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INTRODUCTION GENERALE

1. Le peuplier
Les peupliers sont des Angiospermes Eucotylédogesnpes appartenant a la famille des
Salicacées. Cette famille se divise en deux genegenreSalix qui regroupe plus de 350
especes de saules et d’'osiers et le g@mgulusqui regroupe une trentaine d’espéces de
peupliers réparties en 6 sections botaniqu@bagq Aigeiros Leucoides Populus
Tacamahacat Turangg sur la base de criteres morphologiques et éaplegi (Dickmann &
Kuzovkina 2008). Les phénomenes d’hybridations rgpécifigues sont communs entre
especes d'une méme section botanique, mais aussibfEs entre certaines especes de
sections différentes ; notamment celles des sectikigeiros Tacamahacaet Leucoides
(Cagelli & Lefevre 1995). Certains croisements sittefois impossibles comnfeopulus
alba L. x Populus nigralL., d’autres sont unidirectionnels comrepulus deltoide8art. ex
Marsh. (?) x P. nigra (&) ou Populus tremuloidedfich. (?) x P. nigra (&) ou encore
Populus balsamifera. (?) x P. nigra (2).

L’aire naturelle du genrBopuluscouvre la quasi-totalité de I’hémisphére Nord. éuc
peuplier ne pousse a I'état spontané dans I'’héraispBud bien gu'il soit planté par 'Homme
dans certaines régions de I'Argentine, du Childetl'Australie (Dickmann & Kuzovkina
2008). Le peuplier est une essence de pleine lengéirse trouve essentiellement aux abords
des cours d'eau et dans les zones humides, voime B vallées et plaines alluviales
temporairement inondées. Quelques espéces coRopalus euphraticaDliv. et Populus
pruinosaSchrenk de la sectiohurangasont toutefois parfaitement adaptées aux condition

désertiques de par leur comportement phréatophyte.

En France, le peuplier fait partie intégrante dyspge et est présent au sein de deux

‘compartiments’ bien distincts.

a. Le ‘compartiment cultivérassemble les espéces dédiées a la productiooisieticelles a
vocation ornementale commé. nigra var. italica (peuplier d’ltalie), facilement
reconnaissable a sa silhouette fastigiée (Zsuffd 16 1996). La majorité des plantations sur
le territoire francais repose sur le déploiemenindfaible nombre de cultivars issus de
I'hybridation interspécifique, sélectionnés essdlgment sur des criteres de performance au
champ (vigueur, résistance aux maladies, qualitBaisi...) et pour la plupart issus de deux
croisements, soit un croisement entre deux esperesaméricainesk, deltoidesx Populus
trichocarpa Torr. & Gray ; peupliers interaméricains), soit ammisement entre une espéce
nord-américaine et une espéce eurasiatiquedgltoides(?) x P. nigra (4) ; peupliers
23
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euraméricains). La France est un acteur mondiaéumaje la culture du peuplier avec 22
millions de n? de bois sur pied et 1,5 millions dé de bois récolté par an. La France dispose

des surfaces les plus importantes en Europe dédiéette sylviculture avec plus de 235 000
ha (Dickmann & Kuzovkina 2008).

Aire de distribution
du Peuplier noir (Populus nigra)

Riviéres Principales
Présent en ripisylve

} Individus isolés

- Disparu ou absent

| Non prospecté 0 150 300

e Kilometres

Source: M Villar, INRA Orléans 2011 Réalisation: JL, OB, INRA avril 2011

Figure IG1. Aire de distribution du peuplier noiP¢pulus nigral.) en France.
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b. Le ‘compartiment sauvagehclut les especes pures autochtones présentgataspontane.
Trois sont présentes en France : le peuplier b{enalbg), le peuplier trembleRopulus
tremulal.) et le peuplier noirK. nigra). Le peuplier blanc est un arbre de bord de cours
d’eau, trouvé principalement dans les vallées médihéennes mais également dans le
couloir rhodanien et le long du Rhin. Le peupli@mnible est un peuplier de type forestier
présent dans la majorité de nos massifs. Le peupdie est parmi les trois, I'espéce la plus
représentée sur notre territoirig. IG1). Cette espéce d'importance centrale dans les
programmes d’amélioration et de sélection des Hdglrieuraméricains, est également une

espéece dominante et emblématique des cours d'aacais.
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2. Le peuplier noir, espéce emblématique de laripi  sylve

2.1. Peuplier noir et ripisylve

Populus nigra

oW WW W OWW @ 0L D WL el ar L4 o 0L L

This distribution map, shewing the nabural dstribution area of Popuiue nigra was comgled Ly mambers of the EUFORGEN Netwidks

Caton: Disirbulion map of Black poglar (Populies nigrs ) EUFORGEN 2008, www eulorgem oig .

Fiest published online in 2004 @ a5 TR 1,500

Figure IG2. Aire de distribution potentielle du peuplier n(fropulus nigral.) tirée d’EUFORGEN 2009.

L’aire de distribution potentielle du peuplier nsiétend de 'Europe de I'Ouest a I'extrémité
Ouest de la Chine en passant par une étroite friloge-Africaine Fig. 1G2). P. nigra est
'espéce dominante de la ripisylv&r(cadré IG1) et contribue fortement a la biodiversité
remarquable que I'on peut rencontrer dans ces z@memdré 1G1). P. nigra est également
reconnu pour son role épurateur important dans dlemation de la qualité des eaux,
notamment grace a un systeme racinaire tres déxelqpi joue le role de filtre naturel en
piégeant certains polluants comme les phosphatdssenitrates d’origines agricole ou
urbaine. Selon I'importance de la ripisylve (notaeminsa largeur), la fonction épuratrice peut
représenter de 37% a 100% de réduction de la cleargeote (Ruffinonét al 2003). En plus
de ce rOle épurateur, le systeme racinaire du mumbir est un facteur déterminant dans la
cohésion et la fixation des matériaux alluvionmair€e complexe ‘alluvions-systéme
racinaire’ est indispensable pour la protectioteehaintien des berges vis-a-vis de I'érosion
et donc crucial pour le maintien de la ripisylvei{Bman 1974, Foussadier 2003, Rodrigues
et al 2007).
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Encadré IG1 : La ripisylve: habitat du peuplier noir

Trait d'union entre I'eau et la terre, les formasovégétales riveraines des cours d'e¢au

communément appelées ‘ripisylve’ méritent d’étrdindés. D’'un point de vue étymologique

« ripisylve » vient du latinripa’ qui signifie rive et de sylvd qui signifie forét. Elle est
composée de trois strates : herbacée, arbustiabetescente, toutes inféodées a ce mi

humide particulier. La ripisylve présente de norolarmtéréts, notamment :

v'Sur le plan écologique, la biodiversité rencontede sein de cet habitat singulier §

exceptionnelle. Une multitude d’especes a la faimfstique et floristique y est inféodée. De

nombreuses espéces y trouvent des conditions dpirpaur s'y reproduire, s’y nourrir et s’

réfugier. La ripisylve sert aussi de corridor dgmation pour la faune sauvage.

v'Sur le plan économique, grace a la présence de éedes sols d’origine alluviale, les bor
de cours d'eau sont des territoires trés produdifs plus du peuplier, les espéces ligneu
telles que le noyer, les érables, les frénes awaumerisiers sont des colonisateurs potent
portant ainsi ce milieu vers une forte valeur écoigoie. Cet espace peut également 4
considéré comme un réservoir génétique qui pougtedt susceptible de fournir des génotyj
adaptés aux conditions locales telles que le soleodimat. Les ripisylves sont égaleme)
reconnues économiquement intéressantes pour l@éwergion face aux inondations (frein vis-

vis des écoulements d’eau et des pics de crues).

v'Sur le plan social, surement le plus méconnu plisyive fait partie intégrante du patrimoin
paysager des zones humides. Les paysages liésuastmt parmi les plus attractifs, et ceci
directement lié a la présence de I'eau mais aussladvégétation. La ripisylve particip

activement a la qualité du cadre de vie.

Malgré I'importance que la ripisylve peut avoir,denstat est inquiétant. La ripisylve constitue
milieu naturel le plus menacé en France et en Eudpns ce contexte, 80% des rives de la L
ont été classées en zone Natura2000 et 200 km ide tot été inscrits au titre des paysag

culturels vivants sur la Liste du patrimoine mohdiablie par 'UNESCO.

ieu

st

e

est

e
Dire
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2.2. Biologie et cycle de régénération

Le peuplier noir est une espéce longévive, didigé@nctionnant en méta-populatfoet

atteignant la maturité sexuelle a partir de 5-6 &fsuffa 1974). Chez les arbres dits
‘anémogames’ comme le peuplier noir, le pollenpestuit en grande quantité puis transporté
par le vent jusqu’aux fleurs femelles au coursrdess de mars et avril. La distance parcourue

par le pollen est difficile a évaluer, mais elleupatteindre vraisemblablement plusieurs

centaines de métres voire plusieurs kilométreshfRatheret al 2010).

Six a huit semaines aprées fécondation débute ulimation des graines qui selon la
littérature ne constitue pas un facteur limitantrpl@ recrutement de I'espece (Bessey 1904,
Engstrom 1948, Walkeet al 1986, Virginillo et al 1991, Van Splundeet al. 1995). Les
fruits, des capsules ovoides a deux valves, lilbeles graines entourées d’'un coton
hydrophobe de fin avril & mi-juillet (Zsuffa 19743e dernier permettant une meilleure
dispersion par le vent et une meilleure flottadildrsque la graine tombe sur les cours d’eau.
A ce jour, la part respective du transport réapisé le vent ou par I'eau est difficile a
guantifier, tant elle dépend d’'une multitude detdacs climatiques (direction et force du
vent), géomorphologiques (topographie et largeurcdurs d’eau), hydrologiques (vitesse
d’écoulement du cours d'eau) ou encore écologiqdessité de peupliers au sein de la

ripisylve, hauteur des arbres, volume du houppier).

Le succes de la germination est lié a la concomlammporelle entre la dispersion des
graines et I'existence de sites favorables mis sapar les crues (substrats humides et sans
végetation concurrente) (Noble 1979, Mc Bride &aBan 1984, Bradley & Smith 1986,
Walkeret al 1986, Van Splundest al. 1995, Shafrotlet al. 1998). Les graines ne peuvent en
effet germer que sur des sédiments frais, mobilisla dynamique fluviale pendant les
crues et apparaissant suite a I'abaissement daunide la nappe au printemps. Cette étape de
germination, allant de quelques heures a quelques,jintervient de mai a juillet selon la
phénologie de libération des graines des indivignselles. Cette période clé a été qualifiee

de fenétre de recrutement (« recruitment box »,dvialg & Rood 1998).

! Espéce dont les fleurs males et les fleurs femethat portées par des individus différents

2 Ensemble de populations locales liées par desdfisxgénes
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ADEQUATION ENTRE CROISSANCE
RACINAIRE ET ABAISSEMENT DE LA
NAPPE

Dissémination de graines (fin avril a
mi juillet) germination immédiate

Quelques années plus tard:
arbres adultes Quelques semaines

aprés germination

FORTES
TEMPERATURES

A\

1an apres germination

Forte croissance racinaire

Figure 1G3. Cycle de régénération du peuplier noir. Les digapes limitantes sont présentées en rouge.

La survie des jeunes semis apres germination reétedhent dépendante de I'adéquation entre
croissance racinaire et fluctuation du niveau dealape (Van Splundet al 1995, Barsoum

& Hughes 1998, Guilloy-Frogedt al 2002, Roodet al 2003, Stella & Batlles 2010¥(g.
IG3). Par conséquent, durant les premieres semairnestalfation, le développement du
systeme racinaire est généralement favorisé aunadtr du développement de la partie
aérienne Fig. 1G3) (Mahoney & Rood 1991, Virginillet al 1991, Segelquistt al 1993,
Guilloy-Frogetet al 2002, Stella & Battles 2010). A titre d’exempdey un site de Loire un
mois apres la germination, la partie racinaire red@tpeut atteindre 9 cm alors que la pousse
végétative n'est que de 2 a 3 ath Chapitre 2.2). Par ailleurs, les semis sont confrontés au
passage de la période estivale accompagnée des faatepératures et d’'une demande
évaporative importantd-{g. IG3); dans les cas les plus extrémes, des épisodairteresses
marqués peuvent se surajouter. De nombreux aus@aasordent a penser que la survie des
semis lors de la premiére année constitue I'unetthlgzes les plus critiques pour le succés de
l'installation (Cook 1979, McBride & Strahan 1984e et al. 1991, Virginillo et al. 1991,
Sacchi & Price 1992, Segelquist al 1993, Johnson 1994, Shafro#h al. 1995, Van
Splunderet al. 1995, Roockt al. 1998, 2003, Stella & Batlles 2010).
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Quelgues années apres l'installation, les indivalsignent leur maturité sexuelle et le
cycle de régénération naturelle est ainsi perpéri@. 1G3). Si le principal mode de
reproduction du peuplier noir est sexué et s'effeduivant le modéle présenté ci-dessus, il
est quand méme important de souligner que le paupdir présente également un mode de
multiplication végétative par I'intermédiaire deutorage de rameaux et/ou par drageonnage

de racines.

3. Menaces avérées et stratégies de conservation

Etant inféodé a la ripisylve, le peuplier noir i@éppe pas aux menaces que subit son habitat.
Malgré son importance, la ripisylve est 'un dedienix naturels les plus menacés en France
et en Europe (Heinze 1997, Leféwal 1998). Le peuplier noir est soumis a deux menaces

majeures.

La premiere menace que subit le peuplier noir &ste écologique et correspond a
I'altération, la fragmentation et la réduction dm shabitat engendrées par le développement
de I'agriculture et des activités humaines (DynegiNilsson 1994, Naimaet al 2005). Les
barrages hydroélectriques, les endiguements etatibations, I'extraction intensive de
matériaux dans le lit mineur des rivieres (avan®4)9ainsi que l'augmentation du
prélevement d’eau notamment pour l'irrigation desies agricoles ont modifié le régime
hydrologique des rivieres et perturbé les cyclaanets d’érosion et de sédimentation (Pautou
1983, Dynesius & Nilsson 1994, Bravaetl al. 1997, Scottet al. 1997, Roodet al. 1999,
Nilsson & Berggren 2000, Steiget al. 2001). Ces changements ont abouti & une réduction
des surfaces favorables a la régénération (Rood a&hdvey 1990, Roockt al. 1995,
Stromberget al 1996, Friedmaret al 1998, Johnson 1998, Scat al 2000). A titre
d’exemple, dans le Nord-Ouest de I'Europe la réggian du peuplier noir a pratiquement
disparu des grands fleuves comme le Rhin ou le Barfueféevreet al 1998). En France, le
Rhin, le Rhone et la Seine constituent les zoremlans favorables a la réegénération due a la

canalisation de ces fleuves (Piégayl 2003, Schnitzler-Lenoble 2007).

La deuxieme menace est liée au risque d’'introgrestepuis le compartiment cultivé,
largement représenté sur le territoire, caractépaé un niveau de diversité génétique
extrémement faible, et qui comprend):l¢s plantations d’ornement dominées par le peupli
d’ltalie (clone male de peuplier noir) et)(les plantations de cultivars hybrides (Cagelli &
Lefévre 1995). Les risques réels et les conségsedeel’introgression sur la diversité
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génétique des peuplements naturels de peupliesaoiractuellement en cours d’évaluation a
'INRA d'Orléans (Bastieretal. 2009, Chenaulet al. 2011) ; si le risque d’introgression est
averé, il pourrait conduire & une modification ditative et qualitative de la diversité

génétique du peuplier noir a plus ou moins lonmeefVanden Broeckt al 2005).

Les deux menaces citées ci-dessus affectent tesprent la taille efficace et la
composition génétique des populations, paramessnéels pour le maintien a long terme
de la diversité génétique de I'espece. Suite atdécence ministérielle sur la protection des
foréts en Europe (Strasbourg 1990), le peuplier adité identifi€ comme espéce prioritaire
dans les programmes de conservation des ress@éuétques aussi bien au niveau national
par la Commission Nationale des Ressources Gémétigarestieres (CRGF créée en 1991),
gu'au niveau Européen par le réseau EUFORGEN (Earmp-orest Genetic Resources
Network) (Villar et al 2004, Villar & Forestier 2009). L’objectif pringal de ces
programmes est de conserver un ‘pool’ importantdidersité génétique et de préserver les
populations naturelles dans leur milieu d’origime gitu). Le maintien de cette diversité est
crucial pour I'espéce afin de maintenir le potdntimdaptation des populations face aux
changements de I'environnement. Dans le cadre depoegrammes, deux stratégies de
conservation complémentaires ont été retenueyriaecvationex situet la conservatiom
situ. La conservatioex situconsiste a maintenir en pépiniére ouyepuletumune collection
d’individus représentative de la diversité généigen France, la collection nationale du
peuplier noir comprend actuellement 350 génotypesstconservée sous forme de parc a
pieds meres a la pépiniere forestiere d’Etat dent&mé&-Penfao (Loire-Atlantique). La
conservationn situ permet de préserver le potentiel d’adaptatioriespéce sur le long terme
tout en le laissant évoluer dans son milieu nat(icefévre et al 2001); a ce jour, 46
populations naturelles dont 14 Réserves Naturélationales sont impliquées dans le
programme national de conservation des ressourgestigues du peuplier noir et 7 sont

candidates comme unité de conservatiositu (charte de gestion en cours de signature).

Depuis 2002, le programme de conservation des ugss® génétique du peuplier noir
est conduit par I'Unité ‘Amélioration, Génétique Bhysiologie Forestiéres’ (AGPF) de
'INRA d’Orléans. Le niveau de diversité généticae sein des populations naturelles ainsi
gu’entre populations est évalué a I'aide de marcgumoléculaires ; ces derniers sont neutres
vis-a-vis de la sélection naturelle et refletehtdtoire évolutive des populations. Par ailleurs,
les populations sont également caractérisées pesr cdractéres adaptatifs tels que la

croissance juveénile, la tolérance a la rouille dwo&, la phénologie de croissance et de
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floraison ; ces caractéeres, dont la variabilitétpgermettre a une espece de s’adapter aux
changements environnementaux, permettent de réwg&eistructuration géographique de la

diversité et donc de possibles adaptations locales.

4. Modifications climatiques et menaces additionnel les

Les experts du Groupe Intergouvernemental sur lian du Climat (GIEC) sont unanimes
sur les modifications climatiques. lls prédisentamament une augmentation de la fréquence
d’événements extrémes tels que les canicules, sdes, inondations et tempétes (Meehl &
Tebaldi 2004, Schéet al 2004, IPCC 2007, Moataat al 2010). Canicules et sécheresses
pourraient notamment représenter une menace auuiiie pour I'établissement et le
maintien des populations de peuplier noir. Les erbétant des organismes pérennes, la
capacité d’adaptation des especes dans un envimemehangeant dépend a court terme de
la plasticité phénotypique des individus et a mageme du niveau de diversité génétique des
populations pour des caractéres fonctionnels maj@mradshaw 1965, Ackerlgt al. 2000,
Atkin et al 2006, Parmesan 2006, Valladaetsal 2007, Bower & Aitken 2008). Dans ce
contexte, plusieurs caracteres fonctionnels paamtanous permettre de prédire si I'espéce
sera capable d’ajuster au mieux sa croissanceto@vitant/tolérant les contraintes estivales :
(i) l'efficience d'utilisation de I'eau (WUE), défiaicomme le rapport entre la quantité de
biomasse produite et la quantité d’eau consommaédgm le méme laps de tempsi) (a
phénologie de la croissance principalement défiaieles dates de débourrement et d’arrét de
croissance et par la cinétique de croissanceij ela(thermotolérance ou température critique
au-dela de laquelle le fonctionnement photosymjuétiest altéré irréversiblement. Evaluer la
variabilité génétique disponible pour ces carasté@teez le peuplier noir, leur plasticité et
mettre en évidence une structuration géographiceiecatte variabilité pourraient nous

permettre d’évaluer le potentiel adaptatif de l&zspface aux changements climatiques.

Depuis plus de 10 ans, la problématique de recheleh’USC1328 INRA ‘Arbres et
Réponses aux Contraintes Hydriques et Environnatemt(ARCHE) du Laboratoire de
Biologie des Ligneux et des Grandes Cultures daeiVersité d’Orléans (LBLGC-EA 1207)
consiste a développer une approche intégrativenvésadentifier chez le peuplier les bases
ecophysiologigues et moléculaires impliguées dassvariations génétique et phénotypique
de caracteres complexes tels que le potentielalssance, I'efficience d'utilisation de I'eau,
la thermotolérance et la tolérance a la sécherdsse.travaux de recherche entrepris au
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LBLGC sur les hybrided?. deltoidesx P. nigra P. deltoidesx P. trichorcarpa ou P.
trichocarpa x P. deltoides commercialisés en Europe ont fait I'objet de qudkreses de
doctorat (Marron 2000-2003, Monclus 2002-2006, Bwnime 2005-2009, Fichot 2006-
2010). Une forte variabilité génétique pour le ptitd de croissance, WUE et la tolérance a la
sécheresse a déja été mise en évidence, et ce quelssoient 'age des arbres et
'environnement de croissance (serre - pépiniepeupleraie) (Marroret al. 2005, 2008,
Moncluset al. 2005, 2006, 2009, Bonhomreeal 2008, Fichoet al 2010, 2011).

5. Objectifs de la thése et stratégie expérimentale

Compte tenu de la complémentarité des thématigeiesaherche de I'unité AGPF de I'INRA
d’'Orléans et de I'équipe ARCHE de I'Université di€ans, les travaux menés au cours de ce
travail de thése visent a acquérir une meilleunenassance de la variabilité génétique de
caractéres potentiellement adaptatifs chez le prupbir dans un contexte de modifications
climatiques. Parmi les caractéres cités ci-dessuss avons décidé de focaliser nos efforts sur
I'efficience d'utilisation de I'eau (WUE) car auceinétude ne fait état de la variabilité
génétique existant pour ce caractére dAenigra L'objectif général de cette these visait
donc a étudier la variabilité de I'efficience dligation de I'eau chez le peuplier nof.(
nigra) et la plasticité de ce caractere en réponse &atdggaintes thermique et hydrique. Les
objectifs spécifiques de cette these visaienti)ag@antifier la variabilit¢ de WUE en
conditions contrblées et naturelles a partir degsusemis en cours d’installation et de trois
populations naturelles francaises (Dréme ; Pyré@femntales ; Loiret), i) a estimer la
plasticité phénotypique de WUE en réponse a desaiotes hydrique et thermique @t) a

juger des liens entre WUE, croissance et capaeigudvie.

Afin d’apporter des éléments de réponses a cestifbjela variabilité de WUE a été
etudiée a l'aide d’expériences réalisées a pdrlidé semis cultiveés en conditions controlées
(ex sity, (2) de semis installés dans leur milieu nat(iresitu), et (3) de génotypes provenant
de trois populations naturelles francaises culti@slantations comparatives. La plasticité
phénotypique en réponse a une contrainte thernagéte étudiée a partir de semis issus de
graines récoltées en France et en Italie et cslévéphytotrons ; le dispositif comprenait deux
chambres, 'une maintenue a 25°C, l'autre a 43°€Cplasticité phénotypique en réponse a la

contrainte hydrique a été étudiée a partir d’irdlig issus des trois populations installés en
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plantations comparatives ; le dispositif expérimértomprenait deux parcelles jumelles,

'une régulierement irriguée et l'autre non irrigué

Ce manuscrit comprend trois chapitres. Le prentfi@pitre consiste en un bref état de
'art de WUE chez le peuplier. Le second conceaseétudegx situ(conditions contrblées)
etin situ (conditions naturelles) relatives aux semisPdanigra lors de leur premiere année
d’installation. Le troisieme concerne une étude paopulations naturelles dE. nigra
installées en pépiniere en plantations comparativeslissue des trois chapitres, les
principaux résultats acquis dans le cadre de emitraont restitués au regard des objectifs

initiaux, et les perspectives de recherche lesiplésessantes sont enfin présentées.
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CHAPITRE 1

Etat de I’art sur l'efficience d’utilisation de I’eau chez

le peuplier
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L’ EFFICIENCE D’UTILISATION DE L’EAU : UN CARACTERE CLE POUR LA REGENERATION ET LE

POTENTIEL ADAPTATIF DU PEUPLIER NOIR EN REPONSE AUX MODIFICATI ONS DU CLIMAT ?

