (Wi *100)/RWC’

As osmotic potential at actual turgd¥.f) and osmotic potential derived from full turgdb.{-) are
not significantly different (test-t for dependerdngples with p=0.08) and significantly positively
correlated (r=0.89, p<0.001), we have only ud4g thereafter calledV;,. Osmotic adjustment was

defined as the difference between the avetgr stressed and well-watered trees.

Wilting point determination and supplementary data

After this experiment, stressed trees were condefwefurther analyses especially measurement of
wilting point, because at the end of the experintez#s were not yet at this point. Plastic canvases
were removed to accelerate the decrease of sadirwwantent. During this period before wilting point
additional measurements of VH (nearly everydayjl ane¥, and RWC were done to assess their
values for important level of drought. This suppéertary data allowed drawing the relationship

between water status and soil water content paear(aily VH).

Statistical analyses

For RWC and¥;, one-way analysis of variance (ANOVA) or Mann-Wiady Ranked Sum Test (U
test) when variance homogeneity (analysed with\ehe test) was not observed were used to assess
the significance of treatment effects using STATISA software Version 7.1 (StatSoft, Inc. 2005).
For VH, the difference between control and stregdedts was tested as described above for each
date.

Daily total plant transpiration and stomatal cortdnce were analysed in terms of relative value for
stress treatment compared to control treatmentadfoeve this, for each date of measurement, an
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Figure 1: (a) Evolution of soil relative extractable wat&EW, circle), and soil volumetric humidity
(VH, squares) for control trees (open symbol) amessed trees (closed symbols). Data are averages
(+ standard deviation) of the twelve trees of elaehtment.
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The grey area represents the time when all thees twere maintained at field capacity. The insert
represents the distribution of predawn leaf watdenptial for the day 23.
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average for these traits for each treatment waslleabd. Then, the difference between control and
stressed treatment has been reported to the valoentrol treatment. Thus, a relative value of 0%
implies that gor T are similar for both treatments, whereaslative value of 100% indicates that
stomata of stressed trees are completely closed.

For all analysis, the significance level was fixgd%.

Results

Soil and plant water status

Figure 1 shows temporally modification of soil walatric humidity (VH), soil relative extractable
water (REW) and predawn leaf water potenth})( At field capacity VH was 32.3+2.5%. At the
wilting point VH was 4.4+0.3% for this kind of saihixture. For the control treatment, VH was
maintained between 30 and 35% whereas for stressneat soil moisture declined gradually from
the beginning of drought (day 6) to day 30 whemnwas 9.0+1.9% (Figure 1a). REW decreased from
100% to 23.5+7.7% at day 30 (Figure la). Within tuatrol treatment values é¥, fluctuated
between -0.18+0.03 MPa and —0.36+0.09 MPa (Figbje Among stress treatment inter-individual
variability was large, especially for the last dafemeasurement, day 23 (Figure 1b). The insert in
figure 1b showed that the standard deviation wagelaecause of the heterogeneousness of the water
stress between the pots at this date.

Relationship between VH and, (Figure 2) showed tha¥, was maintained to high values (less
negative) until strong levels of drought (below%.6f VH and 20.8% of REW) whet¥, decreased
strongly.

Relative leaf water content (RWC) was significardifferent between stress and control treatments
(p=0.02) at day 21. Though RWC for stress treatnvess lower, values were still relatively high
(RWC=92%). Moreover additional data showed thanilar to W,, RWC was maintained to high
values and then declined rapidly for VH below 7.@ig(re 2). Thus the decrease of RWC matched
closely with the decrease &, (Figure 2). Osmotic potential at full turgow) was significantly
higher (p=0.01 derived from a non-parametric tést) control treatment (-1.51+0.13) than stress
treatment (-1.72+0.28) and osmotic adjustment sepreed an average of 0.2 MPa (differences
between the average of control trees and the awevhgtressed trees). Similar %, W, of the
stressed treatment showed a high variance dueetbdterogeneousness of the water stress between

the pots.
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Figure 3: Relative decreases of
stomatal conductance for water
vapor (g, closed circles) and daily
total plant transpiration (T, open
circles) of stressed treatment
compared to control treatmens
soil relative extractable water
(REW).

Equations of regressions are:
0<=-51*log(REW)+236, R2=0.90,
solid line; T=-44*log(REW)+215,
R2=0.95, dashed line. A second
relation has be drawn foggs REW
(0 0O), in which two segments
have been determined: for
REW<50%: g=-2.2*REW-133; for
REW>50%: g=-0.4*REW+42. The
values of REW obtained for a 50%
of decrease of gor T are shown
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Plant water relations during drought

Relative decrease of daily total plant transpirafi®) and stomatal conductance for water vapgr (g
for stressed treatment compared to control tregsoreled logarithmically to REW (Figure 3) or VH
(data not shown). Relative decrease of stomataduwiance seemed to evolve in two phases (Figure
3). First g decreased slowly (0% to 25% compared to the cotrzatment) between 100% and 50%
of REW (or between 33.4% and 17.1% of VH) whereassfmnger levels of drought (REW<50%)
relative stomatal conductance declined stronglyl @6. This pattern was less pronounced for T
(Figure 3). 50% of stomatal closure was reportach&arly similar level of stress for both T and g
REW was 41.8% (or VH was 14.4% ) and 37.6% (or VHL%3, respectively.

