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CHAPITRE | - INTRODUCTION

A. Contexte général

1. Changement climatique actuel et questions posées sur le futur
Le climat est un systéme d’interactions complexes entre atmosphére, hydrosphére,

cryosphéere et biosphere (IPCC, 2007) qui semble avoir été perturbé par les activités humaines
comme l'indique 'augmentation récente de la température, considérée comme anormale (c'est-a-

dire en dehors d’'une gamme et d’'un rythme explicable par des causes naturelles seules ; Figure

1),

& s 5 — ~WLA. . " i — “ 5 “ 4
——— Mann et al, 1999, reconstruction (annual mean, full hemisphere)

——— Mann et al, 1999, reconstruction (annual mean, 30N-70N latitude band)
e Jones et al, 1998, reconstruction (summer, extratropical emphasis)

——— Briffa, 2000, reconstruction (tree-ring density only, summer, extratropical)
~ |nstrumental data (annual mean, full hemisphere)

C)

Relative to 1961-1990

Northern Hemisphere Anomaly (°

1.0 " " = 1 " & M 1 " " i 1 " a4 i 1
1000 1200 1400 1600 1800

Figure 1 : Evolution des anomalies' de température depuis I’an 1000 comparées a la moyenne de 1961-1990
dans I’hémisphére nord, Figure 2.21 de I'IPCC report 2007.

L’élément commun aux compartiments qui interagissent au sein de la machinerie
climatique est I'eau qui est 'un de ses rouages essentiels a travers les transferts de matiére et
d’énergie. Il existe donc un lien trés étroit entre climatologie et hydrologie. En d’autres termes, un
changement climatique se traduit de maniére systématique par un changement dans le cycle
hydrologique (IPCC, 2007 ; Dansgaard, 1964 ; Gleixner et Mugler, 2007). Les changements
climatiques et hydrologiques ont eu, a travers les temps géologiques, des conséquences majeures
sur I'évolution des milieux continentaux (voir par exemple Finney et al., 2002 ; Liu et Yang, 2010)
et, au moins durant 'Holocéne, des impacts significatifs sur I'évolution des sociétés humaines (i.e.
Tinner et al., 2003 ; Turney et al., 2006 ; Magny et al., 2009).

! Anomalie : différence entre la moyenne des températures mesurées sur X années et la température mesurée au temps t.
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Le changement climatique actuel se traduit par exemple par des extrema de températures
(Thomson, 1995 ; Stine et al., 2009) mais également par des modifications de 'humidité des sols

et de I'évapotranspiration (Jung et al., 2010 ; Figure 2).

a
ﬂ
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Figure 2 : Evolution de I’humidité relative de 1998 a 2008 dans le monde. a) Tendance de ’humidité moyenne au
sol ; b) Tendance de I’évapotranspiration ; c) Evolution des anomalies de I’évapotranspiration globale de 1998 a
2008 (d’apres Jung et al., 2010).

La végétation naturelle n’est, bien entendu, pas la seule pouvant étre affectée. Les plantes
cultivées sont également impactées puisque d’importantes conséquences sont a prévoir sur les
agrosystemes (Levrault, 2010 ; Rosenzweig et Parry, 1994). Les conséquences d’un changement
climatique sur les plantes cultivées pourraient donc directement affecter les sociétés humaines, via
des diminutions ou augmentations du rendement, un décalage des dates de récolte... Les
mécanismes d’adaptation des sociétés aux changements a venir (via, par exemple, un
changement de plantes cultivées ou un décalage des dates de semis et récoltes ; Levrault, 2010)

doivent s’inspirer des expériences passées, c’est-a-dire des changements climatiques qui sont
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survenus dans des temps plus ou moins reculés et des impacts que ces changements ont eu sur

les écosystemes et les populations.

L’étude présentée dans ce manuscrit participe a un effort général qui vise a évaluer
'ampleur des changements climatiques passés et les impacts qu’ils ont pu avoir sur les sociétés
humaines anciennes et ceci afin d’anticiper les conséquences du changement climatique actuel et
de proposer des solutions d’adaptation (Rosenzweig et Parry, 1994 ; IPCC, 2007). L'approche
rétrospective fourni des données qui alimentent et contraignent les modéles numériques afin de
simuler in silico les conséquences du changement climatique actuel. Les modéles sont en effet
peu documentés pour le milieu continental (Terray et al., 2010), alors que les écosystémes

continentaux concernent au premier plan les sociétés humaines qui les exploitent ou y vivent.

2. Changement climatique et changement hydrologique
L’eau est un élément clé du systéme climatique a travers ses diverses propriétés :

contribution a l'effet de serre, a I'albédo selon qu’elle est sous forme vapeur/liquide (nuage) ou
glace/neige, aux transferts de chaleur, de solutés et de particules (Pierrehumbert, 2002 ; Le Hir et
al., 2007). Ainsi, toute modification dans le cycle hydrologique aura un impact sur le cycle
climatique et réciproquement. L’exemple le plus marquant d’'une variation climatique associée a un
changement radical du cycle hydrologique est le concept de « Snowball Earth », en frangais, la
terre boule de neige (Figure 3), qui a été mis en évidence a partir de la présence de sédiments
d’origine glaciaire sur tous les endroits du globe il y a quelques 600-700 millions d’année (Hoffman
et al., 1998).
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Figure 3 : A. Vue d’artiste de la glaciation totale du globe terrestre. (Crédit : Université de Bristol) B. Climat et

bilan radiatif aujourd’hui et lors de la terre boule de neige, réle de I’eau (tiré de Le Hir et al., 2007).

Ce type de transition climatique, bien gu'illustrant de maniére extréme le lien entre climat et
eau, s’est produit a I'échelle des temps géologiques, c'est-a-dire des échelles de temps de
plusieurs millions d’années (Pierrehumbert, 2004), temps qui sont imperceptibles a I'échelle d’une

génération humaine.

L’Holocéne (les 10 derniers milliers d’années) est une période classiquement considérée
comme stable d’un point de vue climatique, notamment lorsqu’elle est comparée aux épisodes
glaciaires et interglaciaires qui se sont succédés durant le Quaternaire. Ainsi, alors que les
différences de température entre périodes glaciaires et interglaciaires peuvent atteindre plus de 15

°C (Berger, 1992), la courbe de température de I'Holocene est remarquablement stable (Figure 4).
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Figure 4 : Evolution temporelle de la composition isotopique (8180) de la glace du Groenland (Johnsen et al.,
1997).

L’Holocéne a pourtant été ponctué de nombreux événements climatiques, comme la surprise
climatique datant de 8 200 ans, et de variabilités qui semblent plus ou moins périodiques
(Broecker, 1997 ; Alley et Agustsdottir, 2005).

Pour les périodes les plus récentes, les climatologues s’accordent a définir des modes de
variabilités (moussons africaine et asiatique ; oscillation australe, oscillation nord-Atlantique —
NAOQO) qui sont le jeu d’interactions entre 'océan et 'atmosphére et qui modulent la météorologie et
le climat de différentes zones du globe terrestre. Par exemple, la NAO est définie par un indice
annuel calculé a partir de différences de pression entre I'lslande et les Agores (voir Hurrell, 1995 ;
Figure 5). Elle est également décrite au jour le jour par la distribution des masses d’air en
Atlantique Nord. Les modes NAO™ ou NAO™ vont contrdler la trajectoire des vents d’ouest et donc

agir sur la distribution des précipitations en Europe (Hurrell, 1995 ; Cane, 2005).
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NAO* NAO"

Figure 5 : Les deux phases de la NAO?, leurs conséquences sur le trajet des vents d’ouest, et sur la distribution

des précipitations en Europe. Source : Lamont Doherty Earth Lab.

Les variations d’intensité de la mousson ou les variations de précipitations dues aux
oscillations impacteront directement les organismes vivants dans les zones sous influence de la

mousson (Holmgren et al., 2001).

Les changements climatiques lointains ont eu des conséquences sur les étres vivants en

général, qu’en est-il sur les étres humains depuis I'Holocéne ?

3. Quelques exemples d’interactions passées entre climat et sociétés
A travers tous les continents, les phases de croissance et de déclin des civilisations ont été

interprétées comme résultant d’ouvertures et de fermetures de niches écologiques qui ont résulté
de modifications de la disponibilité des ressources naturelles (IPCC, 2007 ; Terray et al., 2010 ;
Lite et al., 2005) résultant, dans certains cas, de changements climatiques (Binford et al., 1997 ;
Yasuda et al., 2004 ; Terwilliger et al., 2012 ; IPCC, 2007 ; Terray et al., 2010 ; Lite et al., 2005).
Deux civilisations se développant sur un méme site seront ainsi en concurrence pour les
ressources de la méme fagon que les autres espéeces vivantes. Un des cas les plus marquants de
civilisations en concurrence est celui de I'lle de Paques. Cette ile située dans le Pacifique, a subi
une premiére colonisation pendant le premier millénaire (colonisation polynésienne) avant une
colonisation européenne lors du 18°™ siécle (découverte par les européens le 5 avril 1722). Cette
fle étant isolée, les ressources disponibles pour les populations sont restreintes et les différentes
civilisations sont en concurrence pour ses ressources (Mann et al., 2008). Avant I'apparition des

Séme

Hommes-Oiseaux sur cette fle (& partir du 14°™ et jusqu’au 1 siécle), une période de

2NAO : North Atlantic Oscillation ou Oscillation Nord-Atlantique. Elle correspond 4 la différence de pression
atmosphérique entre I'anticyclone des Acores et la dépression d’Islande et correspond donc a la différence de pression
entre Lisbonne (Portugal) et Reykjavik (Islande).
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sécheresse affecta la disponibilité des ressources naturelles, en particulier le bois, avec des arbres
se raréfiant du fait d’'un mauvais renouvellement et d'une exploitation par 'homme afin de
construire des batiments. Afin de ne plus surexploiter les ressources de [’ile, il fut décidé d’allouer
principalement les ressources a un clan. Une compétition fut ainsi mise en place qui voyait
s’affronter des représentants des différentes tribus et dont le vainqueur était désigné Homme-
Oiseau. Le clan du vainqueur se voyait allouer I'utilisation des ressources environnementales (ceuf
d’oiseaux, bois et terres arables) jusqu’a la prochaine compétition. Cependant ce procédé n’a pas
empéché le déclin de la civilisation de I'lle de Paques. La question est donc de savoir si ce déclin
résulte d’'une réduction des ressources naturelles du fait d'un changement climatique (Mieth et
Bork, 2010 ; Mann et al., 2008) ou d'un épuisement des ressources naturelles par les activités
humaines (Mieth et Bork, 2010).

En Ethiopie, Terwilliger et al. (2012) ont montré une corrélation entre des phases de
changements hydrologiques et les crises sociétales telles que les phases de déclin des
Royaumes. Ces mémes types de corrélation ont pu étre mis en évidence en Chine, avec les
travaux de Zhang et al. (2006) qui ont montré que les variations d’'intensité de la mousson d’été
sont corrélées a la variabilité solaire, aux températures de I'hémisphére Nord et de Chine, au
retrait des glaciers, mais aussi aux changements des dynasties chinoises (Figure 6). La plupart
des changements de dynastie sont survenus lors de périodes de sécheresse et/ou d’intensité de
moussons moins importantes telles que retranscrites dans une stalagmite par des valeurs de §'°0

qui augmentent.
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Figure 6 : Evolution des dynasties chinoises au regard du 5'%0 d’une stalagmite prélevée dans la grotte de

Wanxiang qui refléte I'intensité de la mousson asiatique d’été (d’aprés Zhang et al., 2008).

Une autre étude de Zhang et al. (2006) a montré que, durant les 1000 derniéres années, les
changements de dynastie et les périodes de guerres coincident avec des périodes de basse
température (Figure 7 et résumé dans le Tableau 1). Ces auteurs montrent que, malgré une
augmentation générale de la population en Chine, certains événements peuvent impacter
ponctuellement la démographie. Ces événements sont synchrones de diminution de températures
(température reconstituée a partir du 8'°0 de la stalagmite de la grotte d’Hulu), le nombre de
guerres ayant tendance a augmenter lors de phases froides (Figure 7 et Tableau 1). L’hypothése
principale est que la diminution en ressources (récolte) engendre des conflits et des changements

dynastiques.
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Figure 7 : Evolution des dynasties chinoises au cours des 1000 derniéres années. a) Température reconstituée a

partie du 5'°0 de la figure 6 ; b) Nombre de guerres documentées ; c) Taille de la population.

Tableau 1 : Relations entre phases climatiques, guerres et changements de dynastie (Zhang et al., 2006).