1. Définitions

Dans le domaine forestier, le terme d’efficiencetidisation de I'eau (WUE, 'water-use
efficiency’) rend compte du rapport entre les flemtrants de carbone (gains) et les flux
sortants de vapeur d’eau (perte) de la plante rebgtepar conséquent la connexion entre les
cycles du carbone et de I'eau. L'efficience d'séition de I'eau est un caractere complexe qui
peut étre appréhendé a plusieurs échelles. A lliécte la plante entiere, WUE est définie
comme le rapport entre la biomasse produite pagsldate et I'eau qu’elle a consommeée
pendant le méme laps de temps (WR I'echelle de la feuille, elle est définie ditement

et de facon instantanée comme le rapport entrsitéigtion nette de CO(A, pmol CO, m2

s1) et la transpirationH, mmol HO m? s?) (WUEs). Sachant qué& est le produit de la
conductance stomatique a la vapeur d’&gunimol HO m? s*) et du déficit de pression de
vapeur d’eau entre I'air et les chambres sous-digues de la feuille, on définit I'efficience

intrinséque d'utilisation de I'eau (WWEmmol CQ mol* H,O) comme le rapport entr et

Os-

2. La discrimination isotopique vis-a-vis du carbon e 13 (A'C) comme une
estimation indirecte et intégrée de I'efficience d’ utilisation de I'eau
Les éléments primordiaux en biologie (carbone, gzioydrogéne, oxygene) peuvent exister
dans la nature sous plusieurs formes, les isotapesye différent que par leur nombre de
neutrons et donc par leur masse atomique. Lespsststables ne permettent pas de dater des
événements mais d'identifier des processus phgsitoiques et de caractériser des sources
ayant une signature isotopique spécifique. Depluisigurs années, la volonté d'utiliser les
isotopes stables s’est généralisée car cette spohrmonstitue un outil tres performant pour
les recherches en écologie, physiologie, biologeguéres sciences environnementales (revues
de O’Leary 1988, Griffiths 1996, Dawsat al. 2002). Des 1939, Nier & Gulbransen ont
constaté une variation d’abondance relative ddspes stables du carbone dans la nature. A
I'état naturel le carbone existe sous la forme elexdsotopes stables, un isotope 16d&E)X
abondant dans le G@tmosphérique (98,9%) et un isotope lodre) présent sous forme de

trace (1,1%). L'inégalité de masse entre les dsokopes stables du carbone engendre des
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différences de propriétés physico-chimiques ernf@0, et *CO,: énergie de liaison,

température de fusion et de vaporisation, viscogitésse de réaction...

Encadré 1.1 : La discrimination isotopique vis-a-\6 du carbone 13 £°C)

L’élément carbone a deux isotopes stablég et*>C. La composition isotopique éfC (5'°C)
d’'un échantillon est exprimée en %o par rapport &tamdard connu et invariant, la Pee Dee
Belemnite (un fossile calcaire du Crétacé trou&a Dee en Caroline du Sud) dans le cas|du

carbone (Craig 1957) :

5échanti|lon(%0)= [(Réchantillon‘ Rstandara / Rstandar} X 1000 (l)

OU Rechaniion €t Riandara représentent le ratid®C/*"C de I'échantillon et du standard,
respectivement. La matiére organique contenantsmieC que le standard, les valeursde
sont négatives. La discrimination isotopique vigsadu carbone 13 de la matiére organique

foliaire (A"*C) est ensuite définie de la facon suivante (Fag8&hRichards 1984) :
AC (%0) = (air - O¢chantiion / [1 + Oechantiton/ 1000)] 2)

ol J4 représente la composition isotopique & de I'air (environ égale & -8%o) 6tchantiion

représente la composition isotopique" & de la matiére organique foliaire.

Le *2CO, présentant un encombrement stérique moins impogtan le*CO,, il diffuse plus
facilement depuis I'atmosphére vers les chambras stomatiques. Par ailleurs, au cours des
processus enzymatiques dynamiques comme lors ciBiaxylation, I'isotope léger1CO,)

est préférentiellement transformé (O’Leagy al. 1992). La conséquence directe est un
appauvrissement elfC de la matiére organique des feuilles par rappold composition
isotopique de l'air. La discrimination isotopiqués-sa-vis du carbone 13 de la matiere
organique foliaire 4'°C) permet de quantifier cet appauvrisseméricadré 1.J). C'est la
rareté de I'isotop&®C qui permet de déterminer avec précision la disioation isotopique du
carbone. Ces isotopes existent dans de telles pimp® qu’il est possible d’en mesurer la
guantité de maniere trés précise a l'aide d’'un tspe@tre de masse isotopique (IRMS pour

Isotope Ratio Mass Spectrometer).
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Encadré 1.2: Relation entre efficience intrinséqued’utilisation de l'eau (WUE;) et
discrimination isotopique vis-a-vis du carbone 13X™C)

Le modele de photosynthése proposé par Farquhatlgsplantes en {ZFarquharet al 1980,
1982, 1989, Farquhar & Richards 1984) comporterfee décrivant chacun un processly
influant surA™C : () la diffusion a travers la couche limitdj)(la diffusion a travers les
stomates, iif) la diffusion depuis les chambres sous-stomatigusgu’aux sites enzymatiqueg
de la Ribulose-1,5-Bisphosphate Carboxylase OxyggE(RuBisCO),i¢) la carboxylation par
la RuBisCO et\) la photorespiration et la respiration liée au l€yte Krebs. En regle généralg

le modéle est simplifié en négligeant les proceslguBactionnement liés aux pointy, (i) et

(V).

Connaissant les fractions molaires de ,Gfans I'atmospherecd et au niveau des siteg
évaporant intercellulairess), A™*C peut étre décrit en fonction du rapport, de la facon

suivante :

AVC (%) =a+ (b-a) x 6/ ca) 3)

ou a représente le coefficient de fractionnement isgiop lors de la diffusion du GQCau
travers des stomates (~4,4%0 ; O’Leary 1981} etprésente le coefficient de fractionneme
isotopique lors du processus de carboxylation @dRUBisCO (~27%. ; Farquhar & Richard
1984).

Par ailleurs, I'assimilation nette de €(@) est fonction de la conductance stomatique ay G
(gcoo) et de la différence de concentration en,@@tre I'atmosphére et les chambres sol

stomatiques si bien que :

A=0co2% (Ca-C) 4)

Or, sachant que la conductance stomatique a lauvapeau §s) est 1,6 fois plus importante
que celle dayco, et en réarrangeant les équations (3) et (4), WAEC sont théoriquement

reliés de facon négative et linéaire (Farqudiaal 1982) :

WUE,; =A/gs=(c./ 1,6) x (b —AC) / (b —a)) (5)

s

b

nt

U7

O

S-
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Le lien entre WUEetA™C peut étre explicité au travers du modéle de fgyoihiése proposé
par Farquhar pour les plantes en(Earquharet al 1980, 1982, 1989, Farquhar & Richards
1984), lequel prédit une relation négative et lirantreA*C et WUE (Encadré 1.9. Cette
relation théorique a initialement été validée cleelalé (Farquhar & Richards 1984) et depuis
chez les arbres (Meinzet al. 1990, Zhanget al. 1994, Lauteret al 1997, Roupsaret al
1998, Cregget al. 2000, Pontoret al 2002, Grossnicklet al.2005) et notamment au sein du
genrePopulus(Ripulloneet al 2004, Zhangt al. 2004, Yinet al. 2005, Monclut al 2006,
Soolanayakanahallgt al 2009, Fichotet al. 2010). Certaines études n’ont toutefois pas été
en mesure de démontrer un tel lien (8tal 1996, Picoret al 1996, Frowet al 2002) mais
'absence de relation est souvent due a une diftéred’échelle d'intégration entre les
mesures instantanées d'échanges de gaz et la ndes\€ qui est une mesure intégrée sur
le pas de temps de développement de la feuilldaEEnWUE change au cours de la journée
en fonction de Il'activité physiologique et des citiods environnementales (température,
différence de pression de vapeur entre la feuitld’amosphere, irradiance, ouverture
stomatique) (Roupsard 1997, Roussehll 2009) ; les variations de I'assimilation nette de
CO; et de la conductance stomatique peuvent étre i@ sur la journée comme cela a
déja été montré chez le peuplier (Dickmagtnal 1992, Pathreet al 1998) démontrant
limportance de la répétition des mesures d’échamgaeeux dans la journée ou sur plusieurs
jours. L'imprécision sur la mesure des échangesuyaest reconnue supérieure a celle sur la
mesure d'abondance diC dans les feuilles. De plus, des variations dedgotance
mésophyllienne au CQconsidérée comme infinie dans le modele présardéssus) et des
étapes de discrimination post-photosynthétiques/grguégalement contribuer au bruit de
fond parfois observé dans la relatisi'C-WUE; (Keitel et al 2003, Warren & Adams 2006).
Toutefois, compte tenu de la relation linéaire égative entre WUEet AC, AC est
généralement considéré comme un estimateur rétiilsde WUE, reflétant directement le
niveau de compromis réalisé entre la maximisates ghins associés a l'assimilation de, CO
et la minimisation des pertes associéees a la tratiem (Ehleringer 1993). La discrimination
isotopique est donc utilisée soit comme indicatdas processus physiologiques et des
conditions environnementales prévalant lors dsitiaitation de CQ (Ehleringer 1988, 1993),
soit comme outil de comparaison de WUéntre génotypes ou populations sous des
conditions environnementales similaires (DeLuciaS&hlesinger 1991, Bonat al 2000,
Brendel et al 2002, Pontoret al 2002, Marronet al 2005, Turneret al 2010). La

discrimination isotopique vis-a-vis du carbone 13éspnte une grande Vvariabilité
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interspécifique et est de ce fait souvent utilis@émme marqueur de différentiation d’especes
du méme genre (Gueldt al 1998, Bonalet al. 2000, Pontoret al. 2001). De larges
différences de\’*C ont été trouvées entre différentes provenanagsedhéme espéce (Zhang
et al 1993, Guehét al 1995, Lauteret al. 1997, Roupsardt al. 1998, Brendeét al 2002).

De nombreux facteurs environnementaux susceptild@sfluencer A et/ou gs sont
susceptibles d'influencer WWEet A®C tels que lirradiance (Farquhaet al 1989,
Zimmerman & Ehleringer 1990, Israeli al. 1996) la disponibilité en eau du sol (Farquhar &
Richards 1984, Zhanet al. 2004, Moncluset al. 2006, Bonhommet al 2008), I’humidité
relative (Madhavarmet al 1991), la concentration en G@e l'air (Guehkt al 1994, Picoret

al. 1996), la teneur en azote (Ripullaeteal 2004), la température (Craufugtial 1999)...

3. Variabilité de A'C au sein du genre Populus

L'essentiel des travaux réalisés sur la variabiiggA’*C chez le peuplier a été effectué a
partir des hybrides interspécifiquBs deltoidesx P. nigra (Ripulloneet al. 2004, Marroret

al. 2005, Monclust al. 2005, 2006, Voltast al 2006, Bonhommet al 2008, Dillenet al
2008),P. trichocarpax P. deltoidegRaeet al. 2004, Bonhommet al 2008) etP. deltoides

x P. trichocarpa(Dillen et al 2008, Moncluset al 2009) ; la caractérisation a large échelle
de A™C chez les hybrides et de ses liens avec la privitéot la tolérance & des sécheresses
modeérées était particulierement justifiée dansamexte agronomique. Une large gamme de
variation génotypique a été mise en évidence quelspit le fond génétique. Toutefois, les
bases physiologiques a l'origine de la variationurp®/UE et A™*C différent entre fonds
génétiques ; cheR. deltoidesx P. nigra la variabilité deA’*C est principalement controlée
par des variations dg (Moncluset al. 2006) alors que cheR. deltoides x P. trichocarpa
elle est essentiellement sous le contréleAddoncluset al. 2009). Par ailleurs, aucun lien
entreA™C et productivité n'a pu étre observé ni ctiezdeltoidesx P. nigra (Marronet al
2005, Moncluset al 2005, 2006, Voltagt al. 2006, Bonhommest al 2008) ni chez’.
trichocarpa x P. deltoides(Rae et al. 2004, Bonhommeet al 2008) suggérant ainsi la
possibilité de sélectionner des génotypes a la dffisients pour l'utilisation de l'eau et
productifs chez ces formules hybrides. Toutefoise worrélation positive entra™*C et
productivité a été mise en évidence en conditioydriues non-limitantes au sein d’une
descendance;Fde P. deltoidesx P. trichocarpa(Moncluset al. 2009), la relation WUE-

productivité est donc également fonction du fondég€ue. Enfin, aucun lien direct n'a pu
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étre mis en évidence enté’C et la capacité a limiter la chute de productierbibmasse en
conditions hydriques limitantes.€. la tolérance a la sécheresse) ni chez les hybfdes
deltoidesx P. nigra (Moncluset al. 2006) ni chez les hybridéx deltoidesx P. trichocarpa
(Moncluset al. 2009).

Si les études concernant la variabilitéAd&C sont bien documentées chez les peupliers
hybrides, elles le sont beaucoup moins sur les |ptipns naturelles. Les études portant sur
des populations naturelles de peuplier utiliseniveatA**C comme indicateur de WUE ; la
caractérisation & large échelle AEC dans un contexte écologique est davantage festifi
pour la mise en évidence de structurations géograph et d'adaptations locales. Une
importante gamme de variabilité¢ pott°’C comprise entre 1%o et 4%o selon les études a été
rapportée chePopulus fremontiWats (Sparks & Ehleringer 1997, Leffler & Evan02})
Populus angustifoliaJames (Sparks & Ehleringer 1998, trichocarpa (Gornall & Guy
2007), Populus cathayand&ehd (Xuet al 2008), Populus davidianaDode (Zhanget al
2004) et P. balsamifera (Soolanayakanahallyet al 2009). ChezP. fremontii et P.
angustifolig des corrélations négatives°C - altitude ouA’C - concentration en azote
foliaire ont été observées, suggérant que la vilitéabbservée poun™C est principalement
contr6lée par des différences de capacité photoétiqtie (Sparks & Ehleringer 1997). Un
récent travail suP. balsamiferaa montré que la variabilité pow*>C entre 21 provenances
était davantage contrblée par des variations @enauctance interne du mésophylle foliaire
au CQ que par des variations de conductance stomatifjutassimilation nette de GO
(Soolanayakanahallgt al 2009). Au contraire, Gornall & Guy (2007) n'ordagpu mettre en
évidence de liens ents'*C et les variables climatiques chBz trichocarpaet expliquent
I'absence de différences entre les populations pdd€ par le fait que la conductance
stomatique et I'assimilation nette de £Eb-varient. Che®. angustifolia Leffler & Evans
(2001) ont également mis en évidence une relatégative entreA’*C et I'altitude, mais
aussi une relation positive entre’C et les précipitations, suggérant une chute de la
conductance stomatique lorsque les précipitations faibles. Une diminution des valeurs de
A'®C en réponse & une diminution de la ressource antreduisant une fermeture des
stomates a été mise en évidence dhedavidiana(Zhanget al 2004, 2005), chePopulus
kangdingensi€ Wang & Tung (Yiret al 2005), che®. cathayangXu et al 2008, Luet al
2009) etP. balsamifera(Soolanayakanahallgt al 2009). Stella & Battles (2010) montrent
que les valeurs da’*C chez des semis d& fremontiidiminuent avec I'éloignement de la

nappe phréatique suggérant une fermeture des s®rmpatr limiter les pertes en eau. A ce
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jour, aucun travail concernant la variabilité padfC au sein de populations naturellesRde

nigra n’a éte entrepris.

43



CHAPITRE 1
ETAT DE L’ART SUR L’EFFICIENCE D’UTILISATION DE L’EAU CHEZ LE PEUPLIER

44



CHAPITRE 2
VARIABILITE DE L’EFFICIENCE D’UTILISATION DE L'EAU CHEZ DES SEMIS DE POPULUS NIGRA L.

CHAPITRE 2

Variabilité de I’efficience d’utilisation de I’eau chez

des semis de Populus nigra L.
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INTRODUCTION

La régénération naturelle constitue une étape mé@tante dans la transmission du ‘pool’
géneétique. La dissémination des graines est sowsygiwhrone avec la période de récession
des débits des cours d’eau ; le succés de I'ésaintient dépend par la suite de I'adéquation
entre vitesse de déclin de la nappe et vitesseralssance racinaire, cette derniére restant
généralement inférieure a 4 cm/jour (Mahoney & Rd##B1, Segelquisket al 1993,
Mahoney & Rood 1998, Stellat al. 2010, Stella & Battles 2010). L’adéquation entre
croissance racinaire et abaissement du niveau depgpe constitue une premiére étape
limitante pour la régénération cheznigra (Guilloy-Frogetet al. 2002).

Au début de I'été, les jeunes semis installés paskent pas quelques centimetres. Au
cours de cette période, leur appareil aérien deen@yoroximité de la surface sableuse et est
par conséquent sujet a de fortes températuresmiéssres ont démontré que la température
de l'air pouvait atteindre jusqu’a 38°C pour dempératures au sol de plus de 50°C.
L’augmentation des températures estivales (IPCTRp0urrait donc devenir un deuxieme
facteur limitant la régénération & nigraen exercant une pression de sélection sur lessemi
au cours de l'installation.

Dans un contexte de survie, la capacité a maint@nempérature de I'appareil aérien
dans les limites de fonctionnement pourrait étréaateur clé. Sous I'effet du rayonnement
solaire, I'eau liquide arrivant dans les chambmsssstomatique est vaporisée ; cette émission
de vapeur d’eau dans l'atmosphere, également appeddspiration, permet notamment
d’éliminer I'excédent d’énergie emmagasinée et daolec limiter les fortes hausses de
température a la surface des feuilNgs un processus de ‘cooling’. Le taux de transpiratio
integre fondamentalement deux composantes. L'ummprera la plante, la conductance
stomatique a la vapeur d’eau, reflete la facilvéclaquelle la vapeur d’eau peut diffuser
depuis les chambres sous-stomatiques vers I'entériglle dépend essentiellement du degré
d’ouverture des stomates et de leur densité. léaptopre a I'environnement (et donc non
modulable par la plante), le déficit de pressionvdpeur d’eau entre la chambre sous
stomatique et I'atmosphere (VPD), refléte la deneagéaporative ; il dépend essentiellement
du taux d’humidité et de la température ambiangs. ddnséquent, pour un VPD donné, le
maintien d’une forte conductance stomatique esaiceament crucial pour la régulation de la
température de I'appareil aérien. Sachant queidieffce intrinséque d’utilisation de I'eau
(WUE;)) est définie comme le rapport entre I'assimilatieite de C@(A) et la conductance

stomatique a la vapeur d’eag)( une forte conductance stomatique est générakemssnciée
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a une faible WUE Une faible WUE est par ailleurs associée a une forte discrinonati
isotopique vis-a-vis du carbone 18C) compte tenu de la relation linéaire et négative
démontrée entre les deux caracte@bapitre 1). Dans ce contexte, nous posons comme
hypothése que le potentiel de survie des semibéeatune faible efficience d’utilisation de
'eau et donc que les semis Benigrales plus aptes a survivre sous de fortes températu
sont ceux qui présentent les plus fortes valeurs d@.

Afin de tester cette hypothese, deux approchesriexgiétales complémentaires ont été
retenues. Tout d’'abord, une expérience en conditaamtroléesdx sity) a été realisée en
chambres de croissance dans le but d’isoler leediactempérature’ et de s’affranchir des
interactions environnementales extérieures complexaette approchex situa permis de
guantifier la variabilité pour WUE et la plasticeé@ réponse a de fortes températures chez des
semis deP. nigra Ensuite, une expérience en milieu natuirek(tu) a été réalisée dans le but
de se rapprocher des conditions naturelles dagsd#ies s’établissent les semisRl@igra ;
cette approchén situ a permis de quantifier la variabilité pour WUE zhides semis dP.
nigra dans leur milieu d’origine et de juger de leurawf® de survie au cours de la période
estivale. Ces deux approches sont présentées darssdus-chapitres distincts : I'approche
ex situconstitue leChapitre 2.1 et I'approchein situ le Chapitre 2.2. Le Chapitre 2.1 est
présenté sous forme d’article scientifique sounaisrpublication au journaDecologia; le
Chapitre 2.2 est présenté sous forme académique. Une syntieédendemble des résultats
est présentée a la fin de ce chapitre.
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CHAPITRE 2.1

Variabilité de I'efficience d’utilisation de I’eau chez

des semis de Populus nigra L.

Approche ex situ
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Variabilité de la discrimination isotopique vis-a-v Is du carbone 13 et
plasticité en réponse a une augmentation de tempéra  ture chez des

semis de peuplier noir

Sylvain Chamaillard, Marc Villar, Régis Fichot, Rk Brignolas & Ceécile Vincent-

Barbaroux

Soumis pour publication a la revue Oecologia leF&4rier 2011

PRESENTATION SYNTHETIQUE DE L 'ARTICLE

» Contexte Dans le contexte climatique actuel, 'augmentaties températures estivales
pourrait d’ici quelques décennies devenir un factenitant la régénération du peuplier
noir. La capacité a maintenir la température depéaeil aérien dans les limites de
fonctionnement pourrait constituer un facteur aémla survie des jeunes semis installés.
Nous posons comme hypothéese de travail que lessdemplus aptes a survivre sous de
fortes températures seraient ceux qui présenteplukaforte discrimination vis-a-vis du

carbone 134*°C).

» Objectifs Les objectifs spécifiques de ce travail étaienti€¢ quantifier la variabilité de
ABC chez des semis de. nigra et (i) de juger de limpact d’'une augmentation de
température suk'C et d’évaluer le lien potentiel entté>C et capacité de survie.

» Stratégie L'étude a été réalisée en chambre de croissamce3) semis issus de
graines collectées sur 16 arbres femelles : hbiearinstallés en France le long de la Loire
au sein de la Réserve Naturelle Nationale de 3&&smin, et huit arbres femelles installés
en Italie le long de la riviere Paglia. Les 800 seont été élevés en godets pendant 40
jours dans deux chambres de croissance a une taim@erconstante de 25°C et une
photopériode 16-8. Aprés 40 jours de croissangeldtsque les semis présentaient au
moins six feuilles, la température de 'une deswhies a été maintenue a 25°C (controle)
alors que la température de la seconde chambre grégressivement augmentee ;
'expérience a été stoppée des l'apparition desnjgmes symptdmes de flétrissement,
lorsque la température atteignait 43°C, c’est-a-dit7 jours apres le début de
'augmentation de la température) (tQuelle que soit la chambre de croissance, tesis |

semis ont été maintenus a la capacité au champatoldgng de I'expérience™*C et ses
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composantes structurales associées (surface éolimssique, SLA ; teneurs massiques en
azote et en carbone,yNet G, respectivement) ainsi que la hauteur des semistnt

mesurés sur tous les semis aux datest et dans les deux chambres de croissance.

« Résultats A t; une gamme de variabilité d’environ 4% palFC a pu étre observée
guelque soit la provenance considérée. Aucunerdifti significative n’a pu étre mise en
évidence entre les deux provenances alors qu'wet &ffelle significatif a été détecté,
suggérant que les variations A&C étaient dans notre cas davantage influencéete par
fond génétigue que part I'histoire évolutive despuydations. A i, en réponse a
l'augmentation de température, une augmentationemug des valeurs d€-°C (0,5%o) a
été enregistrée en comparaison des valeurs obsem@econdition témoin; cette
augmentation n’était cependant ni provenance-mefie-dépendante. De plus, 39,5% des
semis ayant subi 'augmentation de températureeptagent a ;i des symptomes de
fletrissement ; la mise en relation du phénotydaife avec les valeurs intrinseques de
ABC observées & {c'est-a-dire avant 'augmentation de températar@)diqué que les
individus non flétris présentaient des valeurs\(fi€ significativement plus fortes que les
individus flétris d’environ 0.5%. en moyenne. Pdteairs, indépendamment des facteurs
température et provenance, nos résultats ont égated@montréi} une diminution des
valeurs deA™C entre 1 et & d’environ 2%, {i) une relation significative et positive entre
A™C et le SLA ou N, et {ii) une relation significative et négative etW'&C et la hauteur.