Discussion

Stomatal conductance and daily total plant traasipin decreased in response to soil drying as
observed in several studies on pedunculate oakn(¢ival.,1993; Picoret al.,1996; Triboulotet al.,
1996;Cater & Batt, 2006). Many experiments showed a two-phasesassitip between soil relative
extractable water (REW) and canopy conductancaspieation, or stomatal conductance for water
vapor (@) (Irvine et al.,1998; Sinclairet al.,2005; Brédeet al.,2006): first gas exchange decreased
slowly until a threshold of available soil waterdathen linearly with the water content (Sinclair,
2005). For oak controversial results have been dolréda (1994) showed a linear relationship
between gand REW for adult pedunculate oak trees grown frataral stand, whereas Bréegal.
(1995) found a two-phases relationship. Thomas &sBiag (2000) did not find any difference in
stomatal conductance between stressed and comttoinpulate oak seedlings for a moderate water
stress, which is in agreement with a two-phaseatiogiship. The threshold often cited for trees in
literature was a REW 40% or minus for field expenmor pots (Brédat al., 1995; Sinclairet al.,
2005). Though in the present study, a breakingtis0% of REW has been defined, this threshold
did not clearly appear. Indeed, our data set isimpbrtant enough to well describe what happened
around and below this threshold (Figure 3). MoreaWés pattern is not found for the relationship
between daily total plant transpiration (T) and REWr which we have a higher number of
observations. Thus, the logarithmic relationshipMeen REW and gor T, we have then reported in
this study, seemed to fit the best. Therefore tudyshighlighted an early stomatal closure in resgo

to drought. However our results could be biaisedHsy fact that we did not take into account the
different soil kinetics of drying out: the stressmmbted cuttings with the fastest soil drying have
attained a REW of 20% on day 15, whereas the slowresattained a REW of 38% on day 30. Thus
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the values of REW (or soil volumetric humidity, VEken for 50% of stomatal closure reflecteddn g

as well as in T, would be cautiously used.

The second aim of this work was to define soil plaoht variables allowing to follow a stress in arde
to use it in later studies. REW can not be usea @ntinuous indicator to verify the level of sté¢s
reach because this is a destructible method andaonttrospective study allowed to access to these
data. Nevertheless this study confirmed a closatiogiship between REW (that integrate the entire
volume of the soil in the pot) and VH (that is oimjluenced by the first #5cm of soil in the pot).
We showed that 50% of VH reported to VH at fieldaeity reflected a REW of 50%. Thus VH is an
useful indicator of the applied water constraints.

Several studies on the effect of drought used thdgwn leaf water potentigf) to define the plant
water status. For pedunculate oak, Brétal. (1995) found that’, was insensitive to variations of
REW above 40%. In our study the threshold of VH elehich W, declined sharply was as low as
7.6% which corresponds to a REW of 20.8%. Oppositstbmatal closure that is sensitive to the
driest area of the soitf, only reflected the wettest zone of the soil intechwith the root system
(Aussenact al, 1984) and did not estimate correctly the capadfity plant to recover water from the
soil (Cruiziatet al, 2002). In pots, rooted cuttings of pedunculatk oaintained their leaf water
content until high water stress (Figure 2). Indedekpite significant¥p differences between the two
treatments, these differences are relatively lotwben stressed and control treatments (0.6MPaat th
maximum and late in the experiment) aHgdid not show a clear tendency to decrease whemst
plotted against VH until high degree of stress (([f¢g2). Stomata closed wheré#s did not show
large differences between stress and control tesatnThis phenomenon is widely observed among
pedunculate oak studies (Picenal.,1996; Fortet al.,1997). Stomatal closure may be influenced by
the hydraulic and non hydraulic pathway. The hylicapathway implies that stomata close in
response of reduction of the water status. The hyainaulic pathway involves different processes
reviewed in Davie®t al. (2002) where the most well-known is the releasalstisic acid (ABA) by
roots in response to soil drying and transport éavés where it promotes stomatal closure.
Nevertheless studies on pedunculate oak did natigecevidences of any role of ABA in sensing
drought stress (Triboulat al.,1996; Fortet al.,1997). The present study showed that rooted custting
were able to sense increase in tension in soibdiney closed their stomata very early in the dnbug
without large modification of the water status. $mon-hydraulic pathway might operates since very
low level of stress. Nevertheless, hydraulic asgeatot have to be eliminated because althougle ther
were weak, significant difference between stressadl control trees have been shown $§rsince
day 9.