Average

Climatic Number  War
Year (AD) temperature Dates of dynastic changes (AD)

phases ofwars ratios

anomaly (°C)
1000-1109 -0,252 Warm 135 1,23
Establishment of Jin (1115), collapses of
1110-1152 -0,368 Cold 93 2,1
North Song (1127) and Liao (1125) dynasties

1153-1193 -0,315 Warm 41 1
1194-1302 -0,419 Cold 252 2,31 Establishment of Great Mongol (1206) and
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Yuan (1271), collapses of Jin (1234) and
South Song (1279) dynasties

1303-1333 -0,362 Warm 33 1,07
1334-1359 -0,454 Cold 90 3,46

Establishment of Ming and collapse of Yuan
1360-1447 -0,345 Warm 189 2,15

(1368)

1448-1487 -0,461 Cold 89 2,23
1488-1582 -0,392 Warm 208 2,19

Establishment of Qing (1636) and collapse of
1583-1717 -0,534 Cold 266 1,97

Ming (1645)

1718-1805 -0,413 Warm 72 0,82

Establishment of the Republic of China and
1806-1912 -0,456 Cold 204 1,93

collapse of Qing (1911)

Ces crises, en lien étroit avec une modification de la disponibilité des ressources
indispensables au bon développement d’'une société (nourriture apportée par les cultures) ont
permis a 'lhomme de développer de nouvelles stratégies afin de s’adapter, que ce soit par des
avancées technologiques (Smit, 1993 ; Smithers et Smit, 1997) ou par des techniques d’esquive,
comme le fait de choisir la culture d’'une plante plus adaptée au nouvel environnement (Burton et
al., 1997 ; Smithers et Smit, 1997 ; Handmer et al., 1999).

Plus proche de nous, les changements climatiques et variabilités météorologiques sont trés
largement étudiés dans les scenarii économiques. Ainsi, des entreprises telles que Total suivent-
elles avec attention I'évolution de I'Oscillation Australe (EI Nino, La Nina) afin d’identifier de

maniére anticipée les sources d’approvisionnement en huile de colza les plus économiques.

S’il existe de nombreux exemples invoquant une cause climatique pour expliquer des
modifications des écosystémes (faune, flore...) et des sociétés humaines, le lien reliant causes et
effets n’est pas toujours simple a établir. En particulier, des causes intrinséques aux systémes
naturels et anthropiques, indépendantes des variations climatiques, peuvent également expliquer
ces modifications. Par exemple, pour I'lle de Paques, un débat persiste pour savoir si la réduction
des ressources, en particulier des arbres, est due a un changement climatique (Mann et al., 2008)
ou a une pression anthropique croissante (Mieth et Bork, 2010), les deux ayant une tendance a
évoluer de fagcon synchrone puisque 'hnomme est assujetti aux changements climatiques au
méme titre que I'environnement. Puisque 'homme impacte I'environnement et est impacté par les
changements environnementaux, il est possible de déterminer si, dans ce cas, la raréfaction des

arbres est due au changement climatique ou a une pression anthropique plus forte.
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La difficulté pour relier de maniére certaine une cause climatique a un impact sur les sociétés
tient en partie a l'origine différente des types d’informations. L’évolution des climats anciens est
plutét le domaine des paléoenvironnementalistes alors que I'étude des sociétés humaines
anciennes le fait des archéologues, voire des historiens. Ainsi, dans la plupart des cas, les
évolutions temporelles des changements sociétaux sont déconnectées de ['évolution des
changements environnementaux et ils ne sont que mis en vis-a-vis sans forcément établir de lien
direct entre eux. Ce qui veut dire qu’en plus des incertitudes de mesure et de quantification des
paramétres sociétaux, économiques ou physiques, une incertitude temporelle (liée a la résolution
temporelle des archives, ou a des trames chronologiques distinctes) est surimposée. Il est donc
difficile d’invoquer soit le climat comme responsable unique d’un changement environnemental, ou
a linverse, l'action de 'homme, ou encore les deux (Figure 8), climat, société et environnement
étant trois compartiments étroitement imbriqués avec des actions et rétroactions les uns sur les

autres.

1 Climat | —m—m—m——lp | SOCIELE | P> Environnement

2 Climat | ————————Jp| Environnement | =7 Société

Climat

Société | «—> | Environnement

Figure 8 : Types d’interactions possibles entre Climat, Société et Environnement.

La partie suivante discute des moyens d’établir des liens de causalité entre les changements

environnementaux et les changements sociétaux.

B. Comment reconstruire les changements climatiques/hydrologiques passés et établir
leurs relations avec I’évolution des sociétés humaines.

Pour reconstituer les changements climatiques et leurs conséquences sur les sociétés
humaines, il faut donc disposer de données permettant de confronter conjointement I'évolution des
sociétés, des écosystémes et du climat. Pour les périodes les plus récentes, ces données sont

facilement accessibles (données démographiques, économiques, sociales ; données climatiques
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acquises a haute résolution ; inventaires botaniques, recensements agricoles...). Pour les périodes
plus reculées, en I'absence de données textuelles ou numériques, il faut avoir recours a des
archives dans lesquelles peuvent étre conservés des témoignages de I'évolution du climat, des

écosystémes et des sociétes.

Nous allons voir dans un premier temps les différents types d’archives, dans un deuxiéme
temps les différents types de traceurs, puis nous détaillerons la famille de traceurs utilisés dans
ces travaux et enfin on détaillera le projet dans lequel cette thése s’inscrit en précisant sur quels

sujets plus précisément ces travaux sont intervenus.
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1. Les archives des changements environnementaux.

Cing types archives sont classiquement utilisées pour reconstituer des changements
intervenus en domaine continental (qui est d’intérét immédiat pour les sociétés humaines): les
troncs d’arbres, les sédiments/sols/tourbes, les spéléothémes, les coraux et enfin la glace (Figure
9).

Cernes
d’arbre !

Figure 9 : Exemples d’archives qui permettent de retracer I’évolution des paléoenvironnements en domaine

continental.

Ces archives résultent de l'accumulation dans le temps de matiéres minérales et
organiques dont la production est supposée étre réalisée de maniére quasi-synchrone avec la
construction de l'archive. Aussi, les éléments constitutifs de I'archive sont-ils considérés comme
des témoins des conditions environnementales qui régnaient au moment de la construction de

cette archive (dépdt de sédiment, production d’'un cerne d’arbre, accumulation de tourbe...).

Les modalités mémes de construction de I'archive peuvent renseigner sur les conditions
environnementales. Ainsi, le taux de croissance (hombre, rapprochement des cernes /strates...des
arbres - Margolis et al., 2011 ou des coraux - Lough et Barnes, 1989), le nombre et 'amplitude des
dépdts de crue dans les lacs (Benito et al., 2010) sont indicatifs des conditions climatiques de

'époque de la genése des cernes/strates/couches.

A l'aide de différents outils de datation (14C, événements historiques, datation relative,...) il
est possible d’établir une relation entre la profondeur du sédiment ou le nombre de cernes d’arbres
et 'dge du dépdt considéré. Du nombre de couches / cernes / strates par unité de temps dépend la
résolution de I'archive et donc I'échelle de temps qui pourra étre investiguée. Les cernes d’arbres,
couches de glace, coraux, spéléothémes permettent dans des cas favorables, d’espérer des
résolutions de I'ordre de I'année, voire de la saison. Les sédiments lacustres également, quand le

taux de sédimentation est suffisant. En revanche, les sols n’ont pas de structuration temporelle par
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accumulation ou agrégation. Obtenir des chroniques de [I'évolution des changements

environnementaux a partir de sols est donc plus ardu.

L’inconvénient majeur de toutes ces archives est leur rareté, la glace est restreinte aux
hautes latitudes ou aux hautes altitudes. Le développement des spéléothémes nécessite
également des conditions particuliéres (Couchoud, 2008). Les arbres, s’ils permettent une trés
bonne résolution chronologique, couvrent au mieux les quelques derniers milliers d’années. A
quelques exceptions prés, et considérant leurs spécificités, ces archives ne permettent que
rarement de retracer de maniére continue I'évolution des sociétés humaines. Cependant, toutes
ces archives continentales enregistrent les conditions climatiques d’'un assez large panel des
environnements prés desquels 'homme a vécu. Ceci permet une intercalibration des modéles sur

une multitude de lieux.

Au total, les archives qui semblent les plus pertinentes pour confronter I'évolution
climatique, I'évolution des milieux et des activités humaines sont les archives lacustres. Dans des
conditions favorables, celles-ci peuvent offrir une haute résolution chronologique et/ou un bon
contréle chronologique. Elles peuvent aussi préserver des indices/traceurs/proxies de I'évolution

des climats et/ou des écosystemes et/ou des activités humaines du bassin versant.

2. Les traceurs préservés dans les archives
Les archives peuvent aussi enregistrer de maniére indirecte des changements

environnementaux, au moyen des nombreux traceurs qu’elles contiennent. Ces traceurs peuvent
étre de nature inorganique, tels I'eau (cf. infra pour le lien entre isotopes de I'eau et conditions
climatiques), les gaz, ou les particules minérales stockées dans la glace ou dans les
spéléothémes, ou de nature organique (pollen, débris organiques...). Leur origine peut étre
abiotique (grains de quartz ou de calcite, bulles d’air emprisonnées dans la glace) ou biologique
(coquilles de mollusques, graines, molécules organiques...). En ce qui concerne les sédiments
lacustres, ils sont composés d’un ensemble organo-minéral provenant de tout un bassin versant et

de la colonne d’eau.

a) Traceurs d’origine abiotique

Certains éléments constitutifs des archives ont une origine "abiotique". lls ne résultent pas
directement d’'une activité biologique. Par exemple, les dépbts de crue, caractérisés dans les
sédiments lacustres par une minéralogie et une granulométrie distinctes de la sédimentation de
fond (i.e. Debret et al., 2010), constituent des éléments déterminants pour reconstituer I'hydrologie
du bassin versant (Arnaud et al., 2005 ; Benito et Thorndycraft, 2005 ; Czymzik et al., 2013). Les

traces laissées par les migrations des glaciers (moraines par exemple), lorsqu’elles sont datées,
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peuvent également permettre de reconstituer des variations hydrologiques ou de température
(Luetscher et al., 2011). Dans la glace, les variations climatiques sont reconstituées a partir de la
composition élémentaire ou isotopique de la glace, des bulles de gaz ou des phases minérales et
organiques (Gabrielli et al., 2005 ; Raynault et Lorius, 2004 ; Landais et al., 2005 ; Burton et al.,
2007). Ces traceurs, bien que donnant une indication sur les conditions hydrologiques, ne
constituent que rarement des proxies (outil d’estimation quantitative d'une variable
environnementale) et ne permettent pas d’estimer I'impact de variations environnementales sur les

organismes vivants.

b) Traceurs organiques des paléovégétations

L’organisme producteur des restes organiques (pollen, coquilles, graines...) peut parfois
étre identifié ce qui permettra, a partir de I'évolution des proportions de ces vestiges dans les
sédiments, d’établir des successions des communautés biologiques, parfois en relation avec des
changements climatiques (Zhao et al., 2012). Sur le méme principe, certaines molécules
organiques préservées dans différentes archives sont suffisamment spécifiques des organismes
qui les ont produites pour étre utilisées comme marqueurs des paléovégétations. lls sont appelés
biomarqueurs moléculaires (Shefuss et al., 2005 ; Jacob et al., 2005; 2008; 2009). Parmi les
molécules classiquement utilisées pour retracer les changements environnementaux (Castanada
et Schouten, 2011), les alcanes a chaines longues sont classiquement considérés comme
marqueurs de végétaux supérieurs (Vogts et al., 2012 ; Zech et al., 2012); les méthoxy-
serraténes, marqueurs de Pinacées (Le Milbeau et al., 2013), les acétates de triterpényles,

marqueurs d’Astéracées (Lavrieux et al., 2011).

Tous ces biomarqueurs retracent une évolution du biotope naturel pouvant servir de
ressources aux sociétés humaines qui nous intéresse (expansion/régression de foréts). Or, des
systémes d’actions / rétroactions ont lieu entre la végétation et ’'Homme (déforestation pour mise
en culture des terres). L'utilisation de tels composés revient a faire de la palynologie/carpologie a
une échelle moléculaire. Certains de ces biomarqueurs peuvent s’avérer étre caractéristique d’'une
activité humaine, telle que le déboisement, avec ouverture du milieu et apparition de plantes de
sous bois, marqueur de plantes cultivées... et donc permettre de déconvoluer les effets

anthropiques des effets climatiques sur la végétation.

c¢) Traceurs de I’évolution des sociétés humaines

Les sédiments lacustres archivent des indications des végétations naturelles qui se sont
succédé dans le bassin versant. Selon le méme principe, les matiéres minérales, végétales et
animales résultant des activités des sociétés humaines peuvent étre archivées et, de ce fait,
permettre de retracer I'historique de ces activités. Les évidences d’activités humaines sont

actuellement perceptibles sous diverses formes dans notre environnement immédiat (traces
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médicamenteuses, résidus de plastiques dans les sédiments ; Pavoni et al., 2003 ; Evenset et al.,
2007) ce qui est 'une des préoccupations environnementales majeures. En revanche, et exceptés
les travaux en contexte fortement anthropisé, nous disposons de peu d’indications sur les activités
humaines ayant affecté les écosystémes a travers les pratiques ou la production de matiéres. Un
nouveau champ de recherche s’ouvre donc visant a identifier des indicateurs univoques de ces
activités (dont I'évolution dans les sédiments est uniquement attribuable a ces activités) permettant
de retracer en continu leur évolution temporelle dans des archives. Parmi les outils connaissant un

fort développement, les biomarqueurs moléculaires semblent, ici encore, trés prometteurs.