» Conclusions A notre connaissance, cette étude est la premiéparactériser la
variabilité de A"®C chez de jeunes semis de peuplier noir. Nos gésuindiquent
notamment de tres fortes variations intra-proveaanais aucune différence significative
n'a pu étre observée entre provenance, un résut@aitefois modérer compte tenu du fait
gue seulement deux provenances ont été considétaéesilleurs, les liens observés entre
A™C, croissance et survie de I'appareil foliaire frggt que les semis présentant une plus
faible efficience d'utilisation de l'eau ainsi quie plus faible croissance juvénile
pourraient s’avérer étre de meilleurs compétitbansque la demande évaporative est forte
mais la ressource en eau non limitante ; ces pensraient avoir une conséquence directe
sur la structuration génétique des populationsréstisi les conditions de température en

milieu naturel s’averent de plus en plus contranges.
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ABSTRACT

The objectives of this study were t évaluate the variations in bulk leaf carbon ipeto
discrimination A™C) of 1- to 2-months-old®. nigra L. seedlings among and within two
European populations originating from France ardlyJtand (i) investigate the effect of
increasing temperature axt>C and the relationship betwe@°C and leaf survival. Seeds
from sixteen open-pollinated female trees (eightefach provenance) were allocated to two
growth chambers and were first grown for 40 day®58C (t). The temperature of one of the
two chambers was then gradually increased for ¥8 da to 43°C and the experiment was
stopped @). At t;, important within-population variations were ohaxt for A™*C (ca. 4%o).
Variations among the two provenances were not fsgmit but they were female-dependant
suggesting that observext®C variations were more influenced by the genetickgeound
rather than by life history of the two populatioAs$.t,, in response to increasing temperature,
A'®C values were significantly increased by 0.5%. oarage as compared to the control; the
increase was however neither provenance- nor fedeglendant. In addition, 39.5% of the
seedlings started to show wilting symptoms on ih& top leaves while the other 60.5%
remained healthy, and seedlings exhibiting the thgaphenotype exhibited highex*C
values of ca0.5%0. on average than those exhibiting the wilteénotype. The ecological
implications of these results for seedlings reaneiit andP. nigra population dynamics are

further discussed in the context of a future chaggiimate regime.

Key words: black poplar, seedlings, growth chamber, waterafficiency, temperature
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INTRODUCTION

Populus nigraL. is a key pioneer tree species colonizing adlgoils along large rivers in
temperate climatic zones of Europe, northern Afremad western Asia (Dickmann &
Kuzovkina 2008)Combined with other tree species such as will®vsjigraforms riparian
forests which have been designated priority habitathe Europe’s Natura2000 conservation
strategy (EU Habitats Directive, EC, 1992). Europewer systems have been however
heavily modified during the last decades by antbgamic factors, causing significant threat
to riparian species and communities. Regardinguigra, fragmentation of its native habitat
(Naiman et al. 2005) as well as hybridization from domestic popldincluding the
widespread Lombardy popl&. nigracv. Italica) are generally recognized as the twanm
threats upon genetic diversity and adaptive paerftfanden Broeclet al 2005). In this
context, national programs for the conservationPofnigra genetic resources have been
therefore established to preserve the long-termialrof populations, and all merge in the
European Forest Genetic Resources Network (EUFORGE®fevreet al 2001, Villar &
Forestier 2009).

Consequences of global change such as enhanceduala@f water table fluctuations
and increased frequency of summer heat waves (IR@X) may impact riparian forest
ecosystems and place an additional threat upoedtablishment and the long-term survival
of riparian species, including. nigra The establishment &f. nigraseedlings starts with the
dissemination of cottony seeds through wind ancewimom mid-May to end-June (Guilloy-
Frogetet al 2002) and germination success is then tightlyeddpnt upon soil characteristics
and water table level (Barsoum & Hughes 1998, Gyirogetet al. 2002). Afterwards, once
germination occurs on moist bare soil, the smafyleseedlings have to face two major
challengesj.e., (i) co-ordinating root growth with the rapid recedioigwater table andii{

surviving high summer temperatures with high radratoad (up to 50°C, Chamaillaet al
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unpublished data If the first process has already been documefBaasoum & Hughes
1998, Guilloy-Frogeet al 2002), the impact of elevated temperatures orphiysiology and
the survival ofP. nigraseedlings remains so far unexplored.

The control of leaf transpiration may have importamplications for seedlings
survival against high temperatures through the ggeof leaf cooling, thereby allowing the
maintenance of a functional photosynthetic apparatWater loss from leaves is
fundamentally controlled by stomatal conductancki¢tvis a function of the size, the density
and the degree of stomata opening) and boundaey ynductance (which is a function of
leaf size, leaf morphology and wind speed) opegaim series; however, in the case of
seedlings with very small leaves, we might assulna $tomatal conductance is the main
driver of leaf transpiration (Nobel 1999). As a sequence, under high temperature and all
other environmental parameters being equal (irrediavapour pressure deficit and non-
limiting water availability), maintaining a highashatal conductance may be a prerequisite
for seedling survival. However, stomatal apertuo¢ only controls water vapour exchange
but also the diffusion of CQnto the leaf, thus influencing the ratio of Iéatiernal to external
CO, concentration ¢/cy) and leaf intrinsic water use efficiency (WEhe ratio of net
assimilation rate to stomatal conductance). Lanfierdnces in leafci/c, and WUE exist
among G plant speciese(g, Cernusalet al 2008), and since carbon isotope discrimination
against*C (A™*C) has been shown to correlate positively wijtt, and negatively with WUE
in C; plant leaves (Farquhat al 1982, Farquhar & Richards 1984), the analysighef
13c/’C ratio in plant organic material has played a m#ntole in water-use efficiency
research (Bacon 2004).

In this study, we evaluated the variability of lephysiological and growth
performances oP. nigra seedlings in relation to high temperatures. USIhiC as a time-

integrated measure of WWBNd accounting for the linear and negative retstiip already
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observed between™C and WUE in poplar (Ripulloneet al 2004, Monclut al 2006), we
hypothesized in particular that the ability®f nigra seedlings to survive high temperature is
positively related withA™*C. The specific objectives were to (1) quantify treiability of
A'®C and related traits amorfe, nigra seedlings, and (2) assess the plasticipABE in
response to increasing temperature and investityateelationship between**C and leaf
survival. These objectives were addressed usings&e@lings grown under two contrasting
temperature regimes and originating from seedect@t on 16 open-pollinated female trees
at two geographical provenances (one site alondg.dire river in Francevs one site along

the Paglia river in Italy).
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MATERIALS AND METHODS

Origin of plant material and experimental design

Eight open-pollinated female trees growing alorgltbire river (National Natural Reserve of
Saint-Mesmin, Loiret, France) and eight open-patia females trees growing along the
Paglia river (Plain of Rena, Umbria, Italy) werdested at random and were used as a source
of seeds for this study. The Loire is a long rig#020 km) partially regulated with the flow
regime varying from 10 fhs® in summer up to 2000 hs* during flooding periods (mean
annual flow of 350 rhs?) in the area of seed collection. The Paglia imalkriver (86.5 km)
with a natural flow regime following closely theegipitation pattern (0.3 frs* in summer,
800 n? s* during flooding periods, mean annual flow of 184 s%). Climate data of each
source habitat were provided by Météo-France far french site and by Servizio
Meteorologico for the Italian site, using the cletseeteorogical statioriréble 2.1.1. For
each provenance, seeds were collected during tbendeweek of May-2008 and were
brought back to the INRA Research Unit of Foreshéies of Orléans (Loiret, France), the

location of the experiment.

Table 2.1.1Location, coordinates and climatic data of the fvovenance sites. Climate data were obtained
from the closest meteorological station and aresgmted for the 30-years normal (not available figr $ame

period at the two sites).

Site Latitude  Longitude Year Mean temperature (T) Cumulative precipitation (mm)

March June September March June September

Annual Annual
to to to mean to to to mean
May August Nowvember May August November
France 4751'48"N 1%4809" E 1971-2000 10.0 15.4 11.4 10.9 163 99 174 636
ltaly 4248'46 N 114722" E 1961-1991 11.3 20.9 14.4 13.1 110 86 238 728
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The progenies were grown in two growth chamberghatbeginning of the experiment (16-

May-2008), two seeds per pot were planted in 258@uis containing a perlite-peat mixture
(3:2 vlv, fertilized with NPK 14:16:18 at 0.5 kg*)rand were watered to field capacity every
day with pots’ base kept in water using collectirays; two weeks after germination, only
one seedling per pot was retained for the expetinfieliura & Eriksson 2002). For each

female tree, 48 seedlings were then used and 24 allercated to each chamber in which a
random block design with eight blocks was set @gheblock including three seedlings of

each female tree.

Growth conditions and treatments

All seedlings from the two growth chambers werentaned under similar growth conditions
for a period of 40 days (constant temperature 2%t@toperiod day-night 16-8). All pots
were placed on tablets with modulating height ideorto keep the distance between the light
source and the top of seedlings constant. In eaamioer, ambient air temperature (T, °C),
relative humidity (RH, %) and irradiance (Imol s m?) were recorded for each climatic
chamber every 15 minutes using a HOBO data logQesé€t Corp., Pocasset, MA, USA)
during the growth period; data obtained in the tywowth chambers for T (24.74+0.03%G
25.1740.02°C), RH (58.90+0.12%s 59.65+0.15%) and | (95.3+jumol s* m? vs
104.2+1.2 ymol s* m?) did not show important deviations and we assurted these
differences were small enough to be neglected. ®@dude, the temperature of one of the two
chambers was increased by 5°C every four days amtibximum of 43°C was reached (08-
July-2008) while the temperature of the other ctimahamber was maintained at 25°C and
served as a control. Regardless of the climationtiea, all seedlings were maintained
watered to field capacity all along the experim@&nm. 12-July, when the apex and the first top

leaves of the seedlings started to show wilting@pms, the experiment was stopped; at this
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time, 39.5% of the seedlings exhibited a wiltedraitgpe, while the other 60.5% exhibited a

healthy phenotype.

Growth, carbon isotope discrimination and related | eaf traits

Seedlings’ height (cm) was monitored for all sesghi once on 26-June at 25°C for both
chambers (tz5) and once again on 12-July at 25°G.{t first chamber) and 43°C (s,
second chamber). At the same times and for eadiisgeone healthy mature leaf (foliar
rank 5 counting from the top of seedling) was aifld for subsequent leaf trait
measurements; note that the leaves sampled onlyLiidide the 43°C chamber were formed
during the temperature constraint. After samplieggh leaf was scanned to assess leaf area
and dried at 60°C during 48h; leaf dry mass was tieeorded and used to compute specific
leaf aregSLA, cnt g). Leaves were then ground to a fine powder forathalysis of carbon
isotope compositionst°C). One milligram sub-samples of ground materiatenenclosed in
tin capsules and combusted; the Cfroduced by combustion was purified and the
13c0,/*?CO, ratio was analysed with a Finnigan MAT Delta Sdg@ ratio mass spectrometer
(IRMS) (Bremen, Germany). Carbon isotope compasiti@s expressed relative to the Pee

Dee Belemnite (PDB) standard and was calculated @saig (1957):

513C = [(Rsample— Rstandara / Rstandarli x 1000 (%0)

where Rsample aNd Retandard are the *CO,/**CO, ratios of the sample and the standard,
respectively (Farquhaat al 1989). All analyses were performed at the Teddrfdatform of
Functional Ecology (OC 081) at the INRA-NANCY 11B@rest Ecology and Ecophysiology
Unit. The accuracy of*C measurements during the time samples were passtite IRMS

was + 0.03% (standard deviation). The carbon isetaiiscrimination £4°C) between
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atmospheric C®(dair) and plant materiabfan) Was then calculated according to Farquhar &

Richards (1984) as:

AC = ©Oair — Optan) | (1 + Gpiant/ 1000))(%o)

Because air flow in the two growth chambers wagionanusly renewed using air from the
outside, the isotopic composition of the air sunding seedlings was assumed to be similar
in the two growth chamberg, = -8%.). Carbon and nitrogen concentrations of shme
samples that those used foC analyses were obtained with a Carlo Erba NA136Mental
analyser (Carlo Erba Instruments, Milan, Italy) pled to the IRMS and were expressed on a

dry mass basis (and Ny, mg g).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the Rveoé (Version 2.10.1, A Language and
Environment Copyright, 2007). Means are presentéd their standard error (SE) and all
statistical tests were considered significantPak 0.05. Data were found to meet the
assumption of homoscedasticity and normality distion of residuals; all analyses were

therefore performed using analysis of variameeoVA) using the following models:

(i) Block effects were first tested within each growttamber at each sampling
time (4 and ) for all variables £4°C, SLA, Gy, Nu and Height) using a
simple one-wayaNOVA model. Whenever they were significane( at t
for Cy in the second growth chamber; afdar A*C, SLA, Ny in the two
chambers and for Height only in the control chambedividual values

were adjusted to block effects by calculating thigeence between the
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(ii)

(iii)

(iv)

mean of each block and the general mean of alllisgedin the chamber
(Dillen et al 2008).

Provenance and female effects were tested;af ih the two growth
chambers using the following model, with femaleteésvithin provenance:
var = Chamber+ Prov. + Fem(Prov.) + Chamberx Prov. + Chamberx

Fem(Prov),
where var' refers to the tested variabla®C, SLA, Gu, Nyv), ‘Chambet
refers to the chamber effect considered as fix€dpv. refers to the
provenance effect (Frances. Italy) considered as fixed,FemProv.)’
refers to the female effect nested within proveearunsidered as random,
‘Chamberx Prov. refers to the chamber by provenance interactang
‘Chamberx Ferm(Prov.) refers to the chamber by female interaction.
Temporal variations between and § were evaluated only in the control
growth chamber where temperature remained unchageds t,-25) using
the following model:
var = Time+ Prov. + Fem(Prov.) + Timex Prov. + Timex Fenm(Prov.),
where var refers to the tested variablaC, SLA, G4 and Ny), ‘Time
refers to the temporal effect betweerahd t considered as fixedProv.
refers to the provenance effect (Franee Italy) considered as fixed,
‘Fem(Prov)’ refers to the female effect nested within promece
considered as randomfime x Prov. refers to the temporal by provenance
interaction, and Time x FemProv.)’ refers to the temporal by female
interaction.
Temperature-induced variations were evaluated by ttomparing the two

growth chambers 4{bs vs 143 using the following model:
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var = Temp.+ Prov. + Fem(Prov.) + Temp.x Prov. + Temp.x Ferm(Prov.),
where Var refers to the tested variabla®C, SLA, Gy and Ny), ‘Temp.
refers to the temperature effect considered aglfixderov. refers to the
provenance effect (Franes. Italy) considered as fixedi-em(Prov.)’ refers
to the female effect nested within provenance amred as randomJéemp.
x Prov. refers to the temperature by provenance intesactand Temp.x
Fem(Prov.) refers to the temperature by female interaction
(v) Finally, to test whether leaf survival observed tai; after increasing
temperature (‘healthy’ phenotyps ‘wilted’ phenotype) could be related to
differences im**C, the following model was run using individual ves:
var = Phenotypet Prov. + Fenm(Prov.) + Phenotypex Prov. + Phenotypex
Fem(Prov.),
where Var refers to the tested variabla'fC), ‘Phenotyperefers to the
leaf phenotype effect (healtiwg. wilted) considered as fixedPtov. refers
to the provenance effect (France Italy) considered as fixedi-eém(Prov.)’
refers to the female effect nested within proveearunsidered as random,
‘Phenotypex Prov. refers to the phenotype by provenance interactonml
‘Phenotypex Fem(Prov.)’ refers to the phenotype by female interaction.
Note that the model was run using’C values recorded as.4s but also
using A**C values recorded at 4s on the same individuals in order to test
whether leaf survival phenotype could be relatetiinsic A**C values.
Relationships between pairs of continuous variablese analyzed by linear regression
analysis [Pearson’s correlation coefficienty 6n a seedling basis, for each provenance and

for each sampling time. Because seedlings’ heigig found to covary with leaf traitsge
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Results sectignthe mainANOVA effects orA'C and related traits in model$)(to (v) were

tested independently of seedlings’ size by addwigtit as a covariate.
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RESULTS

After 40 days of growth at 25°C (26-June-20Q8s)t there were no significanChamber
and Chamberx Fem(Prov.)’ effects for all variables tested, while a sigraint ‘Chamberx
Prov. effect was recorded for §N only (Table 2.1.3; box plots at it,s were therefore
represented using individual values pooled over tihe growth chambersF{g. 2.1.].
Significant variations were observed among seeslifig all variables, wittA'*C values
noteworthy lying between ca. 24 and 28%ig( 2.1.7. No significant Prov. effect could be
observedFig. 2.1.1; Table 2.1.2while a significantFem(Prov.)’ effect was detected for all

variables Fig. 2.1.1; Table 2.1.2

Table 2.1.2F values of the ANOVAs for bulk leaf carbon isatogiscrimination £'°C, %o), specific leaf area
(SLA, cnt.gh), leaf carbon content (£ mg.g") and leaf nitrogen content (N mg.g"). Note that the main
ANOVA effects onA™C, SLA, G, and N, were tested independently of variations in segdizes by adding

height as a covariate in each model.

Models Variables Chamber Prov. Fem(Prov.) Chamber x Prov. Chamber x Fem(Prov.)

ABC 0.42ns 0.01ns 1.90* 2.90ns 1.67ns
SLA 1.39ns 0.92ns 1.96* 0.02ns 0.78ns
(i) cy 0.32ns 0.36ns 2.62%** 0.92ns 0.95ns
Nm 0.56ns 2.56ns 4.74%** 9.54** 0.71ns
Height 0.61ns 27.72%** 7.99%** 4.01* 0.92ns

Time Prov. Fem(Prov.) Time x Prov. Time x Fem(Prov.)
ABC 62.09%* 2.33ns 3.09%** 0.03ns 0.81ns
(i) SLA 5.29* 0.08ns 1.48ns 3.42ns 1.37ns
Cu 0.11ns 0.05ns 2.49** 1.87ns 2.12**
Nm 33.90*** 1.58ns 3.10%** 6.32* 1.79*
Height 1623.60*** 42.63*** 7.51%** 3.42ns 1.14ns

Temp. Prov. Fem(Prov.) Temp.x Prov. Temp. x Fem(Prov.)
ABC 22.98%* 0.39ns 1.85* 2.24ns 1.47ns
) SLA 8.28** 2.56ns 2.19** 0.07ns 1.48ns
Cu 28.52%** 0.22ns 2.90*** 0.15ns 1.38ns
Nm 129.22*** 17.31%** 3.01%** 0.87ns 1.06ns
Height 39.10*** 17.39%** 5.43%** 8.76** 1.37ns
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Figure 2.1.1Box plots on individual seedlings values for (a)kdeaf carbon isotope discriminationfC), (b)
specific leaf area (SLA), (c) leaf carbon contedy), (d) leaf nitrogen content ¢y and (e) seedlings’ height
(Height). For each trait, box plots are shown bgvpnance (France, left panel; Italy, right pangipe of
measurement (and t) and growth temperature (25°C and 43°C). Note ltioat plots at it,s were represented
using values pooled over the two growth chamberalge the Chamber effect was not significant for all
variables. Each box represents the quartile be@%) énd above (Q3) the median value. Vertical beypsesent
minimum and maximum values except for seedlings &ha away from 1.5 times from the top of the gleart

(Q3 - Q1) range. Values outside this range aressgmted as circles.
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Significant relationships were detected betweeitstragardless of the provenance (Fravee
Italy), the time of collect (x5 vs t.25) and the temperature, s vs t.43) (Fig. 2.1.2; Table
2.1.3; overall, relationships were not strongly modifi@lthough the strength of all
relationships was enhanced betweeand $ (Fig. 2.1.2; Table 2.1.R A'*C scaled positively
with SLA and N, and negatively with ¢ and Height Fig. 2.1.2. Height scaled negatively
with SLA and N, while positively with G; (Table 2.1.3. A significant and positive
correlation was observed betweef Bhd SLA while Gy scaled negatively with SLA andyN
(Table 2.1.3.

Significant variations between.4 and .5 were detected foA'*C, SLA and N,
independently of variations in seedlings’ sikeg( 2.1.1; Table 2.1.2 The Time x Prov.
interaction was found significant forn/Nonly, while the Time x Fenm(Prov.)’ interaction was
found significant for G and Ny (Table 2.1.9. Overall, differences between,t and t.25
were characterized by a sharp decreasti@ (approx. 2%. on average), SLA ang, Nand
an increase in g (Fig. 2.1.7.

A significant Temp. effect was detected at for all variables, independently of
variations in seedlings’ sizeFig. 2.1.1; Table 2.1.2 ‘Temp. x Prov. and Temp. x
Fem(Prov) interactions were not significant for all variab, thereby suggesting that
temperature-induced variations were neither proveganor female-dependafiaple 2.1.3.
Overall, acclimated seedlings displayed high&iC (ca 0.5%. on average), SLA andyN

values and lower fzvalues Fig. 2.1.]).
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Figure 2.1.2Relationships between bulk leaf carbon isotoperifisnation A**C) and specific leaf area [SLA
(a, e, )], leaf carbon content {Qb, f, j)], leaf nitrogen content [N (c, g, k)] and height [Height (d, h, I)].
Relationships are presented for each sampling tipsnd $) and each growth temperature (25°C, 431@), t;.

25 bos and b3 respectively. Linear regressions (Pearson’s t@dioa coefficients) were calculated for each

provenancerg, for France and, for Italy, respectively). Open symbols are for rirg; closed symbols are for

Italy. Note that relationships atz are represented using individual seedling valwedgal over the two growth

chambers because th@hambet effect was not significant for all variables. Ledvof significance is *P <

0.001.

Table 2.1.3Linear regressions (Pearson’s correlation coeifits) between specific leaf area (SLA @), leaf

carbon content (& mg.g'), leaf nitrogen content (N mg.g') and height (Height, cm). Correlations were

calculated on a seedling basis for each proveng@freece and Italy), and for each sampling timeafid t) and

each growth temperature (25 and 43).

Variables Provenance Cum N Height
t125 {225 {243 t125 1505 t5.43 t125 {205 {243
SLA France -0.32%** -0.64*** -0.56***  0.37** 0.84** 0.62*** -0.10ns -0.45*** -0.49***
Italy -0.30*** -0.52*** -0.56***  (0.39*** 0.80*** 0.59*** -0.11* -0.59*** -0.57***
Cum France -0.37*** -0.50*** -0.50** 0.41*** 0.50*** 0.34***
ltaly -0.39%* .0, 35%* -0,35%** (0.49%* (0.49*** (0.36***
Ny France -0.33** -0.24** -0.19*
Italy -0.34**x -0,36*** -0.30***
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Finally, when individualA'*C values were confronted to the binary score deisgyileaf
survival at the end of the experiment, it coulddeen that ‘healthy’ phenotypes tended to
exhibit higherA™C values (ca0.5%. on average) than ‘wilted’ phenotypegig( 2.1.3.
However, the Phenotypkeffect was only significant when considering®C values recorded
at t.,5 i.e, intrinsic A¥®C values Fig. 2.1.3; in addition, regardless of sampling time and
phenotypic groupsPhenotype x Prov.and ‘Phenotype x Fem(Prov.interactions were not

significant Fig. 2.1.3.
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Figure 2.1.3Relationship between bulk leaf carbon isotoperifisnation (A*C) and leaf survival in response
to elevated temperature. A binary score descril@a@survival was attributed to each seedling atahd of the
temperature experiment based on whether the fipsteaves were ‘healthy’ (no visible symptom) oiilted’.
Box plots are presented on the basis of individealdlings values recorded at the end of the expetiafter the
increase in temperature. g at 43°C) but also before temperature was increaséite growth chamber,(is at
25°C, same seedlings). White boxes are for thelttnggphenotype; grey boxes are for the ‘wilted’gtotype.
Each box represents the quartile below (Q1) and@l@3) the median value. Vertical bars represéntmum
and maximum values except for seedlings that amydmm 1.5 times from the top of the quartile (QQ1)
range. Values outside this range are representedcss. Levels of significance are indicated Rirenotype
for the phenotypic effectPhenotypex Prov. for the phenotype by provenance interaction, dPldenotypex

Fem(Prov.)’ for the phenotype by female interaction. Lee€&kignificance is *P < 0.05; ns = non significant.
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DiscussION

Variations in A'*C and related traits among P. nigra seedlings
To our knowledge, this is the first large-scaleestigation documenting bulk leaf**C
variations in very young (2 months-olBppulusspp. seedlings. Regardless of provenances
(Francevs ltaly), sampling dates and growth temperaturesange of variation of approx.
4%o was evidenced foa'*C among the 80@opulusnigra seedlings investigated. This was
much higher than genotypic variations already reggbamong saplings and older trees within
pure poplar specie®.qg, Sparks & Ehleringer 1997, Leffler & Evans 200kgr@all & Guy
2007, Soolanayakanahaky al 2009) or within inter-specific hybrids (Ripullom¢ al. 2004,
Marron et al 2005, Moncluset al 2005, 2006, 2009, Voltest al 2006, Bonhommet al
2008, Dillenet al 2008). Further comparison with data availableseadlings of other tree
species indicated that the range of variation alegkin our survey was at least comparable or
even higher than that reported across a wide rahggymnosperm and Angiosperm tree
species €.g, Roupsardet al 1998, Li 2000, Cregg & Zhang 2001, Lauteti al. 2004,
Cernusaket al. 2007, 2008, Arandat al 2010). In addition it may be worth to note that
although meam™C values were rather uniform among the two proveesrinvestigated
(France vs. Italy) they were strongly female-dependant, sutiggsthat observedA™C
variations were more influenced by the female genesickground rather than by the life
history of the two populations investigated. In gamson, strong provenance and genetic
effects onA™*C have already been reported for seedlings acresderange of species.
Roupsarcet al 1998, Cregg & Zhang 2001, Lautetial 2004, Arandat al 2010).