The leaf relative water content (RWC) followed mitar pattern thatV, (Figure 2). The maintenance

of the water status may be in particular assured thie osmotic adjustment that occurs in leaves and
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oak species can avoid development of negative patemoo, through osmotic adjustment (Thomas &
Gausling, 2000). Indeed, osmotic potential in Isastecreases with increasing water stress to prevent
loss of water and so on prevent stopping of essgpttiysiological functions as stomatal openingsThi
process is possible thanks to synthesis of prodikdsLEA (Late embryogenesis proteins), amino
acids or sugars that increase leaf keeping backatér (for a review, see Ingram & Bartels, 1996).
Studies that have worked on the osmotic adjustnmerpiedunculate oak gave divergent results.
Thomas & Gausling (2000) found an osmotic adjustraeound 0.4MPa, whereas Vivet al. (1996)
found no decrease of the leaf osmotic potentg) (n response to drought. According to Badial.
(1999) the employed method to assess osmotic atgasthave a large influence on results. Moreover,
differences found between studies for osmotic adjest depends on the quickness with which the
stress is set. Indeed, Collet & Guehl (1997) showted a slower development of stress induce a
higher osmotic adjustment for sessile 0@k petraeq. In the present study we have found an osmotic
adjustment of 0.2MPa. But it is not very obvioughié osmotic adjustment played an important role in
the maintain of the water status. We can wond#raefosmotic adjustment was low because there was
no important decrease in RWC and thus no requesirtihesize molecules that could maintain it, or if
the stress was too quick to observe an importajustdent, or if there was no decrease in RWC
because there was a beginning of osmotic adjustrimetite late case we would expect higher tension,
i.e. W, more negative. As it is not the case, the lastrties may not be considered with more interest.
Thus, this study showed that in terms of plant wstatus parameterd), or RWC are poor estimates

of the water stress detected by the plants.

Conclusions

This study showed that in the case of artificiaudht in pots and for rooted cuttings of peduneulat
oak, daily total plant transpiration and stomatahductance for water vapor reacted very quickly
while the water status of leaves is little alteradtil large level of stress. Thus, transpiration or
stomatal conductance integrate and reflect the evlafiects of water stress, as observed by Medrano
et al. (2002), whereas leaf relative water content aafldsmotic potential are not good indicators in

our context to follow drought.
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Variabilité intra-spécifique de l'efficience d'utilisation de I'eau dans une famille de chéne

pédonculé Quercusrobur L.): causes physiologiques et/ou anatomiques

Résumé: Le chéne pédonculé est une espéce présentant utge Viariabilité intra-spécifique
d'efficience d'utilisation de I'eau (WUE) dont léterminisme génétique a été démontré. WUE est un
caractere complexe qui, a I'échelle foliaire, &findl par le rapport entre le taux d’assimilaticette de
CGO, (A) et la conductance stomatique pour la vapegauw’(g). Ce rapport - estimé par la composition
isotopique en™®C de la matiére organiqued{C)- est influencé par une multitude de facteurs
physiologiques et structuraux qui conditionnentgigntité de chlorophylle, épaisseur des différents
tissus...) et g(densité stomatique...). La comparaison pour cets tfaliaires de génotypes issus
d'une méme famille de plein-fréres de chéne pédénem conditions non-limitantes, a permis de
montrer que la variabilit¢t de WUE, dans cette flmiétait surtout liée asget non aux capacités
photosynthétiques. Pour approfondir ce travail, éngle a été menée sur la possibilité d'utiliser le
variations de composition isotopique en oxyg&f@/?0) de I'eau foliaire et de la matiére organique
foliaire pour décomposer des différences d'efficiend'utilisation de I'eau en composantes
photosynthétiques et transpiratoires. Les résuldatscette étude laissent envisager la possibilité
d'utiliser I'outil isotopique'®0 comme estimateur de ghez le chéne pédonculé, mais seulement en
conditions contrblées, et aprés améliorations @gsntiques d’extractions de la matiére organique.

Mots-clefs: chéne pédonculé — efficience d'utilisation deul'ea échanges gazeux foliaires -
discrimination isotopique du carbone — enrichisserea®0 — variabilité intra-spécifique

Abstract: Pedunculate oak is a species that shows a largesjecific variability of water-use
efficiency (WUE). The genetic determinism of WUEtins species has been demonstrated. WUE is a
complex trait which is defined at a leaf level s tatio of net C@assimilation rate (A) on stomatal
conductance for water vapors(gThis ratio — estimated with carbon isotope cosiipan of organic
matter §*°C) — is therefore influenced by numerous physiaabor anatomical traits that influence A
(chlorophyll content, thickness of leaf tissuegg(stomatal density...). The comparison of genotypes
belonging to a same full-sib family of pedunculatk, in non-limiting conditions, for these foliar
traits has shown that the variability of WUE ingttfiamily was linked to the variability of gistead of
photosynthetic capacity. To go further, a studybeen done on the possibility to use the variatains
the isotope composition of oxygelf@/*®0) of leaf water and leaf organic matter to decosepthe
differences in water-use efficiency in its photd$ytic and transpiratory components. The results of
this study has shown that tf® signature coulb be used as a proxy fofog pedunculate oak, but
only in controlled conditions, and after ameliopatiof organic matter extraction procedures.

Keywords: pedunculate oak — water-use efficiency — leaf gashange — carbon isotope
discrimination %0 enrichment - intraspecific variability
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