Certains biomarqueurs des activités humaines, comme le coprostanol, sont des marqueurs
directs puisque cette molécule provient du systéme digestif de 'lhomme. Néanmoins, elle est aussi
retrouvée dans les féces d’animaux d’élevage. Les variations qualitatives et quantitatives de ces
molécules sont alors utilisées pour retracer les évolutions des cheptels (Jeng et al., 1996 ; Peng et
al., 2002). Ce type d'approche est également utilisé en environnement estuarien afin de
reconstituer I'évolution des stocks de poisson dans les nurseries historiques (Finney et al., 2002).
D’autres biomarqueurs moléculaires, spécifiques de certaines plantes cultivées, peuvent
témoigner, quand ils sont détectés dans les sédiments lacustres, de I'évolution des pratiques
agricoles dans le bassin versant. C’est par exemple le cas de la miliacine, marqueur du millet
cultivé (Jacob et al., 2008 ; 2009) ou d’autres éthers méthyliques de triterpénes pentacycliques qui
tracent la culture de tapis de graminées a destination de terrains de football ou de golfs (Zocatelli
et al., 2010). Enfin, le cannabinol détecté dans les sédiments du lac d’Aydat (Massif Central) a pu
étre interprété comme le résultat d’activités de rouissage des tiges de chanvre depuis le Moyen-
Age (Lavrieux et al., 2013).

d) Proxies des changements climatiques

De la méme maniére, les archives recélent des informations univoques et quantitatives sur
I'évolution des variables qui définissent I'évolution des environnements, et notamment les variables
climatiques. Il s’agit de traceurs particuliers qui constituent des indices d’approximation des
variables climatiques, ou "proxies". Le développement de ces proxies est sans doute plus ancien
que celui des traceurs d’anthropisation, en particulier du fait des développements considérables
dans le cadre des études sur les archives marines et glaciaires depuis plusieurs décennies. lls
sont nombreux et trés variables en fonction de I'archive considérée (spéléothémes, sédiments,
cernes d’arbres, coraux...) et des paramétres qu’ils approximent. Différents proxies peuvent étre
identifiés dans ces archives : les cernes de croissance d’arbres ou des coraux sont utilisés pour
reconstituer les températures (Lough et Barnes, 1989 ; Margolis et al., 2011), les cernes d’arbres
peuvent aussi étre utilisés pour retrouver des stress hydriques (Rodriguez-Gonzalez et al., 2010).

Le degré d'insaturation (U*;;) des alcénones (cétones linéaires & longues chaines) préservées
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dans les sédiments marins est utilisé pour estimer la température des eaux de surface (Prahl et al.,
1988 ; Conte et al., 1992 ; Eglinton et al., 1992 ; Grimalt et Lopez, 2007 ; Muller et al., 1998). Plus
récemment, I'indice TEXgs, calculé a partir du degré de cyclisation d’éthers lipidiques de glycérol, a
été également proposé pour estimer la température des eaux de croissance des organismes
producteurs (Powers et al., 2004). Des températures peuvent aussi étre estimées par la mesure du
5'®0 des tests de foraminiféres benthiques (Duplessy et al., 2002) ou du §'®0 de la glace (Jouzel
et al., 2007).

(1) De la difficulté de quantifier des variables des climats du passé

La quantification des variables au moyen de proxies nécessite une étape cruciale, qui est
celle de la calibration. La calibration des proxies présents dans les archives du passé permet
d’établir une relation mathématique entre le proxy et la variable qu’il quantifie, en supposant que
cette relation n’ait pas évolué dans le passé. Cette calibration peut étre réalisée par divers
moyens. Tout d’abord en testant la réponse du proxy en fonction de gammes de variations du ou
des paramétres auxquels il répond dans des conditions contrélées (ex. chambres climatiques). Par
exemple, Hou et al. (2008) ont pu établir 'impact de variations d’humidité sur le 8D de molécules
organiques produites par des plantes. Ces gammes de variations peuvent également étre celles
constatées dans des environnements naturels. Par exemple, l'établissement des relations
mathématiques entre le TEXgs (ou le U*s;) et les températures de surface de 'océan s’appuie sur
la comparaison des valeurs de ces indices dans les sédiments superficiels prélevés sous
différentes latitudes avec les températures mesurées en surface. De méme, Huang et al. (2002),
Sachse et al. (2006) et Hou et al. (2008) ont établi des corrélations entre précipitations et 6D de
molécules organiques préservées dans des sédiments superficiels lacustres répartis sur des

gradients de température et de précipitations.

Enfin, une calibration peut étre réalisée par comparaison avec un autre proxy déja établi.
Ces intercalibrations permettent ensuite des comparaisons de différents sites lorsqu’'un seul des
proxies est présent / analysable. Par exemple, Quillmann et al. (2012) ont calculé la température
régnant lors de la formation des tests de Cibicides lobatulus a la fois a I'aide du §'®0O et du rapport
Mg/Ca de ces tests. La multiplicité des proxies s’explique par 'absence des phases porteuses de

ces proxies qui soient ubiquistes.

(2) Température et hydrologie

Les modéles climatiques établissant des prédictions pour le climat futur ont besoin de
paramétres d’entrée, lesquels sont le plus souvent la température, et quelques paramétres
hydrologiques tels que la quantité de précipitation, 'humidité... Or la température et I'’hydrologie
sont intimement liées (Boyer et al., 2010), le cycle de I'eau étant éminemment dépendant de la
température lors de deux étapes cruciales, celle de I'évaporation et celle de la condensation

(Dansgaard, 1964 ; Jacob et Sonntag, 1991 ; Figure 10). La Figure 10 montre ce lien étroit existant
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entre la température et les isotopes de l'eau des précipitations. Ainsi, plus la température
augmente et plus le 80 de l'eau météorique® augmente. Une température élevée facilite
I'évaporation de I'eau riche en '®0. Cette derniére a ensuite tendance a précipiter au plus proche
de la source d’évaporation par rapport & une eau appauvrie en 0. Nous développerons ce point
ultérieurement. Toutefois on peut remarquer qu’'une température annuelle moyenne peut étre

obtenue & partir du §'®0 annuel moyen de I'eau météorique (Figure 10).
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Figure 10 : Evolution du §'%0 des précipitations en fonction de la température moyenne au sol (Dansgaard,
1964). L’appauvrissement progressif des précipitations avec la latitude/température, s’explique par la distillation

de Rayleigh.

De la température d’évaporation dépendra la quantité d’eau évaporée ; plus il fera chaud et

plus la quantité d’eau évaporée sera grande (Vardavas et Fountoulakis, 1996 ; Rosenberry et al.,

3 L’eau météorique correspond a une moyenne dans le temps de I’eau provenant de plusieurs événements de pluie.
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2007 ; Boyer et al., 2010 ; Helfer et al., 2012). Il en est de méme pour les précipitations, plus la
température de condensation sera basse et plus la quantité d’eau précipitée sera importante. Bien
sdr, lors de ces processus, d’autres facteurs vont intervenir, comme le vent, qui pourra faciliter
I'évaporation de I'eau, ou la topologie qui empéchera le transport d'une masse d’air sur des
distances trop longue, sans oublier la saturation en vapeur d’eau a l'interface eau-atmosphére
(Roderick et Farquhar, 2002 ; Helfer et al., 2012). Ces facteurs physiques ne sont pas les seuls a
influencer I'hydrologie locale, différents types de végétation, dans un méme lieu, dans les mémes
conditions initiales, n’auront pas les mémes conditions, via, entre autres, des taux
évapotranspiratoires différents (Lin et Wei, 2008). Nombre des exemples cités utilisent ainsi les
isotopes de I'hydrogéne et de I'oxygene afin de distinguer les origines des eaux, leur temps de

formation, le lien qu’il existe entre eaux météoriques et eaux sous forme vapeur...
e) Isotopes de I'eau et climat

(1) Généralités

L’eau est une molécule composée de deux atomes d’hydrogéne et d’'un atome d'oxygéne.
Chaque atome posséde des isotopes qui difféerent par le nombre de neutrons. Les isotopes
radioactifs de I'oxygéne, c'est-a-dire non stable, ont une demi-vie trés courte, inférieure a deux
minutes, ce qui les rend négligeables en termes d’abondance. Les trois isotopes stables de
I'oxygene sont ceux de masse atomique 16, 17 et 18 avec une abondance naturelle respective de
99.76, 0.04 et 0.20% (Bassinot, 2007 ; Brenninkmeijer, 2003). La notation de ces isotopes est
respectivement '°0, 'O, 0. Dans la plupart des études, seuls les deux isotopes les plus
abondants (de masse atomique 16 et 18) sont pris en compte (Craig, 1953, Bassinot, 2007) méme
si les récents progrés technologiques permettent de plus en plus de prendre en compte d’autres

atomes tels que le 'O (Giauque et Johnson, 1929 ; Berkeley, 2000 ; Landais et al., 2007).

L’atome d’hydrogéne a lui aussi plusieurs isotopes. Le tritium, de masse atomique 3, est
radioactif alors que les isotopes stables de masse 1 (protium) et 2 (deutérium, D ou 2H) sont
stables. Les proportions des différents isotopes de I'hydrogéne sont : <0.01% pour le tritium, de
0.15% pour D et de 99.85% pour H (Lewis, 1933 ; Rutherford, 1937 ; Brenninkmeijer, 2003).

Les différences massiques entre les isotopes de I'’hydrogéne (ou de I'oxygéne) induisent
des comportements différents. Par exemple, les molécules d’eau contenant du deutérium (ou du
'®0) condenseront-elles plus rapidement que celles qui en sont dépourvues (Dansgaard, 1964 ;
Gleixner et Mugler, 2007). C'est ce qu’on appelle un fractionnement isotopique. Un autre
fractionnement isotopique est réalisé par les organismes vivants. Ainsi, pendant la biosynthése de
molécules organiques, les isotopes légers sont privilégiés lors des réactions enzymatiques aux
dépends des isotopes stables lourds (Park et Epstein, 1961 ; Sessions, 2006 ; Chikaraishi et al.,
2004a,b, 2005, Sachse et al., 2012). Ces processus sont décrits en particulier pour I'hnydrogéne

(Sessions et Hayes, 2005 ; Sessions et al., 1999) et sont appelés fractionnements biosynthétiques.
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(2) Conventions

Le choix de normes standardisées a été fait afin de pouvoir comparer les échantillons de
différents laboratoires. Les unités sont en V-SMOW ou V-PDB, le "V" (pour Vienne, en Autriche,
siege de I'lAEA) qui s’est ajouté devant les "SMOW" et "PDB" (voir plus loin) indique que la
normalisation n’est plus directement réalisée sur les standards initiaux (échantillons épuisés) mais

sur de nouveaux échantillons qui ont été calibrés a partir des standards originels.

Les rapports isotopiques correspondent a la quantité en isotope lourd par rapport a
I'isotope le plus Iéger. Considérant la surabondance des isotopes Iégers par rapport aux isotopes
lourds, ces rapports sont en général tres faibles dans les échantillons naturels. De fait, les
variations entre différents échantillons sont également tres faibles. La notation & (exprimée en pour
mille) a été adoptée afin de limiter la manipulation de grands nombres et surtout de normaliser le

rapport a un standard international (Figure 11).

Re.cn - Ryg Nombre de D

- X1 0 R=
ODecr = x1000 ou Nombre de H

Figure 11 : Notation du rapport isotopique de I’hydrogéne d’un échantillon (ech : échantillon, std : standard).

Pour I'hydrogéne et 'oxygéne, le standard (V-SMOW pour Vienna-Standard Ocean Mean
Water) est un échantillon reconstitué contenant des eaux distillées provenant des différentes eaux

océaniques. Les teneurs en différents isotopes de ce standard sont données dans la Figure 12.

2H/'H 155,76 £ 0,1 ppm
SH/'H = 1,85 £ 0,36 ppm
180/10 = 2 005,20 £ 0,43 ppm
70/'%0 = 379,9 £ 1,6 ppm

Figure 12 : Rapports isotopiques des différents atomes de I’eau du standard V-SMOW, ppm = partie par million.