Large variations among seedlings were also foumdftier leaf traitsi(e., SLA, Ny
and Gy). Similarly to what was observed far*C, mean values were not significantly
different among provenances but seemed to be mfkok by genetic background. In addition,

significant correlations were detected witi°C. Overall, relationships were comparable
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between provenances, sampling times and growthdeahpe (se&ig. 2.1.9; seedlings with
higherA'3C exhibiting higher SLA, higher iand lower G;. It should be noted that inherent
variations inA¥C are dependent upon the relative balance betwedeast two main
physiological determinantsg., variations in i) leaf diffusive characteristics to water vapour
and CQ, and {i) photosynthetic capacity. Even if gas exchangesratere not addressed in
the present study, the main physiological processng A'*C variations among seedlings
may be however assessed from tWEC-SLA-Ny relationships. Leaf structure assessed
through SLA plays a central role in regulating leater and carbon economics (Wrigttal.
2004). Denser and/or thicker leaves had lowgr & already reported across a wide range of
species (Field & Mooney 1986, Rei@t al 1998) includingPopulusspp. (Marronet al
2005, Marron & Ceulemans 2006). As a large pateaf nitrogen is allocated to the proteins
of the photosynthetic machinery, especially RuBis@iQher N, is generally associated with
higher net assimilation rates (Evans 1989, Retchl 1998) and would therefore be expected
to translate into higher WUEand lowerA™*C values. However, the reverse pattern was
observed ad\'*C and N, were positively related, a pattern that may belarpd if leaf
diffusive characteristics vary in a much greatédeekand contribute to offset the relationship.
In addition, A™*C and SLA were positively related which may alsemsecounterintuitive.
Lower SLA is generally related to higher resistatweCQ internal transfer, due to denser
packing of mesophyll cells and thicker or more digell walls (Galmést al 2011). This
should ultimately relate to lower WWEBNd higherA®*C (Flexaset al 2008) unless leaf
diffusive characteristics to water vapour vary igraater extent as compared to internal leaf
tissue diffusive characteristics to @@ctually, a similar positive relationship betwesHC
and SLA was already observed amongP2@ulus deltoides P. nigra genotypes and further
gas exchange measurements revealed that variati@smatal conductance to water vapour

were mainly responsible far'*C variations (Monclugt al 2006). It is therefore conceivable
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that, in the present study, stomatal conductance tha main driver for the variations
observed im**C among thé@. nigraseedlings.

Regardless of the provenance, absolute valuesbfrits varied significantly between
the two sampling times in the control chamber iating that leaf structure, chemistry and
function varied as a function of time. As leaf tsaivere assessed for the same foliar index at
the two sampling times, it is however likely thiaetobserved changes were more influenced
by seedling’s agper serather than by leaf age. Overall, leaves wereatarized by lower
SLA and Ny, values, higher @ values, and most of all, by a lowat’C (approx. 2% on
average); the decline in SLA ang,Melated to leaf ontogeny has already been doclwedent
poplar (Marroret al 2003, 2008) but data on variation related toae of the plant itself (at
constant leaf age) are lacking for seedlings. AsBN4Ja composite trait, the decreasatfic
must have been caused by a relative shift in thanba between leaf transpiration and net
photosynthesis, but the exact basis remains unknblewever, ontogenic changes #F°C
between i,5 and $.,5 were not significantly dependent upon either pnarees or females,
indicating that the response among seedlings wase duomogeneous. In addition,
relationships between leaf traits were comparabl® even strengthened between the two
sampling times. Therefore, although absolaf€C values were significantly affected by
seedling’s age, it is very likely that the mainveri for A™C variations among seedlings
remained the same over time.

There was a trade-off betweeXt*C and seedling’s height, similarly to what was
reported among_astanea sativaseedlings (Lauteret al 2004). In other words, the least
efficient seedlings for water-use were also thogelating the lowest above-ground biomass.
Such a relationship betwea}°C and growth potential has sometimes been integras the
consequence of photosynthetic capacity controliti§ variations (see Farquheiral 1989).

However, considering the low light irradiance toiethseedlings were exposed during the
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experiment, it could be inferred that growth cohirothe juvenile stage was not primarily
limited by assimilation rate but rather by lealusture and whole-plant allocation differences
(Shipley 2002, see also Marrem al 2005 on poplar). Similarly, variations i°C are not
expected to be dominated by differences in asdiimilaate but by differences in stomatal
conductance. In such a case, both growth/i@ would therefore be relatively independent
from photosynthetic capacity but they would be rsgtg determined (in opposite directions)
by the level of soil-plant-atmosphere coupling (dseussion in Lauteet al. 2004). Riparian
species such a. nigra are dependent on groundwater which is frequemketl to stream
water, and lower above-ground growth may indicagdédr allocation to roots and facilitated
access to water (Kranjcet al 1998, Stella & Battles 2010). Therefore, seedlingmbining

a slow-growth strategy (with a reduced total canaga and possible increased investment to
roots) with a water-spending strategy (low WUE) nisey favoured in case of fluctuating
environmental conditions with high evaporative dathain contrast, the combination of a
rapid-growth and a better stomatal control wouldfeo a competitive advantage in case of
more favorable conditions. In fact, the persisteoicthis trade-off resulting in multiple trait
combinations may ultimately reflect the opportuigioneering strategy d?. nigra, thereby
ensuring successful seedlings establishment undeida range of micro-environmental
conditions. Noteworthy, Lauteet al (2004) noticed that i€astanea sativéhe negative link
betweenA™®C and above-ground growth was reversed at the athge. Whether this trend

also applies t®. nigrais a question that remains to be explored.

Effects of elevated temperature on  A™C and relationship with leaf survival
The step-wise increment in air temperature (frorffiC26p to 43°C) along the 17 days-period
resulted in significant leaf acclimation that wasitihher provenance- nor female-dependant.

Overall, SLA and Iy, increased while (g decreased, in agreement with findings reported for
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Populus tremuloideseedlings (Tjoelkeet al 1998) and peanut (Craufued al 1999). Most
importantly, meam\**C values were slightly but significantly increadsd0.5%. on average,
indicating that temperature induced a significaetrdase in WUE. There are only few reports
on the effects of elevated temperatureAd?C. For instance, Craufuret al (1999) reported
that well-watered peanut lines grown at 34°C esxhibian almost 2%o highex**C than the
same lines grown at 27°C. Similarigastanea sativaeedlings grown at 32°C under non-
limiting water supply were found to display high€fC than those grown at 25°C, the range
of variation depending on the populations considi€te to 0.6%., Lauteret al 2004). In
both cases however, incl. our study, the functidresis forA™*C variations in response to
elevated temperature remained unknown. It is coabd that increased air temperature
modified leaf anatomy and stomatal density (Reeldgl 1998, Luomalaet al. 2005) so that
to facilitate water vapour diffusion, thereby entiag leaf cooling. However, we cannot
definitely rule out the possibility that the phogothetic machinery was altered by the high
temperatures during the last steps of the expetirmaed3°C. Indeed, several studies have
reported that leaf temperature can sometimes exagetemperature by several degrees
(Gateset al 1968, Martinet al 1999) and previous experiment Bn deltoidesx P. nigra
hybrid cuttings demonstrated that the critical temapure for the stability of photochemistry
was around 46°C (Marroet al 2008).

The most interesting finding is the positive relaship observed betwea°C and leaf
survival under elevated temperature (healthy phg®)t Seedlings that remained ‘healthy’
under elevated temperature exhibited on average @%%. highen™*C than those exhibiting
a ‘wilted’ phenotype. This was especially true whesnsideringA®*C data obtained for
seedlings at 25°C(bs) before the temperature was increased, suggetstaigt is more the
intrinsic A®*C value rather than its plastic response thatvskied. This relationship should

however not be taken as directly causal and magiysuweflect more global co-ordinations
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between the physiological and morphological deteamis of seedlings’ growth behaviour. In
fact, if a lower WUE somehow confers a competitagvantage under high evaporative
demand, then it must be the structural/functiorsatdrs controlling leaf and whole-plant
transpiration that should be the target of selectither than WUE by itself. In addition,
although the two phenotypic classes (healthywilted) differed significantly fon**C values
on average, box plots showed significant overlajicating that the response is not simply
binary and that other factors, such as the thenaoigy of the photosynthetic apparatus, are

also probably involved in leaf survival.

Ecological implications

The links observed betweert®C, growth and leaf survival may have important iicgtions
for the establishment &f. nigraseedlings and population genetic structuratioam aontext of
high temperatures. Taken together, the resultsesigbat slow growing and less water-use
efficient seedlings are better competitors underddmns of extremely high evaporative
demand and non-limiting water availability. As aul, if physiological differences do drive
differences in seedling survival situ, we would expect punctual and localized heat waves
have a significant impact dA. nigra population composition along its native rangew#s
surprising to us, therefore, to find no differeneesong the two provenances but this result
must be taken cautiously for at least two reas@hshe low number of provenances studied,
(i) the fact that average climatic data may not bees®arily representative of the local
micro-environmental conditions that prevailed dgrihe establishment of the female trees,
and (ii) the fact that the large individual variations ev&d due to a large genetic
background (800 seedlings issued from a combinaifat6 female trees by numerous male
trees) may offset the effect of climate. These datae obtained from experiment in

controlled environment. Even if natural selectiauld operate within this initial large range
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of AC variation for the success of population estahlisht, conditionsn situ are much
more different and complex. Riparian species, iticlg poplars, are generally dependant on
stream flow (Roocet al 2003) and seasonally fluctuating water tablesiptaraction with
high temperature, can also drastically alter saiuvigte during the critical establishment stage
(Horton & Clark 2001, Stella & Battles 2010). Addital experimental manipulations
exploring the high temperature x drought interactamd combining WUE, leaf thermo-
tolerance and leaf survival among a larger panejemfgraphic provenances should help to
gain insights into the physiological processesidgwseedlings’ recruitment and population

dynamics inP. nigra
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1.INTRODUCTION

Dans le but de se rapprocher des conditions nisréans lesquelles s’établissent les semis
deP. nigraet de juger si les résultats observés lors det@agheex situétaient transposables
en milieu naturel, une expérienicesitu a été realisée. Il était notamment important ddige

(1) que l'importante gamme de variabilité obserpéer A**C sur des semis en conditions
contrblées était également observée en conditiangrelles, et (2) que la diminution des
valeurs deA'C observée au cours du développement des semtioBsairvablen situ Par
ailleurs, en conditions naturelles, les grainest sdéposées sur les sédiments frais
principalement par I'eau de la riviére; la flucioatdes niveaux d’eau entraine ainsi le dép6t
des graines par ‘vagues’ successives sur les sgtine¢ constitue aprés germination des
bandes de régénération. Ces derniéres varientferteen termes de densité de semis. La
densité pourrait alors étre un facteur importaptendre en compte lors de I'installation des
semis deP. nigra; ainsi, nous posons I'hypothése d’'un lien entre BVt la densité. Au
contraire de I'approchex situ ou I'échelle de raisonnement était située au nivea
lindividu, la notion de densité impligue une édbebe raisonnement au niveau de la
population.

Les objectifs spécifiques de cette étude en mitiaturel étaient dei)( quantifier la
variabilité pourA'®C et la densité de semis avant et aprés la péestieale i) juger de la
plasticité deA™*C en fonction de la densité et de I'age des sediiis.d’apporter des éléments
de réponse a ces objectifs, trois sites d’étudedtintetenus : deux situés le long de la Loire
en France et un situé le long de la riviére Pagiidtalie.A'C, les teneurs massiques en azote
et en carbone (N et Gy respectivement) ainsi que la démographie ont\&#iées en juin et
septembre au sein de quadrats installés le longales d’eau et représentatifs de la gamme
de densité rencontrée. Par ailleurs, afin de peédes liens entre WUE et croissance en
milieu naturel, la longueur de la racine et deide bnt également été mesurées sur l'un des

sites.
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2.MATERIEL ET METHODES

2.1 Présentation des sites d’étude
Les expériences ont éte réalisées le long de daurs ’eau naturel : la Loire en France et la
riviere Paglia en ltalie. La Loire est un fleuvarfgais, long de 1020 kilométres, qui prend sa
source au pied du mont Gerbier de Jonc dans leiMasstral et qui se jette dans I'Océan
Atlantique prés de Saint-Nazaire en Loire-AtlanéiglLa riviere Paglia est un cours d’eau
italien long de 86,5 kilometres qui prend sa sowgepied du Mont Amiata et qui se jette
dans le Tibre pres de la ville d’'Orvieto. Les dexpurs d’eau difféerent essentiellement par
leurs caractéristiques hydrologiques. La Loireussfleuve partiellement régulé dont le débit
peut néanmoins varier entre 18 $if en période d’étiage et 200C° 8" en période de crues ;
la riviere Paglia est une riviere sauvage non &gyudtroitement dépendante des précipitations
et dont le débit varie entre 0,3 8T en période d’étiage et 800’ en période de crues. Les
deux sites different également par la texture dastsat : sable fin en Loire ; glaise, sable et
gros galets a Paglia. Enfin les deux sites diffepar leurs conditions climatiques : climat
tempéré de type océanique dégradé en Loire avela qdriode 1971-2000 une température
moyenne annuelle de 10,9°C et des précipitationsemues annuelles de 635,7 mm (données
Météo France); climat méditerranéen a Paglia avetaspériode 1961-1990 une température
moyenne annuelle de 13,1°C et des précipitationgemues annuelles de 728,1 mm (données
Servizio Meteorologico). Au cours de la périodeveégétation (mai a septembre) de I'année
de récolte des semis, les températures moyennkes grécipitations cumulées étaient de
17,4°C et 235 mm en Loire contre 21,6°C et 283 niraglia.

En Loire, les expériences ont été réalisées audeela Réserve Naturelle Nationale de
St-Mesmin sur I'lle de Mareau-aux-Prés située adinaine de kilométres en aval d’Orléans
(47°51'49”N, 1°46’43"E, altitude 87 metres) et siiile Arrault située au cceur d’Orléans
(47°53'43"N, 1°53'15"E, altitude 89 metres). Leng de la riviere Paglia, un linéaire de 6
kilometres situé au sein de la partie moyenne tite ceiere a été retenu (limite Nord, Ponte
del Rigo: 42°49'09”N, 11°46’30”E, 290 m; limiteSud, Arteverde: 42°46'48"N,
11°49'36"E, 250 m).
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2.2 Stratégie d’échantillonnage
Sur chaque site d’étude retenu, des zones de né&gi@néont été sélectionnées. Une zone de
régénération est définie comme un espace au squretige trouve une répartition homogéne
des semis de peuplier noir de I'année. Sur chadeed®tude, des surfaces fixes appelées
‘quadrats’ ont été positionnées. La surface ebteé du quadrat dépendaient de la densité et

de la forme des bandes de régénération.

Tableau 2.2.1 Récapitulatif des sites d’étude, des annéestes di collecte, de la stratégie d’échantillonretge

des variables mesurées.

Pays ltalie France
Sites (année) Paglia (2008) Mareau (2009) Arrault (2009)
Dates de collecte juin septembre juin septembre juin

Echantillonnage

Age des cohortes 2mois let2ans 5mois let2ans 2 mois 5 mois 2 mois
Nombre de quadrats 8 2 8 2 9 9 28
Variables mesurées

Densité (semis m™) oul X Oul X Oul oul Oul
ABC (%) oul oul oul oul oul oul oul
Cu(mg.g?) X X X X oul oul oul
Ny (mg. g™ X X X X oul oul oul
Lige (€M) X Ooul X oul oul Ooul X

L, acine (€M) X X X X oul X X

Sur le site de Paglia, huit zones de régénératirét® sélectionnées sur une distance de 6
kilometres. Pour chaque zone de régénération, geadrats d’1l m2 ont été positionnés cote a
cote le 29 juin 2008. Le premier quadrat a sem$tmer la densité (nombre de semié) me
facon non destructive a deux dates : I'une le 28, jlautre aprés passage de la période
estivale le 10 septembrd&gbleau 2.2.). Par ailleurs, 16 semis ont été prélevés de facon
aléatoire aux deux dates: le 29 juin les prélevement été effectués au sein du deuxieme
guadrat, alors que le 10 septembre les prélévenmriteté effectués au sein du quadrat
densité aprés inventaire. A chaque date de colléstedeux derniéres feuilles formées de
chaque semis collecté ont été prélevées. De plusume des huit zones de régénération
etudiées, la ou la densité de régénération étailus importante, 14 individus appartenant a
une cohorte agée d’'un ane( installée en 2007) et 14 individus appartenanh@ eohorte
agée de deux aned. installée en 2006) ont été identifiés; pour chagdevidu identifié, une
feuille mature bien illuminée et de rang foliaienstant (15 a 17) a été prélevée a chaque date

de collecte.
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Sur le site de Mareau-aux-Prés, neuf zones de ééaféam ont été sélectionnées sur une
distance d’'un kilométre. Pour chaque zone de régéog, quatre quadrats de surface et de
forme identiques ont été positionnés cote a co@Olguin 2009 ; la surface et la forme des
guadrats entre zones de régénération étaient éagitedriables en fonction de la densité et de
la forme des bandes de régénération rencontréasstrbis premiers quadrats ont servi a
estimer la densité de facon non destructive a diates, le 30 juin et le 16 septembre
(Tableau 2.2.). Par ailleurs, 30 semis ont été prélevés de fad@atoire aux deux dates : le
30 juin les prélevements ont été effectués au dairguatrieme quadrat, alors que le 16
septembre, dix semis ont été prélevés au sein @eunhdes trois premiers quadrats densité
apres inventaire. A chaque date de collecte, lex derniéres feuilles formées de chaque
semis collecté ont été prélevées de la méme faganRaglia.

Sur le site de I'lle Arrault, 28 quadrats de 0,02amt été positionnés au sein d’'une large
surface de régénération a densité variable, li@82009 Tableau 2.2.). Apres comptage
des individus au sein de chacun des 28 quadratsdimble des semis de chaque quadrat (de
3 a 793) a été récolté et les deux dernieres ésuiirmées de chaque semis ont été prélevées ;
contrairement aux deux sites précédents, les ésuilht d’abord été mélangées puis analysées
afin d’obtenir une valeur unique par quadrat.

En résumé, il est important de noter qu'a Paglia éflareau-Aux-Prés les données
étaient disponibles par individu, par quadrat et gate permettant ainsi d’évaluer la
variabilité entre individus présents au sein dejokaguadrat aux deux dates{16 a Paglia ;

n = 30 a Mareau-aux-Prés) ainsi que l'effet dates; données individuelles ont pu étre par
ailleurs moyennées afin d’obtenir une valeur mogepar quadrat. A Arrault, la stratégie
d’échantillonnage était différente. Les collected é6té uniqguement réalisées en juin ; par
ailleurs, le nombre de quadrats étudiés était raege supérieur aux deux autres sites (28
contre 8 a Paglia et 9 a Mareau-aux-Prés), de nigrade nombre d’individus par quadrat
(jusqu’a 793). Par conséquent, les analyses nas&pé conduites au niveau individuel, mais
simplement a I'échelle du quadrat apres avoir ngddiensemble des feuilles.

2.3 Variables mesurées
Pour les trois sites, les feuilles prélevées aohtséchées a 60°C pendant 48h, puis broyées en
fine poudre pour les analyses de composition isgimpdu carbonestC). Un milligramme
de poudre de chaque échantillon broyé a été pdsdda d’'une balance haute-précision

(Mettler Toledo MX5, Greifensee, Switzerland), ppiacé dans des capsules en étain pour
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I'analyse du rapport isotopiquECO,/**CO, & l'aide d'un spectrométre de masse a flux
continu. La composition isotopique relative &€ (9*°C) a été calculée par rapport au
standard Pee Dee Belemmite (PDB) de la facon st@y@raig 1957) :

5130 = [(Réchantillon— I:estandara / Rstandaral x 1000 (%0)

0U Rechantiton © Ruiandara SONt respectivement les ratib3c0,/**C0O, de I'échantillon et du
standard, respectivement (Farquatal 1989). Les analyses ont été réalisées a la ptatef
isotopique du CNR, Instituto di Biologia Agroambiale e Forestale (IBAF) a Porano en
Italie pour le site de Paglia, et a la platefornoetsh Crop Research Institute (SCRI) de
Dundee en Ecosse pour les sites de Loire. L'erseandard des mesures &féC durant la
durée de passage des échantillons sur le spectmd®imasse a été estimée a £ 0.01%. au
CNR et de £ 0.03%0 au SRCI a l'aide des standan#srias. La discrimination isotopique du
carbone 4'°C) entre le C@atmosphérique et la matiére organique de la pkarte calculée

de la fagon suivante selon Farquhar & Richards4)198

A13C (%0) = @air - 5plant$ / (1 + ﬁplante/ 1000))

oU Jqr représente la composition isotopique de l'air Gidérée égale a -8%o) @hiante
représente la composition isotopique de la mabéganique foliaire. A Mareau-aux-Pres et a
Arrault seulement, les teneurs massiques en carbioee azote des mémes échantillons que
ceux utilisés pour les analyses AfEC ont été mesurées a I'aide d’un analyseur élérirenta
(ConFlo IV, Thermo Fischer, Bréme, Allemagne) c@uplu spectrométre de masse ; les
valeurs sont exprimées par unité de masseet@N, mg g*) (Tableau 2.2.3.

A Mareau-aux-Prés, la longueur de la tiggglcm) et de la racine principale ftine
cm) ont été mesurées sur 'ensemble des semis/psédn juin ; kge @ €galement été mesurée
en septembre mais pasdae (d0 a I'impossibilité d’extraire la racine dansigatégritée). A
Paglia, Lige @ €té mesurée en juin et en septembre sur leadndides deux cohortes agées
(Tableau 2.2.).
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2.4 Analyses statistiques
Les analyses statistiques ont été réalisées & ld@idlogiciel R (Version 2.10.1, A Language
and Environment Copyright, 2007). Les moyennes po&sentées avec leur erreur standard
(ES) et tous les tests statistiques ont été corgsdsignificatifs aP < 0.05. Pour chaque
variable, I'ajustement des données individuelleasna distribution gaussienne a été testé a
I'aide du test de Shapiro-Wilk. Toutes les analyseisété effectuées par analyse de variance
(ANOVA) :

() DesANOVA a un facteur ont été appliquées afin de tesdeé différences
de densité par quadrat entre les deux dates dectmbl Paglia et a Mareau-aux-
Prés (juinvs. septembre),b) les différences de valeurs padt°C, Ny, Gy entre
juin et septembre a Paglia et a Mareau-aux-Prégc)etes différences entre
cohortes au sein de chaque date. Lorsque les ANOdAsrévélé des effets

significatifs, les moyennes ont été comparéesidd’d’'un test de Tukey.

(i) Les effets Cohorté et ‘Dat€ ainsi que I'interaction Cohortex Dat€ pour
les trois cohortes d’age différent (2006, 20070£8) a Paglia ont été testées selon

le modéle suivant :
var = Cohorte+ Date + Cohortex Date

ol var représente la variable testée (i¢fC), ‘Cohorté correspond & I'effet de
'age des cohortes considéré comme un effet f@ate correspond a I'effet de la
date de collecte (juin et septembre) considéré commeffet fixe, etCohorte x

Date correspond a linteraction entre I'effet de I'ades cohortes et I'effet date

de collecte considéré comme un effet aléatoire.

Les relations entre paires de variables continugseté analysées par régressions linéaires
[coefficient de corrélation de Pearsop)) pour chaque site d’étude et chaque date deatelle
Les relations entre les variables continues eklsié ont été analysées par des régressions
non linéaires (courbe d’ajustement logarithmique)[E= a * In (X) + b, ou a et b sont des

constantes et In le logarithme népérien] pour chaipe et chaque date de collecte.
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3.RESULTATS

Les trois sites différaient par leur nombre maximdm semis par unité de surface : les
densités maximales les plus faibles ont été obsesrsér le site de Paglia (370 semié) rat

les plus fortes sur le site de I'lle Arrault (386&3mis ) (Fig. 2.2.1. Aucune mortalité n'a
été détectée entre juin et septembre pour les deurs d’eau, excepté pour deux quadrats a
Mareau-aux-Préd=(g. 2.2.1a et b.

