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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



Introduction

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



Rappels bibliographiques

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,
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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

18



Rappels bibliographiques

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
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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 (- - - +).
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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).
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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
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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