Pour les isotopes du carbone, les données sont exprimées en%oV-PDB, le standard étant

constitué de carbonates provenant de rostres de Belemnite du site de Pee Dee.

(3) Relations entre climat et isotopes

On a précédemment précisé que le cycle hydrologique est intimement lié au climat. Les

isotopes des atomes constituants I'eau peuvent varier en fonction de différents paramétres comme
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la température, la continentalité, 'humidité et bien d’autres (Dansgaard, 1964 ; Gleixner et Mugler,
2007 ; Figure 13).
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Figure 13 : Enregistrement du 3D météorique dans la matiére organique sédimentaire (Modifié d’aprés Gleixner
et Mugler, 2007).

Les valeurs 8D de I'eau de pluie sont plus élevées prés de la source d’évaporation, en
général, 'océan, ou toute grande étendue d’eau. Cette eau de pluie ou eau météorique si I'on
considere une moyenne des événements de pluie (que ce soit a I'échelle mensuelle, annuelle, ou
autre pas de temps enregistré) sera ensuite appauvrie au fur et a mesure de I'éloignement a la
source (continentalité), du fait d’'un appauvrissement progressif résultant de la précipitation
préférentielle d’eaux enrichies. L’altitude a le méme effet que la continentalité. Une eau précipitant
en altitude sera ainsi plus appauvrie en D qu'une eau précipitant a une altitude inférieure
(Dansgaard, 1964 ; Gleixner et Mlgler, 2007 ; Figure 9 et 13).

Les précipitations sur différents lieux suivent toutes le méme principe, et, en mesurant le
3D et le 8'°0 des précipitations a différents endroits, il a pu étre déterminé que toutes les valeurs
3D et 5'°0 des eaux météoriques suivaient une loi qui précisait I'enrichissement en D en fonction
du 80 et réciproquement (Craig, 1961 ; Dansgaard, 1964). La droite météorique globale est de la
forme: 8D = 8 §'®0 + 10 (Craig, 1961 ; Dansgaard, 1964) et pourra étre corrigée en fonction des

localités.

Ces isotopes présents dans l'eau sont donc couramment utilisés pour reconstituer

'hydrologie locale actuelle (Dansgaard, 1964) et passée (Dansgaard et al., 1993). Cependant les
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stalagmites et autres glaciers conservant ces isotopes ne sont pas présents dans tous les

environnements, il faut donc trouver un autre support intégrant ce signal et le conservant.

(4) Archivage des rapports isotopiques des atomes de l'eau

La molécule d’eau issue des précipitations peut étre préservée directement sous forme de
glace. Les carottes de glace conservent alors un signal assez direct des conditions climatiques
passées. C’'est d’ailleurs grace a ces carottes de glace qu’'ont été identifiés les changements
majeurs du climat ou que sont reconstituées les températures, en utilisant le §'°0 de I'eau des
glaces (Zhang et al., 2006 ; Zhang et al., 2008 ; Dansgaard et al., 1993). L'inconvénient majeur est
que la glace n'est pas ubiquiste, mais surtout, elle n’est pas conservée dans tous les
environnements. L’eau (et ses atomes constitutifs) peut également étre utilisée pour la production

de matiéres organiques par les producteurs primaires, lors de la photosynthése (Figure 14).

Lumiére

4

6H,0 + 6C0O, — > C.H,,0, + 60,

Feuille

Figure 14 : Réaction de photosynthése

La molécule de base pour les producteurs primaires est la molécule de glucose. La plante
synthétisera cette molécule dans la feuille a partir d’eau et de dioxyde de carbone, lorsque ces
photosystémes seront stimulés par la lumiére afin de lui fournir I'énergie nécessaire. De 'oxygéne
sera alors produit en méme temps que la molécule organique. On peut remarquer que tous les
atomes d’hydrogéne de I'eau sont incorporés a la matiere organique (via le glucose) alors que
'atome d’oxygéne peut provenir soit de I'eau, soit du CO,, une partie étant réémise sous forme
d’O,. C’est pourquoi, dans la matiere organique, 'atome d’hydrogéne semble le plus pertinent afin

de reconstituer des changements hydrologiques / climatiques.

Tout comme la glace enregistre les variations isotopiques de I'eau météorique, le 8D de la
matiere organique (et en particulier celui de la cellulose) est utilisé depuis quelques décennies afin
de reconstituer les changements hydrologiques, en partant du principe que le 8D de la matiere
organique refléte celui des eaux météoriques (DeNiro et Epstein, 1981 ; Leaney et al., 1985

Marino et DeNiro, 1987 ; Sternberg et al., 1984). Cependant, cette matiére organique est un
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mélange de matiéres organiques produites par différents organismes, ayant chacun des
fractionnements isotopiques distincts. Difficile alors d’espérer reconstituer quantitativement les
variations du 8D ou du §'®0 des eaux météoriques. A linverse, si ces rapports sont mesurés sur
des matieres organiques plus spécifiques de leurs organismes source (cf. la partie sur les traceurs
de paléovégétation), il doit alors étre possible de quantifier plus précisément les variations

hydrologiques.

3. Le 8D moléculaire
La mesure du 8D ou du 8'°0 sur des molécules individuelles suffisamment spécifiques de

leurs organismes source (voir la partie sur les biomarqueurs) dans les sédiments doit permettre de
mieux contraindre les fractionnements isotopiques entre 'eau météorique et la molécule. Il faut
pour cela que ces fractionnements soient estimés ou mesurés et que les facteurs qui les contrdlent
sont compris. Grace aux développements techniques récents (couplage des méthodes de
chromatographie gazeuse et d’un spectrométre de masse pour mesurer les ratios isotopiques, cf.
chapitre 5), il est aujourd’hui possible de réaliser des mesures isotopiques sur des molécules

individuelles.

a) Principe
L’utilisation du 8D moléculaire part d’'un postulat simple : le 8D moléculaire sera dépendant
du 0D de l'eau de pluie puisque les atomes d’hydrogéne (ou de deutérium) des composés
organiques proviennent tous de la photosynthése (Figure 14). L'utilisation du 6D moléculaire pour
reconstituer le 8D de I'eau météorique nécessite des précautions puisque d’autres facteurs que le
oD de l'eau de pluie peuvent intervenir dans la relation qui les relie, relations que nous allons
maintenant détailler. Ces facteurs sont importants a appréhender, puisqu’ils influent le &D

moléculaire et donc la quantification des variations hydrologiques (Sachse et al., 2012).

Le dD des molécules produites par les autotrophes est principalement contrélé par le 6D de
'eau avec laquelle les molécules sont produites (Sachse et al., 2012 ; Garcin et al., 2012), lui-
méme dépendant de nombreux facteurs décrits dans la partie relations entre climat et isotopes
(Gleixner et Mugler, 2007 ; Garcin et al.,, 2012 ; Kahmen et al., 2013b). Différents paramétres
peuvent ensuite altérer cette relation. Afin d’obtenir des chroniques fines et précises de I'évolution
des conditions climatiques, il est important de hiérarchiser ces paramétres en fonction de leur

importance relative.

b) Acquis et questions

Sachse et al. (2012) ont dressé un état de l'art (résumé en Figure 15) des connaissances
sur les parameétres qui influencent le 8D moléculaire, suivant le trajet de 'hydrogéne depuis I'eau

de source jusqu’aux molécules archivées dans les sédiments.
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Figure 15 : Etat des connaissances liées a I'utilisation du 8D moléculaire dans les reconstitutions

paléoclimatiques (D’aprés Sachse et al., 2012).

Comme on peut l'observer, certains phénoménes sont trés bien compris (niveau de
compréhension de 5) et ont été abondamment étudiés, alors que d’autres restent de véritables
« boites noires » sur lesquelles les efforts sont ou doivent étre fournis (niveau de compréhension
de 1).

(1) Parameétres qui contrélent le 6D de I'eau de source

Le 0D de l'eau source dépend en premier lieu du 8D des précipitations, lui-méme
dépendant de différents facteurs comme l'altitude, la continentalité... (cf. plus haut ; Dansgaard,
1964 ; Gleixner et Mugler, 2007). Ensuite, le 8D de I'eau absorbée par les organismes dépendra
de leur milieu de vie. Les organismes aquatiques (comme les algues) utiliseront directement 'eau
les environnant pour synthétiser leurs molécules. Ainsi le 8D de 'eau des molécules produites par
l'organisme sera le reflet au 8D de I'eau dans laquelle I'organisme vit (Sachse et al., 2006). Si les
eaux dans lesquelles vit 'organisme (par exemple des eaux lacustres) sont en équilibre isotopique
avec les précipitations, le 8D des molécules produites par les organismes aquatiques reflétera

donc celui des précipitations.

En revanche, 'eau consommée par les organismes terrestres est soumise a I'évaporation
dans les sols. Une partie de cette eau pourra s’infiltrer dans le sol ou elle sera disponible pour les
plantes terrestres (Bariac et al., 1994b ; Boujamlaoui et al., 2005 ; Figure 16). Différents types
d’eau peuvent étre retrouvés dans le sol : 'eau directement infiltrée, qui n’a pas eu le temps d’étre
soumise a I'évaporation, et I'eau restée en niveau superficiel, qui a pu étre évaporé, avec bien

entendu des conséquences sur leurs compositions isotopiques (Boujamlaoui et al., 2005 ; Bariac
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et al., 1994b ; Durand et al., 2007). Le réseau racinaire des plantes est développé de telle fagon
qu'une plante pourra prélever de l'eau a faible profondeur mais aussi a des profondeurs
potentiellement plus importantes (Boujamlaoui et al., 2005). Et il semblerait que seul ce facteur
puisse expliquer une variabilit¢ du 8D de I'eau dans les racines, le 8D de I'eau des racines et
organes non-transpirant étant égal au 8D de I'eau pompée dans le sol (Bariac et al., 2004a ; Wang
et al., 2010). C'est-a-dire qu’elles ne vont pas capter préférentiellement I'eau sans deutérium
(HHO) par rapport a I'eau contenant du deutérium (DHO). L’eau absorbée par la plante aura donc
le méme 8D que I'eau du sol. On considére que I'eau prélevée par les plantes est, dans la majorité
des cas, I'eau se trouvant en dessous de la limite d’évaporation, et donc une eau a I'équilibre avec
'eau météorique pour les valeurs isotopiques de I'eau (Durand et al., 2007). En suivant le trajet de
cette molécule d’eau, on va suivre le réseau racinaire pour arriver au niveau du collet, c'est-a-dire

le point de jonction entre les racines et la tige.

Précipitation:

Continentalité

Altitude

Température de condensation
dD eau évaporation

Eau météorique

Eau
dans la
Plante

Evaporation:
Humidité au sol

" Température atmosphére

sol

Eau source » [Eausource
non soumise a soumise a
I'évaporation I'évaporation

"Type" d'eau Absorption racinaire:
Processus Pas de fractionnement

Facteurs

Figure 16 : Fractionnement isotopique de I’hydrogéne de I’eau source.

(2) Parameétres qui contrélent le 6D de I'eau des feuilles

La molécule d’eau, une fois dans la tige, sera dans un milieu clos. Certaines plantes
présentent des stomates sur la tige et par conséquent peuvent transpirer, c'est-a-dire qu’une étape
de fractionnement serait possible pour les isotopes de I'hydrogéne de la molécule d’eau (Ellsworth
and Williams, 2007; Lin and Sternberg, 1993). Le millet, plante modéle dans notre étude, ne
présente pas de stomate sur sa tige. Sa tige est donc un environnement clos sans fractionnement

isotopique possible. La molécule d’eau sera donc transférée a la feuille, et les valeurs de dD de

41



'eau juste avant la feuille seront identiques aux valeurs &D de I'eau du sol. La feuille est 'organe
dans lequel a lieu toutes les synthéses de molécules. C’est en effet dans la feuille que se déroule
la réaction de photosynthése et donc les parameétres affectant la transpiration qui conditionneront
le 8D moléculaire (Figure 17). La plupart des stomates ne sont présentes qu’au niveau foliaire et
leur ouverture est dépendante du type de plante (C3 / C4 / CAM), mais aussi des conditions
environnementales. Ce sont donc ces deux facteurs qui détermineront principalement les taux de
transpiration (Hou et al., 2007). La feuille est donc un endroit ou le 8D de I'eau pourra changer par
I'effet de la transpiration permise par les stomates. Le millet, qui est une plante en C4, est adapté
aux conditions arides. Ces stomates sont plus souvent fermés, pour limiter a la transpiration. Or, la
synthése de composés nécessite du CO,, molécule provenant de I'atmosphére. Par conséquent, si
les stomates sont fermés, le CO, a l'intérieur de la feuille ne peut étre renouvelé et donc 'enzyme
Rubisco, qui fixe le CO, afin de fournir le carbone nécessaire a la synthése des composés, ne
pourra plus fournir de carbone. Les plantes en C4 esquivent cet inconvénient en augmentant la
pression partielle en CO, autour de la Rubisco en libérant les composés d’'une molécule a 4
atomes de carbone. Cette molécule est synthétisée par la plante a l'aide de la PEP-carboxylase
qui fixe la molécule de CO, sur le phosphénol pyruvate (PEP). Cette réaction donne I'oxaloacétate
qui sera la molécule dégradée aux environs de la Rubisco pour augmenter la pression partielle en
CO,. Le nom de plante en C4 vient de la formation initiale de 'oxaloacétate (OAA), composé a 4
carbones. Ce mécanisme a pour conséquence d’enrichir en "*C les molécules synthétisées par ce
genre de plantes. Malgré ces adaptations, les plantes en C4 doivent ouvrir leurs stomates pour

capter le CO,, et sont donc également soumises a la transpiration.
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Figure 17 : Fractionnement isotopique de I’hydrogéne de I’eau de la plante.