Paglia Mareau-aux-Prés Arrault
400 ['(q) 4000 [(p) 40000 [y
350 |
£ 300 3000 30000 |
(2]
‘E 250 |
Q
% 200 | 2000 20000 |
% 150 |
G
AQ 100 | 1000 10000 |
]
; . o LcamcattI]
1 2 3 45 6 7 8 123 456789 1 4 7 1013161922 2528
Quadrats Quadrats Quadrats

Figure 2.2.1 Densité de semis par quadrat Yma Paglia (a), Mareau-aux-Prés (b) et Arrault (os
histogrammes représentent les valeurs de densgérées a chaque date de collecte (blanc pour gris pour
septembre) ; les valeurs de densité présentéesréalMaux-Prés correspondent & la moyenne + ESrdies t
quadrats adjacents. Les résultats de TANOVA aantdur testant la mortalité entre les deux datbadeau-

aux-Prés ne sont présentés que lorsqu’ils sonifisigifs (** P < 0,01).
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Figure 2.2.2 Boites & moustache pott®C (a-c) et relationd™*C-densité de semis (d-f) représentées par site et
par date ; données de juin en blanc, données densiere en gris. Les boites & moustache de Padiareiau-
aux-Prés sont construites sur les données indiMdu@ = 16 individus x 8 quadrats = 128 a Paglre= 30
individus x 9 quadrats = 270 a Mareau-aux-Prés)le ce Arrault est construite sur les donnéegjpadrat § =

28). Les relations entre variables sont appréhendd&chelle du quadrat (moyenne des donnéesichdiilles

par quadrat + ES & Paglia et Mareau-aux-Prés ;é@puonique par quadrat & Arrault). Chaque boite @stache
représente le quartile en dessous (Q1) et au d¢@)sde la médiane. Les barres verticales reptéseies
valeurs minimum et maximum. Les valeurs extrémededa de cette étendue sont représentées par iéssce
Les résultats de 'ANOVA a 1 facteur testant I'éffBate’ sont présentés avec leur niveau de sicptifiité :

*** P < (0,001. Le résultat des ajustements de fimmcet I'équation correspondante sont uniqueme@sgmtés

lorsque les relations sont significatives. Les aivede significativité sont : * P<0,05; *® <0,001.
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A Paglia comme a Mareau-aux-Prés, les étenduesJd0rdétectées en juin étaient
toujours inférieures a celles observées en sep&(Rlaglia : 3,35%vs 5,85%0 ; Mareau-aux-
Prés : 3,58%ws 4,85%0) alors que les valeurs moyennes diminuaigmtificativement entre
les deux dates (Paglia : 23,38+0,06%022,68+0,10%0 ; Mareau-aux-Prés : 22,89+0,04¥8o
21,83+0,5%o0) Eig. 2.2.2a et b. A Arrault, 'étendue poun™C observée était de 1,82%ig.
2.2.29. En juin, une relation non-linéaire et positivété mise en évidence entre densité et
A'®C & Mareau-aux-Prés et & Arrault ; aucune relatiarété observée a Paglia pour les plus
faibles densitésHig. 2.2.2d, e et) A Paglia sur une unique zone de régénératiotras
cohortes 2006, 2007 et 2008 étaient présentes germe une diminution da*C a été
observée entre ces trois cohortes en juin commeeptembre tandis que les étendues

moyennes restaient de I'ordre de 2,3Fg( 2.2.3.

PAGLIA

Cohorte x Date "s, Cohorte ***, Date **
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Figure 2.2.3 Boites & moustache pott°C pour les semis de I'année (08) et les cohortésside un an (07) et
deux ans (06) en juin (blanc) et en septembre)(griBaglia. Les boites a moustache sont constrsiteses
données individuellesn(= 16 pour les semist = 14 pour les cohortes). Chaque boite représengedrtile en
dessous (Q1) et au dessus (Q3) de la médiane. dressbverticales représentent les valeurs minimum e
maximum. Les valeurs extrémes au dela de cettelétenont représentées par des cercles. Les résdéat
’ANOVA a deux facteurs sont présentés, ou ‘Cohcsteréfere a I'effet de I'age de la cohorte, ‘Date réfere

a l'effet date et ‘Cohorte x Date’ se réfere atkimaction entre les effets ‘Cohorte’ et ‘Date’. Diestres
différentes indiquent pour chaque date des difi&gerde moyenne significatives entre cohortes @estukey ;
minuscules pour juin, majuscules pour septembres. dstérisques indiquent des différences sigrifesentre
juin et septembre au sein d’'une méme cohorte. hvesux de significativité sont : P <0,05; ** P <0,01; *** P

<0,001; ns = non significatif.
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Figure 2.2.4 Boites a moustache pour les teneurs massiquazota () et en carbone (@ (a-d) et relations
avec la densité de semis (e-h) représentées pagtgilar date ; données de juin en blanc, donr&esptembre
en gris. Les boites a moustache de Mareau-aux-8o8t construites sur les données individuelles=( 30
individus x 9 quadrats = 270) ; celle de Arraulhtsoconstruites sur les données par quadiat 28). Les
relations entre variables sont appréhendées aellécdu quadrat (moyenne des données individuglbes
guadrat + ES a Mareau-aux-Prés ; donnée uniqugquaatrat a Arrault). Chaque boite & moustache reptéde
quartile en dessous (Q1) et au dessus (Q3) dedan® Les barres verticales représentent les ngatainimum

et maximum. Les valeurs extrémes au dela de cttelée sont représentées par des cercles. Letateie
'ANOVA a 1 facteur testant I'effet ‘Date’ sur \Net G, sont présentés avec leur niveau de significativité
résultat des ajustements de fonctions et I'équatiomespondante sont uniquement présentés lorsegie |

relations sont significatives. Les niveaux de digativité sont : *P <0,05; *** P <0,001.

A Mareau-aux-Prés, les étendues minimales paueiNGy, ont été observées en juin,

respectivement de 30,75 mg @t de 116,81 mg f(Fig. 2.2.4a et } et des effetsDate
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significatifs ont été détectés ; une augmentatignificative des valeurs de\Net Gy a été
détectée entre juin et septembre. A Arrault, lendiies pour N et Gy en juin étaient
respectivement de 28,25 mg gt de 214,52 mg y(Fig. 2.2.4b et §. En juin, une relation
non-linéaire et négative a été mise en évidenaguenient entre densité ety Mareau-aux-
Prés et a ArraultRig. 2.2.4e, f, g et h A Mareau-aux-Prés, la longueur moyenne de k& tig
mesurée en juin était inférieure a celle de lana¢2,01+0,18 crws 6,04+0,65 cm). Aucune
relation significative n’a été mise en évidenceenire Lige €t la densité ni entredinc€t la
densité Fig. 2.2.5a et h.
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Figure 2.2.5 Relations entre la longueur de la tiggq{ et la densité de semis (a), et entre la longdeuia
racine (Lacino €t la densité de semis (b) a Mareau-aux-Prés émms par quadrat + ES). Les symboles blancs

se réferent aux données relatives a juin, les sigslgis aux données relatives a septembre.
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Figure 2.2.6 Relations entre la longueur de la tiggyf). la longueur de la racine gind et A'®C & Mareau-aux-
Prés en juin et en septembre. La longueur de lagaca été mesurée qu’en juin. Les régressiordrés ont été
calculées en utilisant les données individuellas ;= non significatif. Les symboles blancs se e#féraux

données relatives a juin, les symboles gris auxées relatives a septembre.
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Figure 2.2.7 Relations entre la longueur de la tig@gg_etABC pour les cohortes agées de un an (triangles, 07)
et deux ans (cercles, 07) a Paglia. Les régresdinases ;) ont été calculées en utilisant les données
individuelles ; ns = non significatif. Les symbolelancs se référent aux données relatives a jgEnsymboles

gris aux données relatives a septembre.
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Figure 2.2.8 Relations entre\’*C et la teneur massique en azotg M Mareau-aux-Prés en juin (a) et en
septembre (b), ainsi qu'a Arrault en juin (c). Lésnnées présentées a Mareau-aux-Prés correspaagent
données individuelles ; les données présentéesatulAcorrespondent aux données par quadrat. lggesgions
linaires {,) ont été calculées en utilisant les données iddalies. Les niveaux de significativité sont : P*<
0,01 ; *»** P < 0,001 ; ns = non significatif. Les symboles lslaise référent aux données relatives a juin, les

symboles gris aux données relatives a septembre.

A Paglia comme & Mareau-aux-Prés, aucun lien n'étpai détecté entra™C et Liige
guel que soit I'age des plants (semis et cohortges d'un et deux ans) en juin ou en
septembreKig. 2.2.6a et b, 2.2)7 A Mareau-aux-Prés, aucun lien n’a été obsert® épcine
et A¥C (Fig. 2.2.69. De plus, une corrélation négative a été obseeVie Lacine €t Ny en
juin (rp = -0,19**) tandis qu’une corrélation positive aéé&tétectée entregde et Ny en
septembre rf, = 0,30***). Enfin, a Mareau-aux-Prés comme a Afttawne corrélation

négative entre f etA™C a été observée en juiRig. 2.2.9.
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4.DISCUSSION

Les différences de régimes hydrologiques, de textlersol et de conditions climatiques entre
les deux cours d’eau ont permis d’observer uneslga@mme de densité de semis au sein de
chaque site d’étude. Les valeurs maximales de teétiient site-dépendantes, les densités
maximales de semis observées le long de la Loamat éapportées en moyenne 10 a 100 fois
plus élevées que celles observées le long deikxeiPaglia (< 400 semis ™ La présence

de gros galets le long de la riviere Paglia camstiine limite physique importante et pourrait
contribuer a expliquer ces différences. Plusietuiges ont en effet montré que la texture du
substrat pouvait étre I'un des parametres envinmemtaux les plus importants a prendre en
compte pour la germination, la croissance et laisudes semis (Knoet al 1995, Reiclet

al. 1997, Mahoney & Rood 1991, Sprenger 1999, Shitagshall 2003, Bhattacharjes al
2008). A notre connaissance, peu d’études font ddat densités de régénération clRez
nigra. On peut citer a cet égard les travaux de Guiimget (2002) et Langlade & Décamps
(1995) le long de la Garonne qui décrivent desitEnmaximales variant entre 320 semié m
et 1500 semis i respectivement, ou encore les travaux de Légioemal (1997) qui font
état de 1500 semisfiie long de I'Allier. En revanche, des densités imaes de 7000 semis
m? dans la gamme de celles observées dans notre @tueé rapportées ch&z fremontii
(Cooperet al 1999).

De nombreux auteurs insistent sur le fait que rlempere année d’installation des
semis est une étape critique pour leur survie (8lggist et al 1993, Stromberg 1993,
Johnson 1994, Shafroét al 1994, Roocet al 1995, 1998, Van Splundet al 1995, Scotet
al. 1997, Stella & Battles 2010). A Paglia comme ardda-aux-Prés, aucune mortalité
importante n'a toutefois pu étre observée aprésaugsde la période estivale et ce malgreé les
différences de régimes hydrologiques, de textursuhstrat, de température et de densité de
semis. Si I'on remet en perspectives les résuttaservés alChapitre 2.1 en conditions
contrblées, il semble que les conditions naturedlegaronnementales (notamment le facteur
température) ne soient finalement pas suffisamroentraignantes pour engendrer une étape
de sélection a un stade précoce. Par ailleurs, e Strahan (1984) ont rapporté que 93%
des semis cheR. fremontiiétaient capables de survivre a la période estsidke nappe était
située a moins d’'un métre des semis ; ceci laisse dupposer que les semis sur lesquels
nous avons travaillé le long des deux cours d'e@taient pas en conditions hydriques
limitantes et/ou ont été capables de palier aukatrans du niveau de la nappe. Les mesures

de longueur de racine réalisées sur le site de adamex-Prés en juin ont notamment
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confirmé que le jeune systéme racinaire était ¢sdiement constitué d’'un pivot central
largement plus développé que la partie aériennaceord avec de nombreuses autres études
réalisées au sein du geritepulus(Mahoney & Rood 1991, Virginillet al. 1991, Segelquist

et al 1993, Guilloy-Frogeegt al 2002, Stella & Battles 2010).

4.1 Variabilité et plasticité de  A'3C en fonction de la densité

La densité est un facteur qui affecte la dispoiébitles ressources, la croissance et par
conséquent la physiologie de la plante (Morris &nfexr 1985, Aphalo & Rikala 2006,
Robinsonet al 2001). Compte tenu du fait qu’en milieu natute§ zones de régénération
varient fortement en terme de densité de semédait également Iégitime de supposer que la
densité pouvait affecter les valeurs AfEC et donc de WUE. Une relation significative et
positive entreA'*C et densité a été observée sur deux des trogsesitguin (Mareau-aux-Prés
et Arrault) ; la relation observée n’était toutsfopas linéaire mais plutét de type
logarithmique, avec une forte interdépendance @esx dariables a faible densité. Plusieurs
explications peuvent alors étre envisagées pouliggigy cette relation, bien qu’aucune ne

puisse étre clairement retenue sur la base deésaliats.

(1) La premiere explication met en cause la compétipour les nutriments, notamment
l'azote, et ses effets indirects sur WUE. Plus @& Sle I'azote foliaire est investi dans la
machinerie photosynthétique, plus précisément BisO, et de faibles valeurs dg,dont
généralement associées a une faible assimilatitie de CQ (Evans 1989, Reiclet al
1998). La relation négative observée en juin ehltyeet la densité corrobore cette idée et
semble indiquer une compétition croissante poumlgsiments a mesure que la valeur de
densité augmente. L’efficience intrinseque d'udiisn de I'eau (WUR étant définie comme
le rapport entre I'assimilation nette de £@) et la conductance stomatique a la vapeur d’eau
(gs), il est concevable que la diminution Aentraine de plus faibles valeurs de WEEdonc

de plus fortes valeurs d&™C. Cette hypothése est par ailleurs renforcée aaelation
négative observée entrd’C et N,. Une étude expérimentale sRinus banksiand.amb. a
mis en évidence une diminution de la concentratiorazote foliaire, de la photosynthese et
de WUE a mesure que la densité d’espéces compétitrigraentait (Robinsoet al 2001).
Une autre étude suBetula pendulaRoth a également montré une augmentation'de a

mesure que la densité augmentait (Aphalo & Rikal62.
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Il faut noter que la relation™C-densité n'a pas été observée a Paglia, et nigitast
observée non plus sur les deux autres sites eansbp. De facon intéressante, on a pu voir
gue les valeurs deyNobservées en septembre étaient significativemgréireures a celles de
juin ; or les terres agricoles a proximité de lar&aen région orléanaise sont intensivement
cultivées et leur drainage lors des périodes deplpourrait avoir contribué a combler les
carences en azote et a supprimer au moins pamigtiela compétition. Les données dg &l

Paglia n’étaient malheureusement pas disponibles.

(2) On peut également supposer qu’une forte densitdbice a la faible hauteur des jeunes
semis contribue a limiter le brassage de I'air mviant et a maintenir sous les semis une
atmosphere plus humide. Cette humidité plus imptetgourrait contribuer a limiter la
demande évaporative locale et les tensions suwolesines d’eau dans la plante, permettant
ainsi le maintien de l'ouverture des stomates,te&edire le maintien d’une forte conductance
stomatique. Une forte conductance stomatique esicage a une faible WUYEt donc a de
fortes valeurs da™C (Moncluset al 2006). Cette hypothése est notamment appuyéke par
fait que la relation observée entk&C et densité n’est pas linéaire, c'est-a-dire gaeeffets

bénéfique d’'un regroupement des semis s’estomperaiedela d’une valeur seuil de densité.

4.2 Variabilité et plasticité de  A'C en fonction de I'age
Si I'on remet en perspectives les résultats obseaw€hapitre 2.1 en conditions contrélées,
une chute significative des valeurs AEC a été observée au cours du développement des
semis. Il est a noter que le méme sens de variati&® observé le long des deux cours d’eau
entre les semis de I'année prélevés en juin et pegievés en septembre indiquant donc une
augmentation de WUE au cours de la saison. De fagorarquable, cette diminution des
valeurs deA™C a également été observée entre les cohortes difigent quelle que soit la
date de collecte (juin et septembre). Les feudigant été prélevées a un méme rang foliaire
entre juin et septembre, il est raisonnable degyemse cette augmentation de WUE au cours
du temps est plus influencée par I'dage de lindivigue par 'age de la feuille et ceci en
accord avec les résultats observés au cou@hdpitre 2.1. A notre connaissance, cette étude
est la premiére & rapporter une plasticité dévelopmtale deA'*C chezP. nigra Toutefois,
une augmentation de WUE en fonction de I'dge ddwitlus a déja été rapportée chez les
arbres tels que chéz fremontii(Leffler & Evans 2001), cheEagus sylvaticd.. (Duquesnay
et al 1998), cheZucalyptus globulud.abill. (Pitaet al 2001) et cheBalix exiguaNutt.
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(Donovan & Ehleringer 1991). Sandquédtal (1993) ont également rapporté de plus fortes
valeurs deA'C chez les semis que chez les adultes chez quapéces arbustives
désertiquesColeogyne ramosissimeorr., Larrea tridentataCovill, Encelia farinosaA. Gray

et Ambrosia dumos&V. W. Payne. De facon générale, ces différences't@ entre classes
d’age sont attribuées a des changements physiolegigt structuraux (qui peuvent étre
d’'origine génétique et/ou environnementale) au €odu développement des individus
(Donovan & Ehleringer 1991, Sandquettal. 1993, Marshall & Monserud 1996, Bett al
1997). Cette tendance a 'augmentation de WUE antimn de I'dge des individus suggere
un changement du rapport entre I'assimilation n@&e€CQ et la conductance stomatique au
cours du développement des individok effler & Evans 2001).

Au cours des expériences menées en chambre deamoés une large étendue pour
A'C a été observée & une température de 25°C (©hdpftre 2.1). Il est & noter que
I'étendue moyenne d&™>C observée le long des deux cours d’eau pour lesssie I'année
prélevés en juin (3,5%0) était similaire a celle evge en chambre de croissance. Des
étendues dA*C similaires ou inférieures ont été rapportéesei du genréopulus(Sparks
& Ehleringer 1997, Leffler & Evans 2001, Ripulloatal. 2004, Marroret al 2005, Monclus
et al 2005, 2006, 2009, Gornall & Guy 2007, Voletsal 2006, Bonhommet al 2008,
Dillen et al. 2008, Soolanayakanaha#ly al. 2009). Les résultats observésGhapitre 2.1 en
conditions contrdlées ont mis en évidence un lietneeWUE, croissance et survie sous de
fortes températures. Dans ce contexte et danglte das modifications climatiques prédisant
une augmentation des températures, le maintienedimportante variabilité au sein des
populations pour des caractéres complexes telSMUE liée a la survie des individus, est
crucial pour le maintien du potentiel adaptatifieetsurvie des populations d& nigra Ce
maintien de variabilité pour des caracteres adiéptati sein des populations semble une
caractéristique des especes pionnieres de la lkipisieur permettant de s’installer avec
succes et de s’adapter au sein de ce milieu trésrpé (Webeet al 1985).

Enfin de facon notable, a Paglia comme & MareauPaégs une augmentation de
I'étendue deA'®C a été observée chez les semis de I'année eittretjeeptembre, passant en
moyenne de 3,5%0 a plus de 5%o. Il est important diermqgue malgré 'augmentation de
I'étendue au cours du temps, les valeurs maximaplesr A'*C étaient globalement
comparables entre juin et septembre quel que esaité; par contre les valeurs minimales de
A'C étaient toujours plus élevées en juin qu’en sebpte, expliquant 'augmentation de

I'étendue entre les deux dates. De facon intéréssan cours de I'expérience en conditions
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contrélées diChapitre 2.1, une diminution de I'étendue @g°C a été observée en réponse a
'augmentation de la température pour la provendatienne sans pour autant que les valeurs
maximales deAC varient. Ces résultats laissent penser que ladmiétendue observée
pour AC en juin par rapport & septembre pourrait étreaddes différences de températures
moyennes entre juin et septembre ; une plus fergérature moyenne en juin conduirait
alors & une réduction de I'étendue A&C en diminuant notablement I'efficience des
individus présentant un plus faibd>C. Cette hypothése est notamment appuyée partle fai
gu’'a Paglia comme a Mareau-aux-Prés, les tempégtuoyennes observées en juin étaient
supérieures a celles observée en septembre (P&fliad°Cvs 19,7°C ; Mareau-aux-Prés :
16,7°Cvs 16,3°C).
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CONCLUSIONS ET TRANSITION

Ce deuxieme chapitre s’est focalisé sur I'étudesthde juvénile deéP. nigra lors de la
premiere année d’installation. Ce chapitre avaitrgmut de juger si le caractere ‘efficience
d’utilisation de l'eau’ était un caractére limitade la régénération dB. nigra dans le
contexte des modifications climatiques. Afin d’apgpo des éléments de réponse a cette
guestion, deux approches expérimentales ont étiséaés; 'une en conditions controlées
(Chapitre 2.1) dans le but d’isoler le facteur ‘températuretets’affranchir des interactions
environnementales extérieures complexes ; 'autrendieu naturel Chapitre 2.2) dans le
but de se rapprocher des conditions naturelles temugielles s’établissent les semisRle
nigra.

Nos résultats ont permis pour la premiere fois dherzigrade mettre en évidence des
variations significatives dA**C, au minimum de 2%. traduisant des différencesfidiefice
d’utilisation de I'eau au minimum de 40%f.(modele de Farquh&hapitre 1 encadré 1.2,
et ceci quels que soient le fond génétique et desliions de croissanc€lapitres 2.1 et
2.2). Ces travaux ont également permis de mettre @eése un compromis entre WUE,
croissance et potentiel de survie a I'échelle meliidu (Chapitre 2.1) ; les semis présentant
une plus faible efficience d’utilisation de I'eainsi qu’une plus faible croissance pourraient
s’averer de meilleurs compétiteurs lorsque la deleaavaporative est forte mais la ressource
en eau non limitante. A I'échelle des bandes dénéation, I'absence de mortalité le long
des deux cours d'eau semble montrer que les condithaturelles environnementales
actuelles (densité de semis, température, régirdeotogique, condition pédoclimatique) ne
soient finalement pas assez contraignantes powgneingr une sélection a ce stade juvénile
chezP. nigra (Chapitre 2.2). Toutefois, un lien positif entr&'C et la densité a été détecté;
par contre I'étendue d&'*C ne semblait pas modifiée par la densité de s@dhiapitre 2.2).
Sous I'hypothése ou les températures élevées affiepréférentiellement les individus les
plus efficients (comme cela a été montré dans tkecau Chapitre 2.1) la partie de la
population (au stade juvénile) capable de résgtéaugmentation des températures serait
celle présentant en valeur absolue les plus fai@d&surs de WUE et donc celle présente sous
les plus fortes densité€liapitre 2.2). L'étendue deA™®C n’étant pas liée & la densité de
semis, la partie de la population capable de e¥si@ix fortes températures maintiendra donc
une variabilit¢ pour WUE comparable a celle obsenactuellement en l'absence de
contrainte thermique avérée. Ainsi, nous pouvong due sous les fortes températures

prédites par le changement climatique, une padidadpopulation (au stade juvénile) sera
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capable de survivre et ceci grace aux fortes denglie régénération renfermant toute la
gamme de variabilité de la population pour WUE. dagactére ‘efficience d'utilisation de
'eau’ pourrait donc s’avérer un caractére limitalat la régénération de I'espéce dans des
conditions d’augmentation de températures. L’augatem des températures pourraient alors
avoir une conséguence directe sur la structurggmeétigue des populations futures.

Compte tenu de ces premiers résultats obtenusemis sleChapitre 3 vise a juger si
(i) I'importante variabilité observée pour*C sur les semis peut étre observée sur des
populations naturelles d’origines variées (DromggRées-Orientales et Loiret) installées en
plantations comparatives et sii)( la variabilit¢ de A'®C est structurée selon les

environnements d’origine des populations.
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CHAPITRE 3

Variabilité de I’efficience d’utilisation de 1’eau chez
trois populations de Populus nigra L. installées en

pépiniere
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Variabilité de la discrimination isotopique vis-a-v iIs du carbone 13,
de la croissance et des traits foliaires associées chez trois

populations de Populus nigra L.
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PRESENTATION SYNTHETIQUE DE L 'ARTICLE
» Contexte Les augmentations de lintensité et de la fréqaetiévénements extrémes
tels que la canicule ou la sécheresse peuventsapes une menace quant a la survie des
populations installées d& nigra L’aptitude de I'espéce a faire face a de telsi\geaents
dépendra alors de la plasticité phénotypique déwidus et de la capacité d’adaptation
des populations. Une estimation de la variabilé@ddaique et de sa plasticité au sein et
entre des populations installées pour des caractelaptatifs est alors nécessaire.