La transpiration, comme I'’évaporation, aura pour conséquence un enrichissement en D de
'eau par I'évaporation préférentielle de HHO par rapport a HDO (Boujamlaoui et al., 2005 ; Bariac
et al., 1994a,b ; Hou et al., 2007).

Les facteurs (la température, I'humidité relative, la physiologie de la feuille, le métabolisme
-C4 / C3 /CAM) susceptibles d’influencer la transpiration sont relativement bien contraints (Figure
17). Cependant, d’autres facteurs peuvent influencer le 8D de I'eau des feuilles des plantes
supérieures. Il s’agit en particulier de l'intensité lumineuse (qui n’aurait a priori que peu d’impact) et

du pool de NADPH utilisé. Nous décrirons ce dernier point plus avant dans la partie suivante.
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(3) Parameétres qui contrélent le fractionnement biosynthétique
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Figure 18 : Différentes voies biosynthétiques de composés couramment utilisés comme biomarqueurs
moléculaires - Modifié d’aprés Roberts, 2007. A gauche : MVA, mévalonate ; HMGR, 3-hydroxy-3-méthylglutaryl
coenzyme A reductase; IDI, isopentényl diphosphate isomérase. A droite : MEP, méthylérythritol phosphate;
DXS, 1-déoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase; DXR, 1-déoxy-D-xylulose-5-phosphate réductoisomérase; HDS,
hydroxy-2-méthyl-2-(E)-butényl 4-diphosphate synthase; IDS, isopentényl diphosphate:diméthylallyl
diphosphate synthase; IDI, isopentényl diphosphate isomérase. Les fleches en pointillés signifient qu’il y a plus

d’une étape.

Une fois I'eau arrivée dans les cellules photosynthétiques, elle va étre utilisée dans les
réactions enzymatiques pour produire les molécules organiques. Mais I'eau des cellules ne doit
pas étre considérée comme unique puisqu'il a été démontré que la composition isotopique de I'eau
dans différents organites est différente de celle du cytoplasme (Sessions et al., 2006 Chikaraisi et
al.,, 2009). Ainsi le 8D de l'eau utilisée dans les réactions de biosynthéses de composés
organiques dépendra du compartiment dans lequel ces réactions ont lieu (Chikaraishi et al., 2005).
En ce qui concerne les composés isopréniques, ils proviennent de deux voies: la voie
biosynthétique via le mévalonate (MVA), qui est cytoplasmique, et la voie biosynthétique via le
méthylérythritolphosphate (MEP), qui est, elle chloroplastique. Il existe une troisieme voie, dite
acétogénique, qui permet la formation des acides gras (AG) et des n-alcanes. Cette voie est

chloroplastique, comme la voie MEP. Les différences de localisations des voies métaboliques
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impliquent l'utilisation d’eaux aux compositions isotopiques distinctes (Hou et al., 2007a,b;
Sessions, 1999 ; Chikaraishi et al., 2007). Il faut noter également qu’'une méme molécule, c’est en
particulier le cas des composés isopréniques, peut étre originaire d’'une ou plusieurs voies
biosynthétiques (Roberts, 2007). De méme, la voie de synthése des n-alcanes et des acides gras
(et 'ensemble des n-alkyle lipides), qui se situe initialement dans le chloroplaste, se poursuivra
ensuite dans le cytoplasme lorsque la molécule atteindra un nombre supérieur a 16 atomes de
carbone (Grice et al., 2008 ; Zhou et al.,, 2010). Les voies MVA et MEP sont également
imbriquées. Nombre de leurs précurseurs peuvent traverser les parois chloroplastiques et donc se
trouver dans 'une comme l'autre voie. C’est en particulier le cas de l'inositol pyrophosphate (IPP)
et du dimethylallyl pyrophosphate (DMAPP ; Grice et al., 2008 ; Zhou et al., 2010) (Figure 18).

Tous ces travaux considérent 'eau comme seul donneur d’hydrogéne pour la biosynthése,
ce n'est qu’en partie vrai. Ainsi, de I'hydrogéne (ou deutérium) utilisé pour la biosynthése peut
provenir d’'un coenzyme, le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP), écrit NADPH
(ou NADPH, ou NADPH + H") quand il est sous la forme réduite. Seuls Chikaraishi et al. (2005)
ont tenté une approche originale qui a démontré que le NADPH est trés appauvri en deutérium, ce
qui amene les auteurs, en comparant le 8D des molécules ayant obtenu leur H par le NADPH, par
rapport a celui de I'eau intracellulaire a suggérer une trés haute sélectivité lors de I'incorporation

d’hydrogéne.

D’autres facteurs sont susceptibles d’influer sur le rapport isotopique de I'eau intracellulaire
voire intra-organite. Par exemple, différents compartiments cellulaires ont des pH différents et, par
conséquent, de pompes a proton fonctionnant difféeremment. Ces pompes a proton sont une voie
qui peut potentiellement influer sur le 8D de I'eau des compartiments de par sa sélectivité vis-a-vis
de I'hydrogéne et du deutérium (Nakamura et Yamada, 2005 ; Paroutis et al., 2004 ; Shen et al.,
2013 ; Wu et al., 2001).

(4) Intégration dans le temps et dans l'espace

Enfin, la derniére étape décrite par Sachse et al. (2012 ; Figure 15) est l'intégration dans le
temps et I'espace des molécules produites par les végétations du bassin versant vers l'archive

sédimentaire. Prenons le cas des n-alcanes, molécules génériques dans les plantes.

Les premiers biais sont liés a la dégradabilité des biomarqueurs moléculaires. Les
molécules utilisées pour les reconstitutions paléoenvironnementales sont des molécules qui sont
réputées subir peu de transformations au cours du temps, limitant les biais isotopiques liés a des
dégradations préférentielles. Par ailleurs, les n-alcanes, tout comme la miliacine, et a I'inverse des
alcools ou des acides, n'ont aucun atome d’hydrogéne échangeable avec I'eau environnante en
conditions naturelles non extrémes (forte acidité, température élevée, ou concentration en D,O

importante).
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Il s’agit aussi de comprendre comment le 8D de I'ensemble des n-alcanes produits par une
méme plante refléte la possible hétérogénéité des 6D de ces molécules au sein de la plante, en
considérant également la dynamique temporelle de leur production. Par exemple, Hou et al. (2007)
reléevent un renouvellement quotidien des cires épicuticulaires, alors que Sachse et al. (2009)

indiquent un turn-over a I'échelle de la semaine.

Ensuite, il s’agit de déterminer la variabilité des valeurs de 8D de n-alcanes produits par
différents plants d’'une méme espéce dans des conditions environnementales a premiére vue
identiques. Puis, de se poser la question d’éventuelles différences de 8D des n-alcanes en
fonction des espéces/formes végétales/grands groupes peuplant un méme écosystéme. Ainsi, Hou
et al. (2007a) indiquent des gammes de variations de plus de 50%o pour des n-alcanes produits par

différents types de plantes se développant autour d’un étang.

De la méme facgon, différentes études montrent que, pour les n-alcanes, une variation
d’humidité entraine une synthése accrue de ces composés dans certaines espéces et moindre
dans d’autres (Hoffmann et al., 2013). |l est donc nécessaire d’évaluer si une variation du dD des
n-alcanes dans une archive sédimentaire est due a un changement en dD de I'eau météorique ou
bien a un changement de contributeurs majoritaires du fait d’'une variation d’humidité. Ces
questions, a I'échelle écosystémique, sont encore peu prises en considération et ne permettent

donc pas encore de quantification réaliste des changements climatiques et ou hydrologiques.

La derniére interrogation sur les modalités d’intégration dans le temps et I'espace des
biomarqueurs moléculaires est celle de la représentativité de l'archive par rapport au bassin
versant. Peu d’études sont menées afin de déterminer comment est enregistré le signal isotopique
dans les sédiments (Hou et al, 2007a ; Hou et al, 2007b ; Schefuf et al, 2011 ; Sachse et al,
2012). Or, ces questions sont primordiales pour les reconstitutions paléoenvironnementales. En
effet, une forte variabilité spatiale du 8D peut étre retrouvée selon différents gradients latitudinaux
et altitudinaux (Sachse et al., 2006 ; Garcin et al., 2012, cf. supra). Ainsi, un bassin versant de
taille importante pourrait collecter des molécules aux 8D trés variables du fait de conditions
environnementales trés variables. C’est le reproche qui peut étre fait, par exemple, aux travaux de
Schefup et al. (2005) sur les sédiments au large du Congo qui drainent un bassin versant de trés
grande taille. La variabilit¢ du dD observé dans I'archive ne pourrait-il alors pas étre di a un

changement de contribution d’'une des zones du bassin versant ?

Outre la question de la représentativité de I'archive par rapport a I'hétérogénéité du bassin
versant qu’elle draine, se pose la question de la représentativité de la carotte prélevée et de ses
échantillons constitutifs par rapport a I'archive dans sa globalité (le signal obtenu sur une carotte
sédimentaire refléte-t-il le signal sédimentaire de 'ensemble de I'archive ?). Se pose également la
question d’éventuels décalages temporels entre le temps de production des molécules et le temps

d’archivage. Li et al. (2011) indiquent par exemple que I'épisode médiéval sec qu’a connu la céte
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ouest des Etats Unis n’a été enregistré dans les sédiments du bassin de Santa Barbara que prés
de 200 ans plus tard. Il est question ici des stockages temporaires des molécules durant leur trajet
du lieu de production vers I'archive, a travers par exemple les sols, ou les sédiments de riviére, ou

encore de vitesse de transport différente entre différents marqueurs.

Cette question est illustrée en Figure 19. Si les molécules produites durant 'année A+1
sont mélangées a celles produites durant 'année A dans les sols (du fait d’'un transfert incomplet
de ces derniéres durant 'année A) et que I'ensemble est drainé vers l'archive, alors le sédiment
correspondant a I'année A+1 enregistrera un signal mixte des années A et A+1 pondéré des
proportions des molécules produites durant les deux années. Par contre, si les molécules
produites pendant 'année A+1 sont bien séparées de l'année A, (cf cas A+1’) alors on peut
considérer distincts les signaux des deux années. Cette volonté de trouver un signal
d’enregistrement court est trés présent dans les publications (Sachse et al., 2006, 2010, 2012 ;
Sessions et al., 2006), car il pourrait permettre de retracer les conditions hydrologiques d’un court

moment réduisant ainsi les risque de dilution interannuelle du signal.

1

—Année A
——Année A+1
Année A+1'

\

Figure 19 : Archivage d’une molécule au cours du temps et dilution du signal précédent par le signal de I’'année

suivante.

Toutes ces considérations sur lintégration spatiale et temporelle des biomarqueurs
moléculaires et de leur composition isotopique supposent que le stock initial produit par la plante
est intégralement archivé dans le sédiment. Or, ces molécules peuvent subir différentes
dégradations dés qu’elles intégrent les systémes géologiques, lors de la diagenése. Par exemple,
on sait que de nombreuses bactéries peuvent dégrader les n-alcanes contenus dans le pétrole
(Kato et al., 2001 ; Massias et al., 2003 ; Zhang et al., 2011). Ces bactéries se retrouvent en milieu
naturel, d’ou leur intérét pour la décontamination des sites et sols pollués (Ostberg et al., 2006 ;
Yousaf et al, 2010). Deux opportunités s’offrent alors pour les reconstitutions

paléoenvironnementales :
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1°/ il reste du matériel et on considére que la partie qui a été dégradée n’est qu’une infime
portion du matériel restant dans [Iarchive et/ou que la partie dégradée n’était pas
préférentiellement enrichie et/ou appauvrie en isotopes. Dans ce cas, on peut considérer que la

dégradation n’impacte que trés peu les valeurs isotopiques mesurées.