» Objectifs Les objectifs spécifiques de ce travail étaientié quantifier la variabilité de
A'®C au sein et entre des populationsRienigra et juger d’une possible structuration
géographique de cette variabilité) (d’étudier la plasticité phénotypique d€°C en

réponse & une contrainte hydrigiie) @tudier le lien entra’>C et la croissance.

o Stratégie L'étude a été réalisée sur 90 génotypes échamidéls au sein de trois
populations naturelles francaises (30 génotypeppaulation). Les trois populations sont
issues de trois environnements d’origine différentse population de plaine le long de la
Dréme ou le climat est caractérisé par de fortegpératures estivales ; une population de
plaine dans le Loiret ou le climat est tempérée papulation d’altitude dans les Pyrénées-
Orientales. Les 90 génotypes échantillonnés onplétéés en France, dans trois parcelles
expérimentales réparties sur deux sites; une paraebuémené-Penfao, deux parcelles a
Orléans. A Guémené-Penfao, les travaux ont étéséSah partir de plancons enraciné
depuis 1 an ; le dispositif a été fertilisé etguge. A Orléans, les travaux ont été réalisés en
conditions hydriques optimales ou limitantes, &ipae plancons enracinés depuis deux
ans ; le dispositif n'a pas été fertilisé. Quel goé le site, les mesures ont été réalisées sur

la tige de I'année. La discrimination isotopiques-&ivis du carbone 1AYC) et ses
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composantes structurales associées (surface éolimssique, SLA ; teneurs massiques en
azote et en carboneNet Gy respectivement) ainsi que la biomasse aérienngldass
ont été mesurées sur tous les génotypes au sahaggle site. Des valeurs d’héritabilité
(H?) et de coefficients de variation génétique EVnt également été calculées pour

chaque population au sein de chaque site.

» Reésultats Des variations significatives ont été détectams pous les traits mesurées au
sein et entre les populations quelles que soientdaditions de croissance. La variabilité
au sein des populations était toujours supériedaevariabilité entre les populations pour
A'®C, SLA et la biomasse aérienne. Les plus fortesurald’héritabilité ont été observées
pour AYC et la biomasseH > 0,75) ;H? étaient toujours associées a de fortes valeurs de
CVg pour la biomasse (21-57%) et toujours associéas faibles valeurs de GVpour
A"C (<4%). A Orléans, en réponse a une sécheressérémdine chute significative des
valeurs deA™C, SLA et de biomasse a été détectée. Les variatioduites par la
sécheresse n’étaient ni génotype ni populationftifg@es alors que les variations induites
par les conditions expérimentales du site de GuérRemfao étaient génotype et
population-dépendantes. De fagcon remarquableagsement des populations restait stable
entre les parcelles étudiées pour les deux caesctamplexea’C et la biomasse. Les
trois populations différaient principalement powescdeux caractéres; les plus faibles
valeurs deA™C ont toujours été observées pour la populatiameiste I'environnement le
plus chaud ; les plus faibles valeurs de biomastetaujours été observées pour la
population d’altitude. Enfin aucune corrélation && mise en évidence ent&’C et la

biomasse.

» Conclusions A notre connaissance, cette étude est la premiecaractériser la
variabilité¢ deA™®C au sein et entre des populations naturellesliéssade peuplier noir ;
nos résultats indiquent notamment de trés forteati@ns intra-populations et une stabilité
du classement des populations pour deux caractmemplexes,A°C et la biomasse.
Toutefois, aucun lien n’a été détecté entre ceg datacteres indiquant (1) que WUE et la
biomasse étaient découplés chez le peuplier no{R)etes facteurs environnementaux
structurant la variabilité poun™C (a priori la température) et la biomasse friori
I'altitude) opéraient de fagon indépendantes. Léenisle des résultats a permis de montrer
une importante plasticité phénotypique et une irngme variabilité génétique pour les
traits étudiées mettant en lumiére un importanemiidl adaptatif suggérant une importante

capacité d’adaptation de I'espéce dans un contixtaodifications environnementales.
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SUMMARY

The ongoing global change could be an additionadathto the establishment and the long-
term survival ofPopulus nigral., an emblematic European riparian species. Wiéhgeneral
aim of gaining insights into the adaptive potentiithis species, we)(quantified variations
within and among three Frendh nigra populations for key physiological attributes, i.e.
water-use efficiency (assessed from bulk leaf aarisotope discriminationA*3C), growth
performance and related leaf traité) €xamined genotype and population by environment
interactions, andii{) explored the relationship betweah®C and growth. Thirty genotypes
were sampled in each of three naturally-establighegallations and grown in two different
sites. In one site two different watering regimesravapplied. Significant variations were
observed for all traits within and among populasiomespective of site and watering. Trait
variation was larger within than among populatidbought-induced acclimation was neither
genotype- nor population dependent while site-ieduwariations were. The population
ranking was however maintained in all sites andevirag) regimes for the two most complex
traits AC and growth. Moreover, these two traits were wteel, which indicates that (1)
water-use efficiency and growth are largely uncedplin this species, and (2) the
environmental factors driving genetic structuratfon A>*C and growth act independently.
Taken together, our results suggest a large adgapttential forP. nigraas revealed by the

large inter-population differences of the studieit$

KEYWORDS: European black poplar, common gardens, phenotyaistipity, population

differentiation, water-use efficiency

112



CHAPITRE 3
VARIABILITE DE L’EFFICIENCE D"UTILISATION DE L’EAU CHEZ TROIS POPULATIONS DE POPULUS NIGRA L. INSTALLEES EN PEPINIERE

INTRODUCTION

European black poplaiPppulus nigraL.) is a key pioneer tree species colonizing aduv
sediments along large rivers in temperate climateeg of Europe, northern Africa and
western Asia (Dickmann and Kuzovkina 2008). Alonghwother riparian species such as
willows, P. nigrastands as a remarkable support for faunistic berdity (Rotach 2004) and
is involved in various ecological processes suclthasanchorage of sandy bars through its
efficient rooting system (Karrenbergt al 2003) or as nutrient recycling and water

purification (Ruffinoniet al 2003).

During the last decades, modifications of Europeagr systems imposed significant
threats to riparian communities. The two main festourrently threatening. nigraare (1)
fragmentation and the loss of its native habitatifhn et al. 2005), as well as (2)
hybridization with domestic poplars including thedespread Lombardy poplaP.(nigracv.
Italica) (Vanden Broeclet al 2005). The two factors affect population size ayshetic
diversity. Because the conservation of genetic rditye is a prerequisite to preserve the
adaptive potential and the long-term survival gbgations, programmes for the conservation
of P. nigra genetic resources have been established in masp&an countries (European
Forest Genetic Resources Network, EUFORGEN, Lefetral 2001, Villar & Forestier

2009).

Global change is likely to result in drier and wamsummers (IPCC 2007) which
represents an additional threat to the establishiaeth the survival oP. nigra populations.
An improved understanding of genotypic and pherniotyariations that occur within and
among populations for key traits is required to ngamnsights into the geographical
structuration and the adaptive potential of thespufations. Water-use efficiency (WUE),

defined at the whole-plant level as the ratio anl@ss accumulation/water consumption, is
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likely to influence tree fitness and to be therefartarget for natural selection (Lautetial.
2004). Intrinsic WUE (WUB that isthe ratio of net C® assimilation rate to stomatal
conductance for water vapour is a key componenttafle plant WUE. It can be recorded
from its proxy bulk leaf carbon isotope discrimioat (A**C) (Farquhar & Richards 1984)
incl. in poplar (Ripulloneet al 2004, Fichotet al 2011). Significant variation foa*C,
growth and related leaf traits (e.g. specific laeda, leaf nitrogen content) has already been
reported both within and among populations of défeé pure poplar species such Rs
fremontii Wats (Sparks & Ehleringer 1997, Leffler & EvansO2}) P. angustifoliaJames
(Sparks & Ehleringer 1997F. davidianaDode (Zhanget al. 2004),P. trichocarpaTorr. &
Gray (Gornall & Guy 2007)P. cathayanaRehd (Xuet al 2008) andP. balsamiferaL.
(Soolanayakanahallgt al 2009). To our knowledge, data Bn nigra populations remain so

far not documented.

Many studies examining physiological differentiatiovithin and among populations
have been conducteth situ, and may therefore confound genetic and enviromahen
(phenotypic) variationse(g Leffler & Evans 2001). Phenotypic plasticity, whiis the ability
of a genotype to express different phenotypes d#pgron the environment, is considered as
the major mean by which plant populations cope withironmental heterogeneity and may
therefore confer an adaptive potential (Bradsha@bl18licotraet al 2010). Common garden
plantations are required to separate genetic amgloamental components of trait variation
and allow the assessment of ‘Genotype by Envirohm@bxE) and ‘Population by
Environment’ interactions (PxE). Significant GxEdaRXE may eventually indicate that the

observed phenotypic plasticity is genotype- or paian-dependent.

Here, we aimed at examining variations in physimalgperformances within and

among three FrencPR. nigra populations. Traits investigated included growai’C, and
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related leaf traits (specific leaf area, carbon aittbgen contents). Our specific objectives
were () to quantify within- and among-populations vaoat, (i) quantify phenotypic
plasticity, i.e. examine genotype and populatiorebyironment interactions, aniii | precise
the relationship between™C and growth performance. To answer these questtbirsy
genotypes from three populations were grown in $#@s. In one site, two different watering

regimes were applied
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MATERIALS AND METHODS

Origin and sampling of plant material

Three FrenchP. nigra populations, each occurring in Natural Nationat&eges and part of
the network of the French programmes of consemaifagyenetic resources Biopulus nigra
L. (Villar & Forestier 2009), were retained. The idaoles population (NOH) originates from
Southern France (Pyrénées Orientales) along theddshriver on an alluvial soil with rocks.
The Nohédes river is very small (17 km), torrentygle, with a natural flow regime varying
from 0.05 ni s*in summer to 4.5 frs* during peak periods (mean annual flow of 02s).
The Ramieres population (RAM) originates from Selk#stern France (Dréme) along the
Droéme river, on a sandy alluvial soil (Regosol)eThrome river is undammed along its 108
km and the flow regime can vary from £ ' in summer to 900 ths* during flooding
periods (mean annual flow of 25°nsY). The St-Pryvé St-Mesmin population (SPM)
originates from Central France (Loiret) along tharé river on an alluvial soil (Fluviosol).
The Loire river is a long river (1020 km), partiategulated, with a flow regime ranging from

10 to 2000 ms* (mean annual flow of 350 hs?).

Table 3.1Geo-climatic data for the thré® nigra populations

Populations LAT LON ELEV MAT MAST MAP MASP FFD ADI SDI
NOH 4237'24"N 2°16'36"E 1000 10.8 17.2 753.2 60.4 303 1.73 3.54
RAM 4445'08'N 4%4'01"E 187 12.7 21.1 9104 574 321 1.62 4.57
SPM 4752'19"N 14924"E 91 10.9 18.8 6359 46,5 311 2.08 4 .77

Data were retrieved from the meteorological statitotated close to the three sites of origin. Abiatéons:
NOH, Nohédes (Pyrénées-Orientales); RAM, Ramierdrie); SPM, St-Pryvé St-Mesmin (Loiret); LAT,
latitude; LON, longitude; ELEV, elevation (m); MATmean annual temperature (°C); MAST, mean annual
summer temperature (°C); MAP, mean annual pretipitalmm); MASP, mean annual summer precipitation
(mm); FFD, mean number of frost-free days basedhennumber of days where minimum temperature was

above zero (days); ADI, annual dryness index; SDmmer dryness index.
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Climate data (1971-2000) of each source habitae \wevvided by Météo-France from
the closest meteorogical statiohaple 3.1). Basic meteorological variables included mean
annual temperature (MAT, °C), mean annual sumnmpégature (MAST, °C), mean annual
precipitation (MAP, mm), mean annual summer préaifmn (MASP, mm) and mean number
of frost-free days (FFD, days); MAST and MASP daiare derived from June-to-August
data. The FFD is calculated based on the numbdayé where minimum temperature was
above 0°C, and is used here as a proxy for seasgthl (Soolanayakanahaky al. 2009).
Also included were indices of annual and summeyridss’ (ADI and SDI, respectively);
these indices were derived as described in Socdkaaphallyet al (2009) using MAT,
MAP, MASP and the mean temperature of the warmesitim higher ADI or SDI values
being indicative of a drier habitat.

Branch cuttings were sampled on 30 sexually matees without priori phenotypic
selection in each population, along a linear distatiepending on the size of the population
(i.e. 1 km for NOH, 20 km for RAM and 2.3 km for SPM)hd collection was done during
January to March 2004 from the upper crowns of @mtntrees. During sampling, attention
was paid to reduce the possibility of sampling elmimore than once by collecting well
separated individuals. Cuttings were then propagatel kept in a first common garden as a
source of plant material until the plots were getA set of 11 nuclear SSR markers actually
revealed that all collected individuals were distigenotypes (Jorge & Villar, unpublished

data).

Experimental design and growth conditions
Three plots containing the thr& nigra populations were installed in France. The twat firs
ones were located at the same site at nurseryeofNRA Research Unit of Orléans (Loiret,

47°49'40"N, 1°54’45”E, 110 m a.s.l.) but they ddfred in terms of water regime. The third
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one was located at the Forest State nursery of @nérRenfao (Loire-Atlantique,

47°37'46"N, 1°53'33"W, 20 m a.s.l.).

Plots at Orléans (ORL ww and ORL wp)

Two plots were set up in June 2006, 15-m apart femoh other, with five randomized
complete blocks with one cutting of each genotypelgock, on a loamy sand soil without
fertilizer addition. Hardwood cuttings (0.25-m-lIgngere planted at an initial spacing within
and between rows of 0.75 x 1.2 m, respectively. ©®oeler row of the samP. nigra
genotype (‘Blanc de Garonne’) was planted arourah gdot to minimize edge effects. All
trees were cut back at the end of 2006 and 20@¥jramarly spring of each growing season
only the most vigorous shoot of each stump wasnetia Plantation management included
mechanical and manual weed control, as well asididey (Horizon, tebuconazole) and
insecticide (Decis, deltamethrine) treatments wiegpuired. During 2007, the two plots were
irrigated with overhead sprinklers as to meet evaipee demandif. 4.5 mm of water were
sprinkled every time cumulative potential evaposgaration reached 4 mm). During 2008,
irrigation was withheld in one of the two plotsmal8 June 2008 to the end of the growing
season (ORp), while the second one remained regularly irrigaf®@RLyw). Cumulative
rainfall reached 126 mm from 18 June to 30 Septer@db88. Soil water availability was
monitored from 18 June to 18 August 2008 by meagupredawn leaf water potentia¥ {,
MPa); measurements were performed approx. onceelt weing a pressure chamber (PMS
instruments, Albany, OR, USA) on one mature leaf 4 cuttings of one genotype per
population {.e.n = 15 per plot) to check for the spatial and gepitgtability of¥pq. Results
indicated that from mid-June to mid-AuguBts remained above -0.18 MPa on the control
plot, while a progressive drop was recorded onnibre-irrigated plot with a trough at -0.52

MPa on 24 July (seBupplementary Fig. S3.)
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Time course of measurements
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Supplementary Fig. S3.1Summer time course of pre-dawn leaf water pote(ifgs, MPa, circles) and daily
rainfall precipitations (mm, vertical bars) in Calés. Values of pre-dawn leaf water potential arameet SE

from 15 well-watered trees (open circles) and Idudht-exposed trees (closed circles).

Plot at Guémené-Penfao (GMN)

The plot was set up in May 2005, with six randordizemplete blocks with one cutting of
each genotype per block, on a loamy sand soil Vettilizer addition. Hardwood cuttings
(0.25-m-long) were planted at an initial spacinghwi and between rows of 0.75 x 1.2 m,
respectively. One border row of the sameigragenotype (‘Blanc de Garonne’) was planted
around each plot to minimize edge effects. Treeg wet back at the end of 2005 and in early
spring of growing season only the most vigorousoshof each stump was retained.
Additional fertilization was supplied with 150 ad@0 kg/ha of NPK (10/20/20, v/v) during
March and May 2006, respectively. Plantation mamege in terms of mechanical and
manual weed control as well as fungicide and insielet applications was comparable to the
ORL site; however, irrigation was performed durthg growing season, but we do not have

information regarding the cumulated amount of watgplied.
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Carbon isotope discrimination, related leaf traits and growth performance

The same traits were measured in the three plotalf@enotypes, but the years of harvest
differed with site. In Guémené-Penfao, leaves wetkected on 8 August 2006 (one year-old
shoots, second growing season) from three randa@elgcted blocks out of the six; in
Orléans, leaves were sampled on 12 September 2068 y\ear-old shoots, third growing
season) from all blocks. At each sampling date, ma¢ure and fully illuminated leaf was
selected for each individual; six discs of leaf lam(2 cnf each) were then punched from
each leaf, dried at 60°C during 48 hrs before bewegghted and used to compute specific
leaf area (SLA, chg?). The same discs were then ground to a fine pofediéhe analysis of
carbon isotope compositiors'{C). One milligram sub-samples of ground materiarene
enclosed in tin capsules and combusted in an ekaanalyser (Carlo Erba Instruments,
Milan, Italy). The CQ produced by combustion was purified and H#@0,/**CO, ratio was
analysed with a Finnigan MAT Delta S isotope ratiass spectrometer (IRMS) (Bremen,
Germany). Carbon isotope composition was expresskdive to the Pee Dee Belemnite

(PDB) standard and was calculated as in Craig (1957

s3C = [(Rsampie— Rstandard / Restandard X 1000 (%o)

where Rsample aNd Retandard are the >CO,/**CO, ratios of the sample and the standard,
respectively (Farquhaat al 1989). All analyses were performed at the Teddrfdatform of
Functional Ecology (OC 081) at INRA-Nancy. The aemy of 6**C measurements was +
0.03%o (standard deviation). The carbon isotoperiiscation (A**C) between atmospheric
CO, (dair) and plant materiabfany Was calculated according to Farquhar & Richaf®84)

as:

AC (%0) = ©air — Iplany / (1 + Gpiant/ 1000))
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assumingi,ir was -8%o. Carbon and nitrogen contents of the ssamgples were expressed on

a dry mass basis (Cand Ny, mg g%).

Growth performance was estimated by measuring fnegés of the annual shoot (Bigng)

in January 2007 (Guémené-Penfao) and January ZR0&a0s).

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using the Rvsoé (Version 2.10.1, A Language and

Environment Copyright, 2007). Means are presentéd their standard error (SE) and all

statistical tests were considered significantPak 0.05. Data were found to meet the

assumption of homoscedasticity and normality distion of residuals; all analyses were

therefore performed using analysis of variare@VA) using the following models:

(ii)

(iii)

Block effects were first tested within each plot &l using a simple one-
way ANOVA model. Whenever they were significant, individualues
were adjusted to block effects by calculating thigeence between the
mean of each block and the general mean compudedd! individuals.
Population and genotype effects were tested witkéich plot for all
variables using the following model:

var = Pop+ GendqPop)
where Vvar refers to the tested variableRdp refers to the population
effect considered as fixed>endPop)’ refers to the genotype effect nested
within population considered as random.
Differences between plots were tested using tHeviihg model:

var = Plot + Pop+ GendPop) + Plot x Pop + Plot x GendPop),
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where Var refers to the tested variableRlot' refers to the plot effect
considered as fixedPop refers to the population effect considered as
fixed, ‘GendPop)’ refers to the genotype effect nested within gapon
considered as randomPlot x Popg refers to the plot by population
interaction, and Plot x GendPop) refers to the plot by genotype
interaction. Note that these analyses were runaaswise comparisons
between plotsie. ORLww VS ORLwp, ORLww VS GMN and ORMyp Vs
GMN; seeTable 3.2.
For each variable, population and plot, genotypid eesidual variance componensSs(and
0%, respectively) were estimated using the restricbeimum likelihood method (REML).
Broad-sense heritabilityHe) was then computed on an individual basi$H&siiqual = 0%c /
(6% + 0%) and standard errors associated to value#3@fiiquas Were calculated as described
by Singhet al (1993). In the same way, the coefficient of genegariation (C\&) was
calculated as Cy=(s x 100){1 wheres is the standard deviation apds the grand mean.
Relationships between pairs of continuous variable=re analyzed by linear
regression analysis [Pearson’s correlation coeffits ()] on a genotypic mean basis, for
each population and each plot. The stability ofafgpe ranking across plots was assessed on
a genotypic mean basis for each variable and eaglulation using Spearman’s rank

correlation coefficientsrg).
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Figure 3.1Box plots of genotypic means for each trait in eplcht. Each box represents the quartile below (Q1)
and above (Q3) the median value. Vertical barsesgt minimum and maximum values except for gemstyp
that are away from 1.5 times from the top of thieriguartile (Q3-Q1) range. Values beyond this eaage
represented as circles. Results of the ANOVA fathimi each plot are indicated, whePep is the population
effect andGendPop) is the genotype effect nested in the populati@vels of significance are: P < 0.05, ***

P < 0.001, ns = non significant. Abbreviations: QL. irrigated plot at Orléans; ORJp, non-irrigated plot at
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Orléans; GMN, plot at Guémené-Penfao; NOH, Nohégesyl, Ramiéres; SPM, St-Pryvé St-MesmixC,
bulk leaf carbon isotope discrimination (%.); SLAwesific leaf area (cfng?), Cy, leaf carbon content (mg'p

Nw, leaf nitrogen content (mg"y Biomg, annual shoot fresh mass (g).

Table 3.2 ANOVA results for pair-wise comparisons betweentqldbbreviations: OR}y, irrigated plot at
Orléans; ORlyp, non-irrigated plot at Orléans; GMN, plot at Guér@denfaoA™C, bulk leaf carbon isotope
discrimination (%o); SLA, specific leaf area (€mji'), Gy, leaf carbon content (mg'y Ny, leaf nitrogen content
(mg g%); Biomg, annual shoot fresh mass (g). Levels of signifieaare: *P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001;
ns, non significantPlot refers to the plot effectPop refers to the population effedBeno(Pop)efers to the
genotype effect nested within populatidPlot x Poprefers to the plot by population interaction aRlbt x

Geno(PopYefers to the plot by genotype interaction

Plot comparisons Variables Plot Pop Geno(Pop) Plot x Pop Plot x Geno(Pop)
ORLyw Vs. ORLyp  AC 344.06%*  35.83%** 4710 0.56 ns 1.16ns
SLA 58.80%**  63.19*** 4.08%+* 1.25ns 1.38*
Cwm 0.68ns 30.19%** 1.72%* 1.27ns 0.89ns
\¥ 14,52%+* 0.31ns 4 53+ 5.04** 1.17ns
Biomg 286.53***  17.58*** 5.66*** 1.91 ns 1.35*
ORLyw vs. GMN A¥C 409.80***  109.33*** 7.70%* 16.20*** 2.05%**
SLA 70.43%*  20.20%** 2.66%** 8.38** 1.82%*
Cwm 1479.17**  15.87*** 1.60** 5.73** 0.89ns
Nwm 132.28**  12.03*** 2.54%%% 12.30%** 1.56**
Biomg 121.41%*  14,96*** 5.64*** 0.64ns 2.09%**
ORLyp vs. GMN A¥C 0.07ns 58.07*** 4.31%** 16.30*** 1.62**
SLA 213.80***  21.89** 2.20%* 12.00%** 1.65%*
Cwm 1212.73**  19.56*** 1.32* 8.37*** 1.11ns
\¥ 58.35*** 6.27** 2.31%** 15,35%** 1.50**
Biomg 38.31%*  21.37%* 4.63*+* 1.33ns 2.43%*

Variations among populations, P x E interactions an  d geographical trends

In each of the three plots (ORl, ORLwp and GMN), ANOVA revealed significant

differences between mean performance of the thopelations for all studied traits, with the
exception of \ in ORLww (Fig. 3.1). The difference between the two extreme poputatio
means at each site reached at least 0.55 %'fia, 6.3 cni g™ for SLA, 4.9 mg & for Gy,

1.1 mg ¢ for Ny and 16.2 g for Biom
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Overall, most traits varied significantly from opéot to the other {able 3.2, Fig.