2°/ la dégradation affecte préférentiellement des molécules enrichies ou appauvries en
isotopes lourds ce qui interdirait toute utilisation future des rapports isotopiques de ces composés
dégradés comme proxy paléoclimatique, sans correction préalable que ce soit une dégradation
due a une maturation des sédiments (Radke et al., 2005) ou par une dégradation microbienne
(Zech et al., 2009, 2011).

Chikaraishi et Narakoa (2006) ont montré que des différences pouvaient étre observées
entre le dD des n-alcanes des feuilles et celui des n-alcanes du sol, suggérant que la dégradation
préférentielle pouvait conduire a des différences de composition isotopique. Nguyen Tu et al.
(2011) proposent eux que les n-alcanes de la litiere pourraient provenir d’une contribution en n-
alcanes de micro-organismes puisque, malgré la diminution des concentrations entre plante et sol,
aucun effet n’est observable sur les valeurs de §'°C des n-alcanes, si ce n’est celui d’'un apport de
composeés par les micro-organismes. Zech et al. (2011) ont eux montré la méme chose pour les

isotopes de I'hydrogéne des n-alcanes.

4. Le projet PalHydroMil
Ma thése s’inscrit dans la logique des projets Aphrodyte (ECLIPSE, CNRS) puis Pygmalion

(ANR) qui avaient pour objectif de retracer I'évolution hydrologique durant 'Holocéne dans les
Alpes et d'estimer dans quelle mesure la variabilit¢ hydrologique avait pu affecter le
développement des sociétés humaines et les flux érosifs. Entre autres résultats, ces projets ont
permis de dresser une chronologie fine des flux détritiques provenant des crues du Rhdne et
archivés dans les sédiments du lac du Bourget (Figure 20A) pour les 10 derniers milliers d’années
(Arnaud, 2003 ; Arnaud et al., 2005 ; Debret et al., 2010; Figure 20B).
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Figure 20 : A : Localisation du Lac du Bourget, des principaux sites archéologiques qui ont été identifiés sur ses
rives, du trajet des flux détritiques provenant du Rhéne en période de crue et des sites de carottage
sédimentaire (LDB01 et LDBO04 ; extrait de Jacob et al., 2008a). B : Evolution de la susceptibilité magnétique
(indicateur de détritisme) dans la carotte LDB04 durant ’Holocéne et relations avec d’autres enregistrements

paléohydrologiques acquis dans les Alpes et le Jura (Debret et al., 2010).

Ces travaux montrent des phases d’intense détritisme (périodes correspondant aux zones
grisées) interprétées comme des épisodes de crues résultant de fortes précipitations a I'échelle
des Alpes. Ces épisodes sont cohérents avec I'évolution des niveaux des lacs dans les Alpes et le

Jura (Magny, 2004), ou les avancées des glaciers (Holzhauser et al., 2005).

L’ISTO a réalisé I'analyse moléculaire de deux carottes de sédiments (LDB01 et LDB04).
Dans ces sédiments, Jacob et al. (2008a, b ; Figure 21) ont détecté la présence de miliacine
(oléan-18-en-33-ol méthyle éther ; Figure 22), un triterpéne pentacyclique qui porte une fonction
méthyle éther en position 3, ou PTME pour Pentacyclic Triterpene Methyl Ether. Cette molécule
avait déja été détectée dans des sédiments d'un lac brésilien, associée a d'autres éthers
méthyliques de triterpénes pentacycliques (Jacob et al., 2005) dont les sources végétales sont

pour la plupart des graminées comme l'attestent les travaux des phytochimistes (voir Ohmoto et
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al., 1970 par exemple). Dans le cas du Lac du Bourget, la miliacine est le seul PTME détecté, ce
qui a conduit les auteurs a considérer que la source de miliacine dans les sédiments ne pouvait
provenir que d’'une plante synthétisant la miliacine, a I'exclusion de tout PTME. La comparaison
des producteurs exclusifs de miliacine recensés dans la littérature avec les plantes identifiées lors
de l'analyse carpologique du site de Grésine, situé sur les bords du Lac du Bourget (Bouby et
Billaud, 2001) permet d’identifier le millet commun (Panicum miliaceum) comme source la plus
probable de la miliacine des sédiments. Ces résultats sont confirmés par la mesure du 5'°C de la
miliacine qui indique que cette molécule a été produite par une plante avec un métabolisme en C4
(Jacob et al., 2009a), tel que le millet commun, une plante introduite (aucune plante en C4 ne

peuplait de maniere naturelle les Alpes a cette période).
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Figure 21 : Evolution des concentrations en miliacine dans les sédiments du lac du Bourget (Extrait de Jacob et

al., 2008).

Figure 22 : Structure de la miliacine (oléan-18-en-33-ol méthyle éther).
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La quantification de la miliacine a basse résolution dans la carotte LDB01 a permis les
conclusions suivantes : (1) les concentrations en miliacine ne dépendent pas du taux de
sédimentation, du détritisme ou de la teneur en matiére organique ; (2) la miliacine est détectée
dans les sédiments datés d’environ 1700 av. J.C., ce qui correspond a la date supposée
d’introduction du millet commun dans la région (Marinval, 1995). Jacob et al. (2009b) ont par
ailleurs montré que l'arrivée de cette nouvelle céréale dans la région s’était accompagnée de
nouvelle pratiques culturales qui ont significativement impacté I'érodabilité des sols ; (3) La chute
drastique des concentrations en miliacine a la transition entre 'age du Bronze et 'dge du Fer
(datée a 800 av. J.C.) coincide avec une péjoration climatique majeure qui se traduit par une
augmentation généralisée des niveaux lacustres dans les Alpes et le Jura (Magny, 2004) et
'abandon des cités lacustres de I'age du Bronze (dernier pieu daté par dendrochronologie a 806
av. J.C.). La conclusion déduite par Jacob et al. (2008) est que la culture du millet a cessé en 800
B.C. du fait de I'abandon des rives par les populations sous la contrainte d’un changement

climatique majeur.

Depuis ces résultats préliminaires, des analyses a plus haute résolution, et dans les deux
carottes (LDBO01 et LDB04) ont été réalisées dans le but de préciser I'évolution des concentrations
en miliacine dans les sédiments datés de I'dge du Bronze. De maniére surprenante, I'évolution des
concentrations en miliacine est remarquablement semblable dans les deux carottes pourtant
distantes de 4 km (Figure 23 ; J. Jacob, résultats non publiés), ce qui indique que I'enregistrement

vaut a I'échelle du bassin de sédimentation.

Entre 1700 et 800 av. J.C. les concentrations en miliacine fluctuent de maniére quasi-
périodique et montrent un maximum de concentration entre 900 et 800 av. J.C. Pour expliquer ces
variations, les auteurs favorisent des changements dans la quantité de millet cultivé autour du lac
du Bourget plutét que des variations dans le transport depuis son lieu de culture vers le sédiment
ou des problémes de conservation. L’hypothése actuellement en cours (Jacob, non publié) est que
les variations de concentration en millet traduisent des phases d’emprise et de déprise agricole
résultant de variations démographiques. Cette hypothése est appuyée par la comparaison avec la
densité des dates dendrochronologiques mesurées sur pieux et avec les données
démographiques issues de I'analyse des surfaces des sites archéologiques qui montrent, par
exemple, un maximum de population autour du lac sur la période 900-800 av. J.C (Figure 23 et

Billaud, non publié).

La raison de ces variations démographiques n’est pas élucidée mais la nature quasi-
périodique de I'évolution des concentrations en miliacine associée a des coincidences avec
'évolution des niveaux lacustres sur cette période (malheureusement a moindre résolution

temporelle) suggére un contréle climatique partiel (Figure 23).
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Figure 23 : Evolution des concentrations en miliacine durant I’dge du Bronze dans les carottes LDB01 et LDB04
et correspondance avec la densité de dates mesurées sur des pieux archéologiques et I’évolution des niveaux

lacustres (Jacob, non publié).

A T'heure actuelle aucun enregistrement ne permet de confirmer ou d’infirmer I'hypothése d’un

contréle climatique sur I'évolution démographique, ou du moins sur I'évolution des concentrations
en miliacine.

Le projet PalHydroMil repose sur la présence d’'une molécule provenant uniquement d’une
plante, a savoir la miliacine, comme biomarqueur du millet commun Panicum miliaceum (Jacob et
al., 2008). Ce cas rare d’association d’'un biomarqueur a une seule espéce de plante ouvre de
nouvelles perspectives, comme [I'établissement d'une quantification des changements

hydrologiques ayant eu lieu a 'dge du Bronze a partir du 8D de ce biomarqueur.

Le projet PalHydroMil se divise en quatre phases :

1 — Calibration : la culture de P. miliaceum en milieu contrélé, permettant de relier le 6D de

la miliacine avec des paramétres climatiques.

2 — Persistance : l'incubation de miliacine d'un 8D connu dans différentes conditions

dégradantes permettra de connaitre la robustesse du signal 8D miliacine.
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3 — Validation : par comparaison du 6D de la miliacine extraite de sédiments récents avec

les données instrumentales.

4 - Application : la miliacine a été quantifiée dans deux séries sédimentaires lacustres a
haute résolution. On espére ainsi pouvoir utiliser le 8D de la miliacine comme nouveau proxy
permettant de reconstituer des variations des paramétres hydrologiques au cours du temps, et de

les quantifier.

Ma thése a concerné principalement le point 1 et devait également prendre en charge le
point 4. Du fait de quantités trop faibles de miliacine dans les sédiments du Lac du Bourget, je n’ai
pu obtenir de résultats satisfaisants sur I'évolution du 8D de la miliacine au cours de I'age du
Bronze. J'ai donc essentiellement porté mon attention sur les aspects pertinence et calibration (cf.

infra).

Mon travail a également consisté en des développements méthodologiques qui sont décrits
dans le Chapitre Il (Méthodes). L’extraction de la miliacine (du sol ou des graines), sera tout
d’abord détaillée. S’ensuivra la description des biais pouvant étre induits par la séparation de la
miliacine. Enfin l'utilisation et le développement des méthodes exploitées pour la mesure du &D (et
du 8'°C) seront présentés avec, entre autres, des éléments fournis lors de la formation chez

ThermoFischer financée par le projet PalHydroMil.

Mon attention s’est donc ensuite surtout portée sur la pertinence de ce nouveau proxy,
selon différents aspects qui constituent le Chapitre Ill (Pertinence). (1) la miliacine est-elle un
marqueur univoque du millet commun P. miliaceum ? La miliacine a en effet été détectée par
certains auteurs dans des espéces potentiellement présentes sur le bassin versant du lac du
Bourget a [I'époque qui nous intéresse. (2) le 8D miliacine est-il spatiallement
pertinent/homogéene ? (3) Quelle est la variabilité temporelle du 8D miliacine en relation avec la
variabilité temporelle du 8D des eaux météoriques. (4) Comment est réalisée la transmission du
0D miliacine des plantes vers le sol ? (5) L’archivage du 8D miliacine dans différents sédiments

enregistrant les mémes phénomeénes est-il cohérent pour une méme période ?

Aprés cette phase de veérification de la pertinence de l'utilisation de ce proxy, j'ai voulu
comprendre les principaux paramétres pouvant affecter le 8D de la miliacine par une étude de
calibration (Chapitre IV, Calibration). Cette phase de calibration correspond a deux phases de
culture du millet commun P. miliaceum que nous avons réalisées dans le laboratoire BIOEMCO
dans 3 conditions hydrologiques différentes, avec des gradients de 3 paramétres : (1) le dD de
I'eau source, ou solution hydroponique dans notre cas ; (2) deux humidités relatives de 61 et 74% ;
(3) le stress hydrique aux racines, avec un gradient de Polyéthyléneglycol permettant des stress
de 0 a -10bars.
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Une fois cette partie close, je rappellerai les résultats majeurs de cette thése dans une

Conclusion et achéverai ce manuscrit par les Perspectives que laissent entrevoir ces travaux.
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CHAPITRE Il - METHODES

Comme cela a été repris dans la partie précédente, les changements environnementaux
affectant I'Holocéne sont, certes, significatifs, mais toutefois bien inférieurs en amplitude a ceux
subis par la Terre au cours des temps géologiques antérieurs. Aussi, certains changements
hydrologiques pourraient se signaler par des variations isotopiques de trés faible amplitude. Il est
donc nécessaire d’accorder une extréme rigueur afin de limiter les fractionnements isotopiques qui
pourraient survenir durant les étapes en amont de la mesure des compositions isotopiques, qu’il
s’agisse des mesures sur I'eau ou de la mesure du 8D sur molécules individuelles. Ces étapes
incluent les cultures en conditions contrdlées ou les préléevements en milieu naturel en fonction de
'origine des échantillons, la chaine de traitement que subissent ces échantillons (extraction,
séparations éventuelles, mesures...) mais aussi I'optimisation des méthodes d’analyse. La plupart
des matériels et appareils utilisés dans le cadre de ce travail sont décris dans les parties
suivantes. Je n’évoquerai ici que quelques points sur lesquels je me suis focalisé lors de mon

travail.

A. Fractionnement isotopique possible lors des différentes étapes de la vie de I’échantillon

1. Prélévements
En Sciences Naturelles, la qualité d’échantillonnage conditionne la qualité des résultats et

des interprétations qui pourront en étre obtenues. La miliacine que nous avons étudiée est une
molécule dans laquelle tous les hydrogénes sont liées de maniere covalente a des atomes de
carbone. Ces atomes d’hydrogéne sont donc réputés non-échangeables dans les conditions
naturelles régnant a la surface de la Terre. Il est donc raisonnable de penser que la qualité du
prélévement n’affectera pas le 8D miliacine. En revanche, nous avons été particulierement attentifs
lors du prélevement des matériels sur lesquels nous avons analysé la composition isotopique de
l'eau (matériel végétal et sol). En effet, la composition isotopique de l'eau est extrémement
sensible aux fractionnements isotopiques pouvant survenir lors de I'évaporation de I'eau. Aussi,
lors de la collecte des échantillons de sol ou d’eau, nous avons immédiatement abrité les
échantillons dans des flacons hérmétiques puis les avons congelés. La distillation de ces eaux est

décrite dans le Chapitre IV.

2. Fractionnements associés a I’extraction des lipides
L’extraction des sédiments du Lac du Bourget a été réalisée, aprés broyage, soit par un

mélange DCM:MeOH 9:1 sous ultrasons, soit via ce méme mélange par extraction automatique a
100° et sous pression au moyen d’'un ASE (Accelerator Solvent Extractor, DIONEX ; Jacob et al.,
2009). En revanche, 'extraction des graines a été réalisée, aprés broyage, par extraction manuelle

avec du DCM:Isopropanol 2:1. Nous avons voulu vérifier que ces différences de procédés
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d’extraction n’induisaient pas, I'un par rapport a l'autre, une extraction préférentielle d’'une miliacine

plus enrichie ou plus appauvrie en deutérium.

Pour ce faire, jai broyé finement 6 lots de 50 graines de millet. 3 lots ont été extraits
manuellement avec la procédure standard qui implique un mélange DCM:Isopropanol 2:1 d’un
volume équivalent a celui de la farine obtenue. Les 3 autres lots ont été extraits a 'ASE selon la
méme meéthode que pour les sédiments, avec toutefois ajout de sable de Fontainebleau pour

remplir les cellules d’extraction de 'ASE.

Moyenne isotopique analytique Moyenne isotopique méthodologique

-100

-110

B ASE
B MAN

-120

-po+—in
(gl

-130

-140

Figure 24 : 5D miliacine de graines de millet d’'un méme lot extrait & I’ASE et manuellement.

3. Fractionnements associés a la purification / séparation des lipides
Une fois I'extraction réalisée, I'extrait est séché sous azote (s’il a été extrait a 'ASE). Il

s’agit ensuite de fractionner cet extrait total afin d’obtenir des fractions relativement "propres" en
chromatographie, ce qui évite la coélution d’autres molécules avec la miliacine, source d’erreurs
analytiques. Les séparations utilisées au laboratoire pour le traitement des lipides sont de deux
types. Dans un premier temps, il s’agit de séparer I'extrait total en composés dits "neutres" des
composeés acides et polaires par extraction en phase solide sur de la silice greffée de groupements
aminopropyle qui ont la propriété de fixer les composés acides. Aprés reprise dans du
DCM:lIsopropanol 2:1, I'extrait total est déposé en téte de colonne, les composés neutres (parmi
lesquels la miliacine) sont élués avec un volume complémentaire de DCM:Isopropanol 2:1. Aprés
acidification du milieu grace a un mélange éther:acide formique 9:1 qui permet de décrocher les
acides de la phase stationnaire, les composés acides sont élués avec de I'éther. Les composés les

plus polaires sont finalement élués avec du méthanol.

La miliacine élue donc dans la fraction "neutres" qui comprend également des alcanes, des
composés aromatiques, des stérols, triterpénols, cétones... Afin d’éviter d’éventuelles coélution

lors de la séparation par chromatographie en phase gazeuse (cf. infra), il est nécessaire de
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fractionner a nouveau la fraction "neutres". Cette séparation par chromatographie d’affinité est
réalisée sur de la silice pure activée (24h a 100°) puis désactivée avec 5 % volume d’eau distillée.
L'utilisation de solvants et mélanges de solvants de polarité croissante permettra d’obtenir 8

fractions telles qu’indiquées dans le Tableau 2. La miliacine éluera avec la fraction contenant les

éthers.
Tableau 2 : Méthode de séparation de la fraction des neutres totaux.
Fraction Famille de molécules récupérées Eluant Quantité
Fraction 1 | hydrocarbures aliphatiques et cycliques Heptane 0,5ml de dépose +2ml
Fraction 2 | hydrocarbures aromatiques Heptane-toluéne (3:1) 1ml d'heptane puis +2ml
Fraction 3 | esters et éthers Heptane-toluéne (1:1) 2,5ml
Fraction 4 | cétones, Heptane acétate d'éthyl (95%) 2ml
Fraction 5 | alcools Heptane acétate d'éthyl (90%) 2ml
Fraction 6 | stérols et triterpénols Heptane acétate d'éthyl (85%) 2ml
Fraction 7 | stérols et triterpénols Heptane acétate d'éthyl (80%) 2ml
Fraction 8 | polaires Méthanol 3ml

Le deuxiéme facteur qui peut altérer les valeurs 6D de la miliacine est I'élution de la
molécule d’intérét dans différentes fractions lors de ces séparations. Or, il s’avére que lors d’une
chromatographie, un fractionnement isotopique peut survenir si la séparation est incompléte (une
molécule se distribuant dans deux fractions distinctes), suivant le principe qui sera décrit dans la
partie suivante (chromatographie gazeuse). C’est pourquoi il faut vérifier que la molécule d’intérét
n’a élué que dans une fraction, et le cas échéant, regrouper les fractions. Nous avons ainsi vérifié
la proportion de miliacine éluée au fur et a mesure d’'une élution par un mélange heptane:toluéne
1:1. Comme indiqué sur la Figure 25, la miliacine n’était pas totalement éluée avec les 2.5ml
suggérés dans la méthode utilisée au laboratoire. La totalité de la miliacine était obtenu pour 4ml

alors que les 90% étaient atteints pour 3.7ml d’heptane:toluéne 1:1 ; Figure 25.
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Figure 25 : Quantité de miliacine éluée en fonction de la quantité de solvant ajouté.

Nous corrigedmes ce biais en réduisant la hauteur de silice dans les colonnes ce qui permit
I'élution de la totalité de miliacine dans les 2.5ml. Les fractions 4 et 5 (contenant les cétones) et 6
et 7 (contenant les alcools) ont été regroupées. Une fois la miliacine purifiée dans une seule et
unique fraction, elle est quantifié¢e par GC-MS (aprés ajout de 5a-cholestane comme standard

interne) puis sa composition isotopique en hydrogéne est déterminée par GC-irMS.

Avant de détailler le développement de la méthodologie pour la mesure du 8D miliacine,
nous allons détailler la GC-irMS et les tests couramment effectués afin de vérifier la robustesse

des analyses 6D.
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B. Détermination des rapports isotopiques sur molécules individuelles

1. Fidélité, justesse et exactitude
Toute utilisation d’'un appareil nécessite de connaitre 3 de ses caractéristiques (Figure 26):

- la fidélité, c'est-a-dire la répétabilité d’un résultat, méme dans l'erreur,

- la justesse, qui est la capacité a avoir une moyenne donnant le bon résultat, mais avec

un écart entre les résultats importants,

- et enfin 'exactitude, qui correspond a la fidélité et a la justesse en méme temps.

Fidélité Justesse Exactitude

Figure 26 : Définition des parameétres Fidélité, Justesse et Exactitude.

2. Description de la GC-irMS
La GC-irMS (Figure 27) est un couplage entre un chromatographe en phase gazeuse (CPG

ou GC) et un spectrométre de masse pour mesurer les rapports isotopiques (irMS). Dans notre
cas, un passeur automatique est disposé en amont de la GC afin d’assurer la reproductibilité des
injections et de fonctionner en toute autonomie. Ensuite, un chromatographe en phase gazeuse
permet la séparation des composés organiques en fonction de leur masse et de leur polarité. En
fin de colonne chromatographique, les molécules sont thermiquement converties en gaz. Un
diluteur permet d’adapter la quantité de gaz de référence a la quantité de gaz produit par
I'échantillon. Enfin, le spectrométre de masse isotopique détermine les rapports de masse des gaz

issus de I'’échantillon ou de la référence.
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Passeur ou Autosampler (AS)

GC Isolink
irm-GC/MS

Chromatographe en phase gazeuse (CG ou GC)

Spectrométre de masse pour la mesure des ratio isotopiques
(irMS)

Figure 27 : Photographie d’une GC-irMS (source ThermoFisher).

Le détail du cheminement des composés est détaillé Figure 28. Le passeur préléve de 1 a
3ul de I'échantillon dilué dans un solvant. Le volume d’injection dépend de la concentration de
I'échantillon, de la quantité de solvant, du volume de la chambre d’injection et de la température de
la chambre d’injection. Lorsque I'on coinjecte un standard avec un échantillon, il n’est possible de
prendre qu’1ul de standard, 1ul d’air et 1ul de I'échantillon. Les 3pl sont la capacité maximale de la
chambre d’injection que nous utilisons. La température de cette chambre est fixée a 280°C. Une
fois injectées, les molécules qui constituent I'échantillon (+ le solvant d’injection) condensent en
téte de colonne chromatographique. Elles seront ensuite séparées dans la colonne
chromatographique en fonction de leur volatilité qui est conditionnée par leur masse et leur affinité
pour la phase stationnaire (silice gréfée le plus souvent), qui est dépendante de leur polarité. Au
fur et & mesure de la montée en température du four de chromatographie, les molécules vont

séquentiellement se volatiliser et étre charriées par de I'hélium, gaz vecteur (ou phase mobile).

En sortie de colonne chromatographique, chaque molécule (si la séparation est optimale)
sera convertie de maniére compléte (sans fractionnement isotopique, donc) en un gaz. Pour la
mesure des isotopes de I'hydrogéne, les composés sont convertis en H, dans un four de pyrolyse.
Pour la mesure des isotopes du carbone, les molécules sont converties en CO, dans un four
d’oxydation ou de combustion. Le gaz ainsi produit est transmis au spectrométre de masse sous

flux d’hélium.

Les gaz sont envoyés dans la source (détaillée en Figures 29 et 30) ionisés puis le faisceau
d’'ions sera dévié par un champ magnétique, en fonction de la masse des gaz CO, et H,.
Différentes coupelles récoltent les ions déviés. Deux pour I'hydrogéne, collectant les masses 2 et 3
de la molécule de dihydrogéne (HH et DH). En mode carbone, il y a trois coupelles collectant les
masses 44 (?C'°0™°0), 45 ("*C'®0"°0) et 46 (**C'0°0).

Les résultats des analyses sont exploités dans le logiciel ISODAT, sous forme de
chromatogrammes d’abondances des masses 2 et 3 ou 44, 45 et 46. Le logiciel pilote les
séquences d’analyse et le paramétrage des appareils ainsi que le retraitement des fichiers. En

particulier, le logiciel normalise les valeurs de 8D et de &'°C sur I'échelle V-SMOW ou V-PDB
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grace au gaz de référence dont les valeurs ont été calibrées par les standards dont les valeurs ont

été déterminées par ailleurs.

gaz vecteur
Injecteur Hélium

XTI

Spectrométre de masse pour les
mesures de ratios isotopiques
.

chromato graphique I

Figure 28 : Schéma simplifié d’un type de GC-irMS (adapté de Meier-Augenstein, 2004).

Figure 29 : Vue d’ensemble des constituants de la source (source : ThermoFisher).
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Figure 30 : Photos lors du démontage de la source (source : Blog PalHydroMil). A : Source avant démontage. B :
Vue extérieure de la partie inférieure de la source. C : Vue de 'intérieur de la source avant nettoyage avec les
piéces dirigeant le faisceau d’atomes. D : Piéces nécessitant un nettoyage.