3.1). As expected, drought at Orléans resulted in toAM8C, SLA and Biom values as
compared to at the irrigated plot ORL (Fig. 3.1). Trees grown at GMN exhibited
intermediate Biomvalues, similan™*C values as those grown at QR)but higher SLA, G
and N, values than trees grown at ORk or ORLwp (Fig. 3.1). TheANOVA model revealed
no ‘Plot x Pop interaction between ORiw and ORlyp, except for IV, so that population
ranking was maintained for most of the variabléable 3.2, Fig. 3.1 In contrast, the
comparison of GMN with ORlw or ORLyp revealed a significanPiot x Pop; however it
is worth to note that foA'*C, although a significant interaction was observeahulation
ranking was maintained éble 3.2, Fig. 3.1

In spite of the low number of populations investggh some trends between
physiological and climatic variables could be netialirectly from box plot and climate data.
Growth performance seemed to vary negatively wilvaion and MASP while positively
with SDI (Table 3.1, Fig. 3.); Otherwise,A"*C values seemed to vary negatively with
temperature indices (MAT, MAST, FFD), the populatifvom the warmest habitat (RAM)

exhibiting consistently lowes™*C values Table 3.1, Fig. 3.).

Table 3.3Relative percentages of variance components in pthtand for each trait. Abbreviations are as in

Table 3.2.

Variance ABC SLA Cy Ny  Biomg

ORLyw  Pop 10% 11% 8% 0% 1%
Geno(Pop) 38% 28% 7%  30% 41%
Residual  52% 61% 85% 70% 58%

ORLwp Pop 6% 19% 12% 1% 6%
Geno(Pop) 21% 20% 4% 30% 25%
Residual 73% 61% 84% 69% 69%

GMN Pop 3% 3% 8% 11% 2%
Geno(Pop) 48% 13% 31% 9%  65%
Residual  18% 84% 61% 80% 33%

125



CHAPITRE 3
VARIABILITE DE L’EFFICIENCE D"UTILISATION DE L’EAU CHEZ TROIS POPULATIONS DE POPULUS NIGRA L. INSTALLEES EN PEPINIERE

Table 3.4Broad-sense heritability + standard errBl? (,giviquat £ SE) and coefficient of genetic variation (g§V

%) calculated for each trait, each population ichgalot. Abbreviations are as in Tables 3.1 and 3.2

Variables Populations H2ndividual = SE CVg
ORLyw ORLwp GMN ORLww ORLyp GMN
AC NOH 0.32+0.08 0.23+0.09 0.70+0.13 1.96 2.09 3.41
RAM 0.60+0.07 0.28+0.09 0.69+0.13 2.89 2.35 3.45
SPM 0.34+0.08 0.18+0.09 0.75+0.16 2.50 2.16 3.93
SLA NOH 0.12+0.07 0.45+0.07 0.16 £0.07 4.02 8.44 5.07
RAM 0.46+£0.05 0.17+0.08 0.13+0.05 8.15 4.63 4.60
SPM 0.40+0.06 0.14+0.08 0.10+0.06 6.88 3.99 3.93
Cwm NOH ns ns 0.54 +0.05 ns ns 1.23
RAM ns ns 0.19+0.10 ns ns 0.64
SPM 0.17+0.08 0.08+0.02 0.24+0.10 1.41 1.31 0.86
Nwm NOH 0.25+0.08 0.24+0.09 0.21+0.10 9.84 9.41 10.19
RAM 0.15 £ 0.08 ns ns 6.24 ns ns
SPM 0.45+0.06 0.56 +0.06 ns 12.63 16.46 ns
Biomg  NOH 0.50+0.31 0.50+0.04 0.43+0.08 41.39 57.30 33.31
RAM 0.45+0.06 0.24+0.08 0.77+0.17 42.36 33.91 53.26
SPM 0.28+0.08 0.12+0.08 0.69+0.13 26.11 21.49 42.36

Variations within populations and G x E interaction S

ANOVA revealed significant differences between genopgréormances for all studied traits,
with the exception of (zin ORLyp (Table 3.2, Fig. 3.1 Variations within populations were
larger than among populationgaple 3.3; the range of variations between the two extreme
genotypic means at each site always reached atde85%. forA**C, 27.33 crhg™ for SLA,
23.47 mg g for Gy, 7.85 mg ¢ for Ny and 104.14 g for Biom The range of genotypic
variation was similar among the three populatidfig.(3.1). The highest C¥ were detected
for Biomg (21.49 to 57.30 %) although values differed makkel@pending on population and
plot (Table 3.4; lower or non significant C¥ values were observed for the other variables
(Table 3.4. Highly different heritabilities (0.08-0.77) werdetected among traits when
expressed on an individual basi$*{aiqua) (Table 3.4. The highest values were observed

for A™C and Biom at GMN, and the lowest ones fog @t ORLww and ORLyp (Table 3.4.
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Table 3.5 Spearman’s rank coefficients calculated from ggpmotymeans of each population

Abbreviations and levels of significance are afable 3.2.

Variables Populations

Spearman's rank coefficients

ORLww Vs . ORLyp

ORLww vs. GMN  ORLyp vs. GMN

ABC NOH
RAM
SPM

SLA NOH
RAM
SPM

Cm NOH
RAM
SPM

Nu NOH
RAM
SPM

Biomg NOH
RAM
SPM

0.51**
0.71%**
0.51**

0.57*
0.54*
0.74%%

ns
0.36**
0.63***

ns
0.59**
0.69***

0.48**
0. 79***
0.58**

0. 62***
0.69***
0.44*

ns
0.43*
ns

ns
ns
0.37*

0.43*
ns
ns

ns
0.57**
0.37*

0.46*
0.41*
0.39*

ns
ns
ns

ns
ns
ns

ns
ns
ns

ns

0.57**

ns

The ANOVA model revealed a significarlot x Geno(Pop)interaction for SLA and Biom

at Orléans Table 3.2; Spearman’s rank correlations coefficientg €alculated for each

population from genotypic means were however higidyificant for most of the variables,

indicating that genotype ranking was overall mangd between ORlw and ORIy (Table

3.95. In contrast, when comparing GMN with ORk or ORLyp, results of the ANOVA

model revealed a significanPlot x Geno(Pop) interaction for all variables, exceptyC

(Table 3.2; rs calculated at the population level were not sigaiit for most of the variables,

exceptA'®C, indicating that genotype ranking was not mairedifor other variablesTable

3.5
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Figure 3.2 Relationship between bulk leaf carbon isotope disioation (A'*C, %o) and annual shoot fresh mass
(Biomg, g) for each population (NOH circles, RAM trianglend SPM squares) in each plot. Linear regressions
(Pearson’s correlation coefficientg) were computed on a genotypic mean basis for paphlation (p.nom, I'p-

ram andrpspy N = 30). Levels of significance aré”*< 0.05 and ns, non-significant. Abbreviations: QRL-
irrigated plot at Orléans; ORJp, non-irrigated plot at Orléans; GMN, plot at Gué@é’enfao, NOH, Nohédes;

RAM, Ramieres; SPM, St-Pryvé St-Mesmin.
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Supplementary Table S3.1Linear correlations (Pearson’s correlation coéffits) between variables computed
at the genotypic level for each population in eplch. Significant correlations are highlighted iald. Levels of
significance are: P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001. Abbreviations: ORJyy, irrigated plot at Orléans;
ORLyp, non-irrigated plot at Orléans; GMN, plot at Guéi&é’enfao; NOH, Nohédes; RAM, Ramiéres; SPM,
St-Pryvé St-MesminA™C, bulk leaf carbon isotope discrimination (%o); SL$pecific leaf area (chy™), Gy,

leaf carbon content (mg"y Ny, leaf nitrogen content (mgXy Biome, annual shoot fresh mass (g).

Variables  Populations ABC SLA Cwm Nt Biome
ORLww ORLwp GMN  ORLww ORLwp GMN  ORLww ORLwp GMN  ORLww ORLwp GMN ORLww ORLwp GMN
ABC NOH -0.04 0.21 0.27 -0.37* -0.11 0.04 -0.69*** -0.20 -0.38* -0.13 -0.26 -0.37*
RAM 0.23 0.37* 0.02 -0.26 -0.35 0.01 0.16 0.27 0.04 0.05 -0.10 -0.11
SPM 0.05 0.33 0.32 0.07 0.11 -0.11 -0.21  -0.15 -0.47* 0.13 -0.17 -0.35
SLA NOH 0.37* -0.30 -0.20 0.28 0.49** 0.22 -0.13 -0.19 -0.28
RAM -0.28 -0.16 -0.04 0.38* 0.46* 0.04 0.17 0.04 0.16
SPM -0.18 0.21 -0.20 0.48** 0.55** 0.12 -0.01 0.15 0.01
Cwm NOH 0.55** -0.47** 0.30 0.30 -0.24 0.48*
RAM -0.00 0.21 0.10 -0.05 0.16 0.04
SPM -0.11 0.18 0.09 0.04 0.33 0.26
Num NOH -0.07 0.12 0.32
RAM 0.14 0.34 0.03
SPM -0.20 0.37* 0.24
Biomg NOH
RAM
SPM

Relationships between traits

The relationship betwees*C and Biom was never significant, except in one caSig.(3.2.
Correlations between other variables were weaknaost of the times not significant, so that
no clear relationship could be evidenced (Sepplementary Table S3.1. Pooling values

from the three populations did not modify thesadse(data not shown).
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DiscussION

P. nigrais an emblematic riparian species in Europe, fbictv we have to date only little
information with respect to the diversity of furarial traits. The present study revealed
substantial variation in physiological performaneathin and among three Frenéh nigra
populations originating from different geographitgms. The comparison among plots was
valuable in assessing environmental effects on waiiations at population and genotype
scales. Plant growth performance and WUE (here saede through carbon isotope
discrimination) are key physiological componentegnating many structural and functional
characterse.g. photosynthetic capacity, stomatal function, re&attarbon allocations among
roots, stems and leaves. Characterizing genetiatiars for these traits and their variations
in response to changes in the environment may fiver@rovide insights into the adaptive

potential ofP. nigra

Inter- and intra-populations variations and relatio nships to climate of origin

MeanA™C values differed among populations, and populatmking remained stable across
plots, suggesting strong population differentiation WUE in this species. Available data
regarding population differentiation fa"*C among other poplar species are rather limited
and results appear dependent upon both the sgetwashe number of populations considered;
for instance, a recent comparison across 21 pronesaofP. balsamiferal. indicated a
maximum inter-population range of variation of 0®8Soolanayakanahallgt al. 2009)
while another study could not find significant diffnces among five provenancesRof
trichocarpaTorr. & Gray (Gornall & Guy 2007). Water availabjlin the area of origin are
well known to drive tree population differentiatiom WUE, populations from drier sources
generally exhibiting lowen™*C (Lauteriet al 2004, Zhanget al 2004, Marchiret al 2008,

Aleta et al. 2009). However, our results did not fit with thiend as attested by the lack of
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clear relationship between population ranking A6fC and either precipitation patterns or
dryness indices. The phreatophyte behaviour ofidpgpoplar species is expected to ensure
adequate water supply to the leaves and to heferng summer drought (Roaat al 2003),
which may partly explain why water availability wdunot be the main factor driving WUE
differentiation in P. nigra In contrast, population variations fa>C were matched by
temperature indices of the area of origin: the petan from the warmest area (RAM)
displayed a consistently lowex™*C than the two other ones, in agreement with result
reported forP. trichocarpaprovenances (Gornall & Guy 2007). Higher air terapges are
expected to lead to higher air vapour pressureitgfiand differences in evaporative demand
may have been therefore a more important drivegéargraphical differentiation than water
availability in riparian poplars (Leffler & Evan$©39).

Growth performance also proved to differentiate ttiree populations in a consistent
manner across the three plots. The extent of thedgef active tree growth is known to be
influenced by day length and/or temperature anct&ty shows strong genetic differentiation
resulting in locally adapted ecotypes (Lugetzal 2008, Rohdet al 2011). In the present
study, realized growth declined with elevation lieenong P. trichocarpa provenances
(Gornall & Guy 2007) but it was however not dirgatklated to the number of frost-free days
(FFD, a proxy index of the growing season lengti) &€ temperature indices contrary to
other reports (Soolanayakanahadly al. 2009). On the other hand, growth appeared to be
negatively related to mean annual summer predipitatand positively to the summer
dryness index, a trend already documented to somente in P. balsamifera
(Soolanayakanahallgt al 2009) and irP. tremuloidesMichx. (Messaoud & Chen 2011) but
which contrasts severely with other common obsematin tree species (Nguyen-Queyrens

et al 1998, Lauteret al. 2004, Ducreet al 2008).
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Traits variation was larger within than among peapiohs. In addition, the range of
intra-population variation was quite comparableha three populations: the range of within-
population variations was not significantly infleed by the area of origin. It is very likely
that the imbalance between the low number of pdjmsa (3) as compared to the high
number of representative genotypes per popula®® ¢learly favoured the expression of
within-population variations. However, several ateudies on phenotypic trait variations in
tree species reported similar patterns regardintinvi and among-populations variations
(Kremer 1994, Brendedt al 2002, Arandat al 2010, Kelleret al 2011). Forest tree species
are generally characterized by large populatioessihigh gene flow within population and
therefore high genetic diversity which typicallyciigates rapid adaptation (Savolainehal
2007). Furthermore, the maintenance of high lewélithin-population variation may be a
characteristic inherent to pioneering riparian ggecensuring successful establishment and
adaptation under the highly fluctuating naturehaf tiparian habitat (Webet al 1985).

The measured phenotypic traits displayed signifitemitabilities H?), though values
were highly variable among plots and populationsisTis not surprising when considering
thatH? values reflect the expression of genotypic valiigifior one specific population under
one given environment (Lynch & Walsh 1998). In gpf this, it may be worth to note that
the highest? values were consistently observed for the two mostplex traitsj.e. growth
performance and'®C, with values sometimes reaching more than (H#%alues for growth
were paralleled by high G)/values (21-57 %), as already observed fd?.aremuloides
population (Kanagat al. 2008). In contrasH? values forA**C were paralleled by a very low
CVg; (always < 4%), a pattern that seems to be commoorss tree species (Lautet al
2004) incl. in poplar (Kanaget al 2008, Moncluset al 2009). Caution should be however
taken when interpreting genetic and physiologidghificance of the lowA™*C variations. A

CV; value of 4% referred to a general mean value &b Zas observed when averaging data
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across populations and plots) would imply a vasiatof A**C of about 0.85%0, supposedly
translating into a&a. 16.5% variation in intrinsic WUE based on Farquhanodel (Farquhar

et al 1982). Such a variation is therefore physiololdyazlevant.

Environmental-induced variations

Because of their tight dependency upon water awéilg species of thdPopulusgenus are
generally considered as very sensitive to watecid€¢Blake et al 1996), andP. nigrais no
exception. Indeed, although drought was relativelgderate in our studyA@,q never
dropped below -0.45 MPa as compared to the coplot), A™C, SLA and annual shoot fresh
mass decreased on average by 4%, 5% and 51% tgspeotvhile Ny and Gy remained
approx. constant. Similar variations in terms ofgmtude have already been reported in other
poplar species/hybrids under comparable water itlefitensities €.g Zhanget al 2004,
Moncluset al 2006, 2009, Fichatt al. 2010). The lowen™*C values are in agreement with
the well-known observation that WUE generally imses with increasing evaporative
demand/water limitation (Ehleringezt al 2002) and illustrate the poplar water-saving
strategy resulting from the high drought sensiivt stomata (Braatnet al 1992, Silimet

al. 2009). One of the most important results was ‘tihatught x genotype’ interactions were
only seldom and weakly significant while Spearmara@sk coefficients between genotypic
means were positive, moderately high and highlyisgant for each population, resulting in
the maintenance of a rather constant range of nvbpulation variations; hence, although
genotypes could punctually differ in their respoasgplitude, there was no systematic trade-
off in genotypic physiological behaviour, regardled the provenance. Further, ‘drought x
population’ interactions were also not significdakcept for N), thereby highlighting the
lack of differences in drought-induced plasticigtWween populations. Comparative data are

lacking in poplar, but uniformity in the droughtsppnse has already been reported at the
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population level forA™*C in Pinus ponderos®ougl. ex Laws (Zhangt al 1997, Olivas-
Garciaet al 2000),Castanea sativill. (Lauteri et al. 2004), andcucalyptus microtheck.
Muell. (Li 2000), as well as for growth iRinus pinasterAiton (Arandaet al 2010) or
Eucalyptus globulugabill. (Osdrioet al. 1998). In contrast, differences in drought seévigjt
among populations have also been reported\t3€ in Pinus pinaster(Arandaet al 2010)
and for growth irPinus ponderoséZhanget al 1997).

In contrast to the drought effect, site-relatedatans were largely both genotype- and
population-dependent, though they did not systerallyitranslate into a different population
ranking (see foA'*C and Biom). Therefore, we conclude that site-related vaietiwere not
predominantly explained by site differences in wateailability. In fact, although the GMN
site was not irrigated on a regular basis as in @RLlwater was punctually supplemented
during the growing season partly explaining whyrBiosalues at GMN were intermediate as
compared to those obtained at QRlLand ORlyp. In addition, the GMN site was fertilized,
but not the others, a feature which was readilyblesthrough the higher leaf \Ncontents
recorded at GMN. Fertilization has also been shtavimprove WUE in poplar (Harvey &
van den Driessche 1999, DesRochetrsal. 2006), which is consistent with the low**C
values recorded at GMN. Actually, fertilization mhgve exacerbated intrinsic differences
between genotypes for nutrient-use efficiency andhtnbe mainly responsible for the

observed GXE and ultimately PXE interactions.

Relationship between A'3C and growth performance

We found no significant relationship betweAR’C and Biom suggestinghat WUE and
growth performance are to a large extent uncoupitdch is consistent with previous works
on inter-specific hybrids sudP. deltoidesx P. nigra(Moncluset al. 2006, Fichogt al. 2010)

andP. trichocarpax P. deltoides(Raeet al. 2004). There was only one exception for the
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NOH population at the GMN site, for which a weak bignificant negative relationship was
observed. Differing relationship patterns betwee?C and growth lie in differences for the
primary source of genotypic variation in WUE/ariations in A¥C are fundamentally
influenced by the balance between photosynthetmacity and stomatal conductance; a
negative relationship betweext>C and growth is generally interpreted as photostitth
capacity driving WUEvariations, while a lack of relationship betweka two traits generally
supports differences in stomatal conductance asnte driver for WUE (Farquharet al
1989). However, realized growth in poplar not ordiies on photosynthetic capacity but also
on leaf structure and relative carbon allocatioesvieen perennial compartments (Barigah
al. 1994), which may be also partly responsible fouEVand growth to be uncoupled.
Actually, previous work undertaken ¢h deltoidesx P. nigra hybrids, among which WUE
and growth were not related, demonstrated both (thatomatal conductance was the main
driver for WUE and A'®C genotypic variations, andi) photosynthetic capacity and net
assimilation rate were not a significant determinaingrowth performance (Monclust al
2006). Improved understanding of the physiologmaitrols acting on WUEand growth is
necessary and will provide the functional basistlh@ lack of relationship between these two

complex traits.
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CONCLUSION

To conclude, &) this study evidenced variations in ecophysiolagperformance both within
and among three Fren&h nigra populations; i) populations were consistently different for
A'®C and growth though these two complex traits wererelated to each other, ultimately
indicating that the environmental factors drivirengtic structuration fos'*C and growth act
independently; d) drought-induced acclimation was neither genotyper population-
dependant, while site-related variations were. Matagether, these results underline the
significant adaptive potential oP. nigra under the currently changing environmental
conditions. Further research on more numerous ptipak originating from all over Europe
will help revealing local adaptations and elucidgtithe links between climate, water-use

efficiency and growth performance for this emblemeparian species.
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Les travaux réalisés au cours de cette these siiest dans le cadre d’'une collaboration
entre ['USC1328 INRA ‘Arbres et Réponses aux Contes Hydriques et
Environnementales’ (ARCHE) du Laboratoire de Biadogles Ligneux et des Grandes
Cultures (LBLGC-EA) de I'Université d’'Orléans etUhité ‘Amélioration, Génétique et
Physiologie Forestieres’ (AGPF) de I'INRA d'Orléari3ans le contexte de la conservation
des ressources génétiques francaisesPdenigra et dans le cadre des modifications
climatiques actuelles, les objectifs de cette thédsaient {) a quantifier la variabilité de
I'efficience d'utilisation de I'eau (WUE),ii) a juger de la plasticité phénotypique de WUE en
réponse a des contraintes hydrique et thermiqudjiigta juger des liens entre WUE,
croissance et capacité de survie. Les expériennesté réalisées a partir de semis en
chambre de croissanc€Hapitre 2.1) ou issus de leur milieu natureCl{apitre 2.2) et a
partir de populations installées en dispositifspéginiere Chapitre 3). Dans cette section
finale, les principaux résultats sont restituésfaigon synthétique au regard des objectifs
initiaux. Certaines limites a I'étude sont ensyitésentées ainsi que les perspectives de ce

travail de thése a court et moyen termes.

1.SYNTHESE DES TRAVAUX

1.1 Variabilité de I'efficience d'utilisation de I’  eau
Nos travaux ont permis d'étudier le caractére ¢ifice d'utilisation de I'eawia A**C pour
la premiere fois cheP. nigra Quels que soient I'échelle d’étude, le fond giépeét et les
conditions de croissance, nous avons systématiquementré d’importantes variations de
A™C : () de 4%o chez les semis cultivés en conditions étées traduisant des différences de
WUE de l'ordre de 78%QChapitre 2.1), (i) de 2%0 a plus de 5%. chez les semis établis en
milieu naturel traduisant des différences de WUEatdre de 40% a plus de 90%lapitre
2.2), et (i) de 2% a 3% chez les trois populations installéesdispositifs de pépiniére
traduisant des différences de WUE de l'ordre de 40%B0% Chapitre 3). La gamme de
variabilité deA’C observée cheR. nigra était similaire ou supérieure a celle observée che
des espéces pures de peuplier (Sparks & Ehlerirff, Leffler & Evans 2001, Zharg al
2004, Gornall & Guy 2007, Xet al 2008, Soolanayakanahalgt al. 2009) et chez des
hybrides interspécifiques (Ra¢al 2004, Ripulloneet al. 2004, Marroret al. 2005, Monclus
et al 2005, 2006, 2009, Volta al. 2006, Bonhommet al 2008, Dillenet al 2008, Fichot
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et al 2010). Néanmoins, les bases physiologiques m®c&d’origine de cette variabilité de
WUE restent a établir chéz nigra

Nos travaux ont également montré que la variatiita'*C observée au sein de chaque
population était tres supérieure a celle observéee gpopulations Ghapitres 2 & 3). Le
maintien d’'une importante variabilité au sein depyations semble un phénomene fréquent
chez les arbres de la ripisylve (Webeal. 1985, Farmer 1996) et chez les arbres forestrers e
général (Hamriclet al. 1992, Kremer 1994, Muller-Starck 1995, Petit 19p6)r permettre
aux populations de s’adapter aux modifications remviementales locales ou a plus grande
échelle. Le maintien de la variabilité au sein despulations a tous les stades du
développement semble primordial pour la pérenrétBesspéce dans un contexte de variations
de I'environnement.

Enfin nos travaux ont montré que le caractéere ciffice d'utilisation de l'eau’
permettait de distinguer les trois populations Chapitre 3) et que le classement de ces
populations était maintenu quelles que soient lesditions de croissance. De facon
intéressante, la population originaire de I'envivement le plus chaud (Ramieres — Dréme)
présentait systématiquement la plus forte efficiedutilisation de I'eau et ceci en accord
avec des résultats obtenus clezrichocarpa(Gornall & Guy 2007). Ainsi, des différences
de températures de l'air entre les sites d’origimgduiraient des differences de demande
évaporative qui pourraient étre par conséquentaatedir responsable de la structuration
géographique chez les especes de la ripisylvelére¥f Evans 1999). La différenciation des
trois populations par leur niveau d'efficience disation de l'eau et le maintien du
classement des populations pour ce caractére queelqit 'environnement de croissance
semblent souligner son importance dans de possibtesessus d’'adaptations locales.
Toutefois, compte tenu du faible nombre de poputatiétudiées, des études de plus grande
ampleur devront étre réalisées dans le but de jdgere structuration géographique de la

variabilité de WUE et des facteurs a l'origine @¢te structuration che2. nigra

1.2 Plasticité phénotypique de l'efficience d'utili sation de I'eau
Les especes ligneuses étant longévives, la pléspbienotypique joue un réle fondamental
dans la capacité d’acclimatation des individus environnement (Akerlyet al 2000,
Valladareset al. 2007). Contrairement a I'approchmesity, I'utilisation de matériel végétal en
chambre de croissance ou en dispositifs de pépimians notre étude a permis de dissocier

les effets génétiques des effets environnementaux.
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Nos travaux montrent que la contrainte thermiqueagéme une augmentation moyenne
des valeurs d&\'*C de 0,5%. traduisant une diminution moyenne de He4'efficience
d'utilisation de l'eau ¢f. Chapitre 2.1). Cette augmentation dA'*C en réponse a
'augmentation de la température est probablemeatdune augmentation de la conductance
stomatique. La plasticité observée pa’C en réponse a la contrainte thermique était
toutefois ni provenance ni femelle-dépendante naoitune absence de variabilité génétique
de la plasticité phénotypique, ce qui a notre c@saace n'a jamais été observé chez le
peuplier noir.

Nos travaux montrent également que la contraintdripye entraine une diminution
moyenne des valeurs @¢°C de 0,9%. traduisant une augmentation moyenne ¢l de
I'efficience d'utilisation de I'eaudf. Chapitre 3). Cette diminution deA**C en réponse a la
contrainte hydrique est probablement due a unenditioin de la conductance stomatique, ce
qui est classiqguement observé quand la disposbdit eau du sol diminue ; des résultats
similaires ont largement été rapportés au seinetimaiPopulus(Braatneet al. 1992, Zhangpt
al. 2004, Monclust al. 2006, 2009, Silinet al. 2009, Fichott al. 2010). Malgré la plasticité
de A'C en réponse & la sécheresse, les classementérdegpgs au sein des populations et
entre les populations restaient maintenus, ce auité connaissance n’a jamais été observé
chez le peuplier noir, contrairement a d’autresesp telles quBinus ponderoséZhanget
al. 1997),Eucalyptus microthecéLi 2000) etCastanea sativéLauteriet al 2004).

Au regard de ces résultats, une importante pl&stichénotypique de\’*C a été
montrée quelle que soit la contrainte imposée. &#ctjue la capacité d’acclimatation d’'une
espeéce déepend a court terme de la plasticité py@igoe au niveau des individus, ces
premiers résultats chéz nigra semblent indiquer que les individus au sein dgsiladions
sont probablement en mesure de répondre a desaiwesr environnementales de types
hydrique ou thermique. Néanmoins, les bases plogimles a I'origine de cette plasticité

restent a établir ché2. nigra

De fagon intéressante, quelle que soit la congamposée, thermiqué&ig. P18 ou hydrique
(Fig. P1b), nos résultats semblent indiquer que dans leslatpns naturelles, les individus
possédant des valeurs intrinséquesAi€ les plus éloignées des valeurs de réponse a la

contrainte sont toujours les plus plastiques yéssltats sont synthétisés dan&ig. PL
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Figure P1 Relation entre la discrimination isotopique visis du carbone 13A¢%C, %0) mesurée en condition
non limitante [(a) A™Ct, »5;(b) : A¥Coriww] €t la différence da™*C calculée entre la condition non limitante et
la condition de contrainte [(Q)A™Ct, p5- ACt, 43; (b) : A¥Corumw - A¥Coriwp]. Abréviations : t2 25 pour la
température de la chambre au temps t2 de 2&°Cliapitre 2.1) ; t2 43 pour la température de la chambre au
temps t2 de 43°Ccf. Chapitre 2.1) ; ORLWW pour Orléans en condition hydrique nanifante ¢f. Chapitre

3) ; ORLWD pour Orléans en condition hydrique limita cf. Chapitre 3). (a) Les cercles blancs se référent
aux descendants des femelles francaises, les €aroles aux descendants des femelles italiennefh) des
cercles se réferent a la population de Nohédestrikesgles a la population de Ramiéres et les sadrda
population de St-Pryvé St-Mesmicf.(Chapitre 3). Les régressions linaireg,f ont été calculées en utilisant les

données (a) au niveau femelle et (b) au niveautgpigpie. Le niveau de significativité est : *#< 0,001.

Dans le cadre dChapitre 2.1, nous avons montré que les individus capable® aeasntenir
sous de fortes températures étaient ceux préseesapius fortes valeurs @¢°C, c’est-a-dire
ceux présentant les plus faibles valeurs d’efficged’utilisation de I'eau. Sur |&ig. Pla
selon le sens de variation A&€’C en réponse & la contrainte thermique visant &nenter les
valeurs deA'C, les descendants des femelles présentant imjriesgent les plus fortes
valeurs deA'C s’avérent étre les moins plastiques. Dans leecdd€hapitre 3, nous avons
montré que les valeurs @&*C diminuaient en réponse & une contrainte hydri§uela Fig.
P1b, selon le sens de variation AE'C en réponse a la contrainte hydrique visant ardieri
les valeurs deA™C, quelle que soit la population étudiée, les gémex présentant
intrinséquement les plus faibles valeursAddC s’avérent étre les moins plastiques. Ainsi en
conditions limitantes, les individus tendent versaptimum qui correspond probablement a
une limite structurale et/ou fonctionnelle. Saymurquoi certains individus fonctionnent déja
proche de cette limite en conditions non limitardEss que d’autres non, ainsi que l'origine
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des limites a la plasticité restent néanmoins destipns essentielles auxquelles il conviendra
de répondre a l'avenir.

Enfin nos travaux ont également permis de mettreé@idence une plasticité de
vieilissement' de AC. L'efficience d'utilisation de I'eau augmentaivex I'age des
individus Chapitres 2.1 & 2.9. Cette augmentation au cours du temps est généeat
attribuée a des modifications physiologiques aurcalu vieillissement des individus qui
peuvent étre d'origine génétiqgue et/ou environndalen(Donovan & Ehleringer 1991,
Sandquistet al 1993, Duquesnagt al 1998, Leffler & Evans 2001). Toutefois les bases

physiologiques a I'origine de cette plasticité daliissement restent a établir cheznigra

1.3 Liens entre efficience d’utilisation de I'eau, croissance et survie
Le dernier objectif de ce travail de these visa#valuer les liens potentiels entre WUE, la
croissance et la survie. Les résultats obtenusstantes semig situ (Chapitre 2.2) que sur
les trois populations installées en pépinié@hdpitre 3) n‘ont pas permis de mettre en
évidence de lien entre WUE et la croissance ¢heazgra suggérant que ces deux caractéres
complexes étaient en partie découplés ¢éhargra Nos résultats n'ont pas permis de mettre
en évidence de lien entre WUE et survie sur lesissean milieu naturel puisqu’aucune
mortalité importante lors du passage de la périedBvale n'a été observée, malgré
d'importantes différences de densités de régén@ratde conditions hydrologiques et
pédoclimatiques entre les deux sites d’étude sétewts ¢f. Chapitre 2.2). Nos résultats ont
également montré que les valeurs maximales potE€ étaient globalement comparables
entre juin et septembre quel que soit le siteggamche les valeurs minimalesAf&C étaient
toujours plus élevées en juin qu’en septembre. plus forte température moyenne en juin
pourrait alors conduire & une réduction de I'étendie A™*C en diminuant notablement
I'efficience des individus présentant un plus faib*C. Toutefois, au regard de ces résultats,
les conditions environnementales actuelles ne sathpls assez contraignantes pour induire
une forte pression de sélection sur les semisderdgur établissement. Il serait tout de méme
important de réitérer des mesures démographiquesleu naturel sur ces mémes sites mais
également sur d’autres sites, deux ou trois anegesessives, pour avoir une vision plus
large des processus de régénération sur une édeltemps plus intégrée. Malgré cette
absence de mortalité dans les conditions enviroen&ates actuelles, nous avons montré que
lorsque les individus sont soumis a dans des dondide températures plus contraignantes,

un compromis entre efficience d'utilisation de Ueacroissance et survie est observé

151



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

(Chapitre 2.1). En effet, les semis présentant une plus faiffieience d’utilisation de I'eau
ainsi qu'une plus faible croissance aérienne jUeérs'avéraient étre de meilleurs
compétiteurs lorsque la demande évaporative étate fmais la ressource en eau non
limitante. Toutefois, une réserve peut étre émisangau lien entre WUE et survie puisque
rien ne permettait de juger de la causalité deece(@f. discussiorChapitre 2.1). Enfin nous
avons montré que WUE était liée négativement awelehsité de régénération montrant ainsi
gu’en moyenne les valeurs absolues d’efficiencdildbation de I'eau les plus faibles étaient
observées sous de fortes densités de s&hmpitre 2.2). Ainsi nous supposons que la partie
de la population présentant la plus faible efficeew’utilisation de I'eau (au stade juvénile)
sera en mesure de se maintenir sous de fortes tatm@s d’autant plus que la densité de
régénération sera importantef. conclusiorChapitre 2).

Ainsi, si on remet en perspective les résultatemid dans le cadre désapitre 2 et 3
les fortes températures sélectionneraient des popot adultes plutdt efficientes alors
gu’elles sélectionneraient préférentiellement dedividus faiblement efficients au stade
juvénile. Compte tenu de l'importante plasticitéépbtypique observée en réponse aux
contraintes hydrique et thermique mais égalemeifitrdportante plasticité développementale
observée pour le caractere ‘efficience d’utilisatde I'eau’, rien n’'indique que les individus
les moins efficients au stade juvénile le restertmit comme rien n’'indique que les individus
moins efficients au stade juvénile ne seront paplas efficients au stade adulte. Des travaux
réalisés sur des espéces désertiques montraierchamgement du niveau d'efficience
d'utilisation de l'eau entre les différentes class#age (Donovan & Ehleringer 1991,
Sandquistet al 1993), les semis étant moins efficients que mefividus adultes, ce qui va
dans le sens de nos résultats.

Au regard de I'ensemble de ces résultats et pquongre a notre question de départ, le
caractere ‘efficience d'utilisation de I'eau’ semlglonc étre un caractére pouvant étre limitant
de la régénération sous de fortes températures également un caractere potentiellement
adaptatif compte tenu des premiers résultats oéselans le cadre dihapitre 3 sur les trois
populations. Des travaux complémentaires sur WUEeau et entre un plus grand nombre de
populations issues d’environnements différents Esug une étude de diversia des
marqueurs génétiques de type moléculaire sont s&ices pour juger si WUE est un

caractere adaptatif ch@z nigra

152



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

1.4 Bilan des apports scientifiques
D’un point de vue fondamental, ce travail a contéita faire un état de I'art de la variabilité
de WUE et de sa plasticité a différentes échelletaps différents fonds génétiques, pour la
premiere fois cheP. nigra Une importante variabilit¢ de WUE au sein desutaipns et
une importante capacité de réponse a des consathermique et hydrique au niveau
individuel ont été détectées. De plus, ce travgibamis de montrer que dans les conditions
environnementales actuelles et sans limite deskorgce en eau, les semis étaient capables de
s’installer et de passer la période estivale. Branehe, si les températures venaient a
augmenter, une pression de sélection pourrait opérg I'origine reste a préciser. Il semble
gu’'une faible efficience d'utilisation de I'eau dére un avantage pour les semis sous de
fortes conditions de température et que ce mairdierplus faibles valeurs absolues soit
possible grace aux fortes densités de régénérdiioim les résultats observes sur les trois
populations suggéraient un lien entre le niveaufidience d'utilisation de l'eau et la
température de I'environnement d’origine ce qusdait penser a des possibles adaptations
locales des populations. Dans ce contexte et @abstlde donner une portée plus générale a
nos résultats, il est nécessaidede juger des bases physiologiques a I'originadariabilité
de WUE et de sa plasticitéi)(d’approfondir la compréhension de la relationne™WUE et
survie, (i) d’augmenter le nombre de populations pour étudiex possible structuration
géographique de la variabilité de WUE &) €tudier d’autres facteurs pouvant étre limitant
de la régénération d& nigraau regard de nos résultats.
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2.LIMITES ET PERSPECTIVES DE L’'ETUDE

Nous présentons ici un certain nombre de limitéétade auxquelles il nous parait essentiel
de remédier pour conclure de facon définitive | duestions posées et pour donner une
portée plus générale a nos conclusions. Ces limdesassociées a des perspectives ouvertes

par le travail de these qui peuvent étre envisag@esirt et moyen termes.

2.1 Quelles sont les bases physiologiques, structur ales et fonctionnelles a
I'origine de la variabilité de WUE chez  P. nigra ?
Au cours de ce travail, nous avons montré une itapte variabilité de\**C traduisant une
importante variabilité du caractere ‘efficience tdisation de I'eau’. L'efficience intrinséque
d'utilisation de I'eau (WU[Ese dissocie en deux composantes: l'assimilagdie mle CQ (A)
et la conductance stomatique a la vapeur dggule ce fait, a I'échelle foliaire, la variabilité
de WUE peut étre liée soit & des variationsAjesoit a des variations dg, soit aux deux. |l
est donc nécessaire a court terme de juger des h@sssiologiques a l'origine de la
variabilité¢ deA’C observée cheP. nigra Il sera également intéressant de juger des bases
structurales et fonctionnelles a I'origine de laiakilité deA ou degs. L’assimilation nette de
CO, se décompose en quatre processus : I'absorptiten Ideniére, la diffusion du COvers
les cellules assimilatrices, le flux d’électronslest réactions biochimiques dans les cellules
meésophylliennes. Il existe des limites biochimigueposées par deux processus, I'activité de
la RuBisCO et sa régénération dépendante du trecndigtectrons ; ainsi les variations de la
capacité photosynthétique sont classiquement es$ingé travers des mesures de vitesse
maximale de carboxylation (Maxumol mi? s et de flux maximal d’électron fg, xmol ni?
s1). La morphologie des stomates, leur anatomie et densité influencent la conductance
stomatique. Ainsi a court terme, des mesures @g,\Vnax de la taille des stomates, de leur
densité et de leur sensibilité (au VPD, a la lumiér la disponibilité en eau) pourraient étre
envisagées cheR. nigra afin de juger de la variabilité de ces traits ertrdividus, entre

populations mais également entre classes d’age.

2.2 Existe-t-il de la variabilité pour la thermotol ~ érance chez P. nigra ?
Dans le cadre des modifications climatiques, nousns vu que plusieurs caractéres
fonctionnels dont la thermotolérance pourraientrygtre de prédire . nigrasera capable
d’ajuster sa période de croissance tout en évitdértant les contraintes estivalest. (

Introduction générale). En effet, au-dela d’'une certaine température,cémductance
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stomatique va chuter, entrainant ainsi une augrtientde la température au niveau foliaire
pouvant entrainer une altération de I'appareil pephthétique. Sachant que le photosystéme
Il (PSIl) est la composante de I'appareil photobgtijue la plus sensible a 'augmentation
des températures, des mesures de sa fonctionnaligrenseigneraient sur la température au-
dela de laquelle le PSII est altéré irréversiblenodezP. nigra Ainsi, dans le cadre de ce
travail de thése une étude visant a étudier le tivairde la fonctionnalité de l'appareil
photosynthétique sous de fortes températures dniéiée. L'objectif de ce travail était
d’évaluer la variabilité de la température critigleefonctionnement du photosysteme Il entre
des génotypes d@. nigra contrastés pour leur niveau d’efficience d’'utilisa de I'eau et de
juger de la plasticité du caractere en fonctionadeempérature de croissance. Dans le but
d’apporter des éléments de réponse a ces objeqtitstre génotypes efficients et quatre
génotypes peu efficients vis-a-vis de l'utilisatide I'eau issus de la population de Loire
(SPM) ont été sélectionnés sur la base des résuitatenus en condition hydrique non
limitante sur le dispositif de pépiniére d’Orlégiag Chapitre 3). Cinq boutures de chaque
génotype ont été installées dans deux phytotrdtiSIRA de Nancy ; I'un a une température
de 25°C; l'autre a une température de 35°C. Laqp@tode était de 16 heures de jour,

lintensité lumineuse d’environ 6Qmol m? s* et les conditions hydriques non limitantes.
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Figure P2 Histogramme montrant la température critique Hatpsystéme Il (°C) sur les huit génotypes (les
génotypes 1, 3, 6, 8 présentent des falff€ alors que les génotypes 2, 4, 5 et 7 présentmnftaiblesA'®C)
dans les deux conditions de température 25°C (plen85°C (noir). Les résultats de I'analyse dearae a
deux facteurs (var = Température + Génotype + Teatpe x Génotype, ou ‘Températurest I'effet
température de croissance, ‘Génotype’ est I'eftegénotype, ‘Température x Génotype’ est l'intamacentre
les effets ‘Température’ et ‘Génotype’) sont indiqulLes astérisques indiquent des différencesfisigtives
entre les deux conditions de températures pourughggnotype. Les niveaux de significativité sohP:< 0,05;

** P <0,01; ** P <0,001; ns = non significatif.

Aprés une période d’acclimatation d'un mois, dessumes de température critique du
photosysteme Il ont été effectuées. Une large gameneariabilité génotypique pour la
température critique du photosysteme Il a été obeed 25°C, allant de 47,2 £ 0,2°C a 48,6 +
0,3°C. A 35°C, les valeurs de température critigs@llent entre 48,6 + 0,4°C et 49,8 + 0,4°C
(Fig. P2. En moyenne, la température critique est de #Q2°C dans la chambre a 25°C et
de 49,3 + 0,1°C dans la chambre a 35°C ; soit wggnantation moyenne de 1,4°C en
réponse a une augmentation de température delédi0°C. Ces résultats étaient proches des
températures critiqgues de fonctionnement du phstesye Il (PSIl) enregistrées (46°C) chez
la formule hybrideP. deltoidesx P. nigra (Marron et al 2008). De plus, ces premiers
résultats ont montré une importante variabilité&gigue de la plasticité phénotypique de la
température critique ; certains génotypes augmenten facon plus importante leur
température critique entre les deux modalités dilmetation (comme cela a été observé pour
WUE, cf. partie 1.2). Au regard de ces premiers résultis, mesures de thermotolérance

seraient également intéressantes a effectuer chszsemis deP. nigra a la fois lors
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d’approches en conditions contrblées mais égalereanmilieu naturel pour juger des

capacités d’adaptation et de survie de I'esgacsituetin situ.

2.3 Existe-t-il une structuration géographique de |  a variabilit¢é de WUE
chez P. nigra et quels pourraient étre les facteurs a l'origine ?
Les résultats obtenus dans le cadr€tapitre 3 suggéraient de possibles adaptations locales
des populations sur la base du niveau d’efficiesiaglisation de I'eau. Toutefois, le faible
nombre de populations étudié dans le cadre deavaitm’a pas permis de conclure sur une
structuration géographique de la variabilité¢ de WWBInsi a court terme, il est raisonnable
d’envisager I'extension de ce travail de thésay @lus grand nombre de populations réparties
sur une aire géographique plus large telles que pigmilations naturelles européennes
réparties sur des bassins hydrographiques differddans le cadre d’'un projet européen
NovelTree coordonné par I'unité AGPF de I'INRA dI€ans, une telle étude est réalisée sur
la phénologie de la croissance (débourrement &t durfonctionnement des bourgeons) et sur
WUE en collaboration avec I'équipe universitaire QE. Deux dispositifs identiques,
regroupant 34 populations naturelles de peupliar édohantillonnées aux Pays-Bas, en
Allemagne, en France, en Italie et en Espagnetéringtallés I'un en France, l'autre en Italie.
Cette étude permettra) (d’étudier, au sein d’'une large collection de peup noirs, la
variabilité génétique de WURjia A™C et sa plasticité phénotypiqu@) (de juger de la
structuration géographique de cette variabilitéh afie mettre en évidence de possibles
adaptations locales eiii§ d'étudier la nature des relations entre WUE, pldgie de la

croissance et production de biomasse a€rienne.

2.4 Vers I'étude des facteurs pouvant limiter I'éta  blissement de P. nigra.

A moyen terme, sur la base des résultats obtemssldacadre de ce travail de these il serait
intéressant d’étudier d’autres facteurs ou desantmns entre facteurs tels que la densitée, la
fertilité du sol, la disponibilité en eau du sa,température, pouvant limiter la régénération
de P. nigra En effet, nous avons montré que la températunegibs’avérer étre un facteur
limitant pour I'établissement des semis Be nigra (Chapitre 2.1). Dans le cadre du
Chapitre 2.2, nous avons montré que la densité de régénérgtainliée de facon positive a
la valeur absolue d&™C. Nous avons supposé que les fortes valeurs & (traduisant une
faible WUE) pourraient étre expliquées par I'existe d’'une compétition pour les nutriments

ou par le maintien d’'une atmosphere humide faveral maintien d’'une conductance
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stomatique élevée. Nous avons également montréleguéndividus présentant un faible
niveau d’efficience d’utilisation de I'eau seraierdpables de survivre si les conditions de
températures devenaient de plus en plus contraigm@oomme nous avons vu dans le cadre
du Chapitre 2.1). Ainsi, il serait intéressant de faire des exgéres complémentaires en
conditions contrélées sur les semis, en faisanewndl) la densité de régénérationi,) (la
fertilité, et (ii) la disponibilité en eau du sol, afin de valides hypotheses émises dans le
cadre de ces travaux. Il serait ensuite intéressamegarder I'impact des interactions entre
ces facteurs sur la régénération des semis comiaea e etudié entre la température et la
sécheresse ch&zastanea sativglLauteriet al. 2004). Des mesures d’efficience d’utilisation
de l'eau, de ses traits foliaires associés et dadessance seraient alors intéressantes pour
juger des liens entre ces variables et les cagadiéésurvie des semis sous ces potentielles

contraintes.
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Sylvain CHAMAILLARD

Efficience d’utilisation de I'eau chez le peuplier noir ( Populus
nigra L.) : variabilité et plasticité en réponse aux var iations de
I'environnement

Cette thése visait (i) a quantifier la variabilité de I'efficience d'utilisation de I'eau (WUE) chez le peuplier noir
(Populus nigra L.), (i) a juger de sa plasticité phénotypique en réponse a des contraintes hydrique et
thermique et (iii) a juger des liens entre WUE, croissance et survie. A cette fin, des études a partir de semis,
en chambre de croissance et en milieu naturel, ainsi qu'a partir de populations installées en dispositifs de
pépiniere ont été réalisées. Nos travaux ont permis de montrer une importante variabilité et une importante
plasticité du caractére ‘efficience d'utilisation de I'eau’ quels que soient I'échelle d’étude, le fond génétique et
les conditions de croissance. Une diminution de WUE a été observée en réponse a la contrainte thermique
alors gu’'une augmentation de WUE a été observée en réponse a un déficit hydrique modéré. Nos travaux
démontrent également un lien entre WUE et la survie sous de fortes températures suggérant que sous ces
conditions, une faible efficience d'utilisation de I'eau conférerait un avantage pour les individus. De plus in
situ, un lien négatif entre WUE et la densité de régénération a été observé démontrant que les plus faibles
valeurs de WUE sont observées pour les plus fortes densités. Le caractere ‘efficience d'utilisation de I'eau’
pourrait donc s'avérer un caractére limitant de la régénération de I'espéce dans des conditions
d’augmentation de température ; une telle augmentation pourrait alors avoir une conséquence directe sur la
structuration génétique des populations futures. Ces travaux suggeérent enfin une structuration géographique
de la variabilité de WUE qui reste a confirmer a partir d’'un plus grand nombre de populations. Ce travail
ouvre des perspectives intéressantes pour l'identification des bases physiologiques a l'origine des variations
de WUE, de sa plasticité et de sa structuration géographique.

Mots clés : discrimination isotopique vis-a-vis du carbone 13, croissance, efficience d'utilisation de I'eau,
peuplier noir, plasticité phénotypique, populations naturelles, température, survie, sécheresse, variabilité
génétique

Water-use efficiency in black poplar (  Populus nigra L.):
variability and plasticity in response to environme ntal variations

This work aimed (i) to quantify variability of water-use efficiency (WUE) on black poplar (Populus nigra L.), (ii)
to quantify the phenotypic plasticity in response to water deficit and increase of temperature and (iii) to
precise the relationships between WUE, growth and leaf survival. Studies on seedlings in growth chambers
and in natural conditions, and on populations established in common garden studies were realized.
Significant variations and significant plasticity of water-use efficiency were observed on seedlings and adults
whatever growth conditions and genetic background. A significant decrease of WUE was observed in
response to increase of temperature while an increase of WUE was observed in response to moderate water
deficit. Under elevated temperature a significant relationship was observed between WUE and leaf survival
suggesting that low WUE confers an advantage for individuals under these conditions. Moreover in situ, a
negative relationship between WUE and seedlings density was detected suggesting that low WUE are
observed under high seedlings densities. The complex trait ‘water-use efficiency’ should be a limiting
character of species establishment under increase of temperatures; this temperature elevation should have
consequences on genetic structuration of populations in the future. Our results suggest a geographical
structuration of WUE variability but results must be confirmed on several others populations. This present
work opens prospects for identification of physiological bases of WUE variations, its plasticity and its
geographical structuration.

Keywords: black poplar, carbon isotope discrimination, drought, genetic variability, growth, natural
populations, phenotypic plasticity, survival, temperature, water-use efficiency
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