3. Vérifications des conditions d’analyse
La vérification des conditions d’analyses est réalisée soit au moyen de standards

(molécules ou séries de molécules dont la composition isotopique a été déterminée hors-ligne) soit
au moyen de gaz de référence dont la composition isotopique est définie par rapport a celle

standards.

a) Gamme de linéarité — H3Factor
Le H3Factor sert a vérifier la linéarité des mesures 8D pour des amplitudes de signal

différentes. Il est déterminé en routine en injectant depuis le Conflo une quantité croissante de H,
dans la source. Cette linéarité permet de définir a la fois la fidélité des mesures en fonction d’'une
quantité croissante de gaz mais aussi la justesse puisqu'’il s’agit du méme gaz.

b) Test de répétabilité / Test de justesse
Le test de répétabilité consiste a vérifier la linéarité des mesures au cours du temps. Il faut

premiérement se trouver dans la gamme de linéarité, puis injecter le méme échantillon plusieurs

fois. C’est le rdle du HoZéro qui consiste en 8 pulses a la méme amplitude de gaz référence.
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4. Standards

a) Standards de Arndt Schimmelmann - Standard externe / interne
Si le gaz de référence est utile pour vérifier le bon fonctionnement du spectrométre de

masse au quotidien, il ne permet pas de s’assurer du bon fonctionnement des équipements en
amont (GC, interface de conversion thermique ; Figure 28). J'ai utilisé des molécules de référence
(dont la composition isotopique a été préalablement déterminée "off-line" - c'est-a-dire en EA-iIrMS)
par le fournisseur. Il s’agit d’'une série de 15 n-alkanes de n-Cis a n-Czy fournis par Arndt
Schimmelmann (Mélange B3, Indiana University). Les n-alcanes sont des composés lipidiques
couramment analysés dans le laboratoire et dont les procédés utilisés pour mesurer leur valeur
isotopique ne devraient pas plus les affecter que celles des composés triterpéniques. Les valeurs
0D de ces n-alcanes varient de -227,3 a -46,3 (Tableau 3).

Tableau 3 : 6D de chacun des n-alcanes du standard fournis par A. Schimmelmann.

n-alcane oD du composé
n-C16 -76,7£ 1,7
n-C17 -142,4 +1,7
n-C18 -53,8 + 2,1
n-C19 -118,0+ 2,0
n-C20 -52,6 + 0,8
n-C21 -214,7+2,0
n-C22 -62,8 +1,6
n-C23 -48,8+1,4
n-C24 -53,0+ 1,6
n-C25 -125,8+ 1,6
n-C26 -549+1,0
n-C27 -227,3+ 2,5
n-C28 -49,0+1,5
n-C29 -179,3+ 27
n-C30 -46,3 + 2,1

Le standard injecté seul est appelé standard externe. Il sert notamment a calibrer le gaz de
référence. Ce standard a été utilisé afin de déterminer la linéarité et la justesse de I'appareil en
fonction du nombre de carbone du composé. Les tests de linéarité sont exposés pour quatre n-
alcanes (n-Cq6, n-C47, n-Cys et n-Cyg) en Figures 31, 32, 33 et 34. Ces quatre n-alcanes sont
considérés représentatifs des onze autres. Les valeurs affichées dans les Figures 31 a 34 sont
déterminées en considérant le gaz référence a -200 + 3 %.. Cette différence est surtout di au fait
que la composition isotopique mesurée pour la population de pics de gaz référence avant
I'échantillon est plus appauvrie en D que la composition isotopique de la population des pics de
gaz référence aprés I'échantillon. On peut observer que pour un signal inférieur a 1000mV, la
fidélité et la justesse de I'appareil sont mauvaises avec une variabilité de prés de 40%o. V-SMOW
pour les n-Cq¢, n-C47, cette variabilité est Iégérement réduite pour les composés plus lourds (a

partir du n-Cys) a 30%o pour une intensité de 500mV. Les valeurs 8D obtenues pour une gamme
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inférieure @ 500mV ne sont donc pas répétables. Par contre, on peut observer pour tous les
composés un resserrement des écarts entre les valeurs pour des intensités supérieures a
1000mV. Ceci implique que pour optimiser les chances d’obtenir des valeurs justes avec un écart-
type faible, il faut injecter des quantités de molécules permettant d’obtenir une amplitude du signal
de la masse 2 supérieure a 1500mV. Lors de ma formation chez ThermoFisher, nous avons vu
qu’il fallait une amplitude de 1000mV pour valider les mesures, en accord avec nos tests, donc.
Pour conclure, ce test avec les n-alcanes vient de permettre d’identifier la gamme de fidélité de

'appareil. Elle apparait, pour les n-alcanes, a partir d'une amplitude de 1000mV.
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Figure 31 : 6D n-C16 (en %. V-SMOW) en fonction de la quantité de n-C16 injectée représentée par 'amplitude de
la masse 2 (en mV).
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Figure 32 : 8D n-C17 (en %. V-SMOW) en fonction de la quantité de n-C17 injectée représentée par 'amplitude de
la masse 2 (en mV).
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Figure 33 : 8D n-C25 (en %. V-SMOW) en fonction de la quantité de n-C25 injectée représentée par 'amplitude de
la masse 2 (en mV).
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Figure 34 : 3D n-C28 (en %. V-SMOW) en fonction de la quantité de n-C28 injectée représentée par I'amplitude de
la masse 2 (en mV).

On peut cependant remarquer que les valeurs ne sont pas exactes puisque la composition
isotopique du gaz de référence n’est pas réellement de -200%.. Maintenant que I'on connait le
seuil de fidélité pour les n-alcanes, les valeurs de 6D des n-alcanes serviront a calibrer la valeur
oD du gaz.

Dans notre cas, la pureté et 'abondance de la miliacine permettent de la co-injecter avec le
standard de Schimmelmann. Dans ce cas, ce standard sera appelé standard interne, non pas
dans le sens standard interne pour standard développé en interne, dans le laboratoire, mais
standard interne dans le sens standard injecté avec I'échantillon et qui, a l'intérieur de l'appareil,
subira des conditions rigoureusement identiques a notre échantillon. En se servant du standard de
Schimmelmann comme référence, on évite une propagation d’incertitude due a la calibration du

gaz par le standard de Schimmelmann.

b) « Standard » de miliacine et autres rapporteurs
Le standard de Schimmelmann a un codt certain. C’est pourquoi j'ai essayé de me servir

d'un échantillon de miliacine comme rapporteur. C'est-a-dire un standard caractérisé dans le
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laboratoire par rapport au standard de Schimmelmann et qui sera ensuite inséré dans la
séquence. |l permettra ainsi de savoir si I'appareil connait une dérive sans utiliser le standard
Schimmelmann. L’inconvénient est qu’il ne pourra étre utilisé comme standard interne, c'est-a-dire
injecté avec notre échantillon. Une alternative serait de mesurer ces valeurs par dilution
isotopique, c'est-a-dire qu’on mesure les valeurs 3Dmiliacine d’'un échantillon pauvre en miliacine
en y ajoutant de la miliacine dont le 6D est parfaitement connu. Une fois le 8D miliacine du

mélange obtenu, on peut retrouver le 6D miliacine de I'échantillon d’origine.

5. Echantillons
a) Linéarité du signal — test de quantité
De la méme fagon que pour le gaz H, et le standard de n-alcanes de Schimmelmann, un
test de fidélité et justesse a été réalisé pour la miliacine. Nous en avons conclu que pour avoir des
valeurs fidéles, il nous fallait étre dans une gamme d’amplitude comprise entre 700 et 2000mV
pour la masse 2 (Figure 35). Cependant, pour la justesse, il faut calculer le 8D miliacine a partir de

OD connu des n-alcanes de Schimmelmann.
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Figure 35 : 6D miliacine (calibrée en fonction des n-alcanes de Schimmelmann) (en %. V-SMOW) en fonction de
la quantité de miliacine injectée représentée par 'amplitude de la masse 2 (en mV).

Les valeurs 6D miliacine sont justes et fidéles lorsqu’elles sont calibrées en fonction du

standard de Schimmelmann et pour des amplitudes de 700mV ou plus de la masse 2.
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Figure 36 : Chromatogramme typique de la mesure 8D de la miliacine. Les points bleus représentent les 2 n-
alcanes sur lesquels la calibration des mesures a lieu. 12 autres n-alcanes sont utilisés pour le suivi temporel
des conditions d’analyse.

La Figure 36, illustre un chromatogramme-type lors de la détermination du 6D de la
miliacine. L’analyse est constituée de 7 pics de gaz référence, puis du standard interne avec les 15
pics correspondants aux 15 n-alcanes. Les pics identifiés par un point bleu sont ceux servant a
calibrer les mesures. Le n-C,g coélue avec le 5a-cholestane utilisé pour la quantification des
composés en GC-MS. Par conséquent, seuls les 12 autres n-alcanes sont utilisés pour vérifier les
conditions de I'appareil. L'analyse se termine avec le pic de la miliacine et enfin 4 pics de gaz
référence. Les pics de gaz référence sont conservés afin de permettre le suivi des 14 n-alcanes

dans le temps pour la fiche de suivi de I'appareil.

b) Justesse ou fidélité ?
Lorsque I'on a mesuré le 8D de la miliacine des plantes ou du sol de Méziéres, les

quantités en miliacine disponible permettaient largement d’assurer des mesures de qualité. Par
contre, pour mesurer le 6D de la miliacine retrouvée dans les sédiments, cette question devient
essentielle du fait de faibles quantités en miliacine qui n’ont, pour la plupart des échantillons, pas
permis de se retrouver dans la zone de fidélité de I'appareil, et donc d’obtenir des mesures fiables.
La justesse n'a pu étre améliorée en utilisant une quantité en miliacine de la méme intensité

comme référence.

6. Séquence
Comme décrit précédemment, afin de vérifier les conditions d’analyses, des standards,

H3factor et autres H,zéro sont intercalés entre les différents échantillons. C'est-a-dire pour vérifier
que les valeurs isotopiques du gaz référence n'ont pas dérivé De plus, pour éviter d’avoir des

valeurs dD miliacine conduites par les conditions analytiques, nous avons toujours séparé les

69



réplicats du méme échantillon (i.e. qu’ils ne sont jamais passés a la suite). Par ce biais, la justesse

est certes réduite, mais la fidélité des valeurs OD est meilleure.

Tableau 4 : Séquence type d’analyse en GC-irMS. Std : Standard de 15 n-alcanes ; Ech : échantillon. La lecture

se fait de gauche a droite puis de haut en bas.

H2Zéro H2Zéro H2Zéro H3factor
Std Std Std Std
Ech1 Ech2 Ech3 Ech4
Std Ech5 Ech6 Ech7
Ech8 Std Std H2Zéro
H2Zéro H2Zéro H3factor Std

Std Std Std Ech4
Ech3 Ech2 Ech1 Std
Ech8 Ech7 Ech6 Ech5
Std Std H2Zéro H2Zéro
H2Zéro

7. Méthodes analytiques
Les derniers tests réalisés sur cet appareil ont été les tests de méthode pour les appareils.

Différentes programmations du four GC ont été vérifiées afin de n’entrainer aucun fractionnement
lors de I'analyse. Il en ressort que le 8D des composés analysés est indépendant de la vitesse de
chauffe du four de GC. Le flux d’hélium peut varier de 1 a 1.4ml sans induire non plus un
quelconque impact sur le 8D. Et enfin, la température initiale du four GC n’impacte pas le 8D des

composeés (testé pour 40 et 60°C).

La formation que j'ai pu acquérir au centre ThermoFisher de Bremen m’a permis de voir
que nos méthodes de traitement des chromatogrammes étaient correctes (bruit de fond, méthode
automatique de détection des pics...). Cette formation m’a aussi fourni les bases pour la
maintenance de la source de la GC-irMS. Claude LeMilbeau m’ayant formé a I'entretien de la
partie GC.
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C. Chambres climatiques

Afin de simuler différentes conditions hydrologiques, j’ai réalisé des cultures de millet dans
des chambres climatiques au Laboratoire Bioemco. Ces chambres climatiques permettent le
contrdle de I'environnement de la plante en agissant sur différents facteurs tels que la température,
'humidité, l'intensité lumineuse .... En plus de contrdler ces facteurs, les chambres climatiques
autorisent une caractérisation des conditions environnementales tout au long de I'expérience grace
a la présence de capteurs (pour la température, 'humidité, pression atmosphérique...) qui

mesurent les conditions régnant pour les plantes (Figure 37).
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Figure 37 : Chambre climatique Rubic1 avec ses capteurs et les mesures données a un moment de la
culture.

La justesse des appareillages est controlée par I'affichage au cours du temps des valeurs
mesurées des parameétres en vis-a-vis des consignes. On peut d’ailleurs remarquer que lors des
switchs jour/nuit et nuit/jour, les valeurs données pour consigne sont atteintes aprés 30minutes
(Figure 38).
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Figure 38 : Température de I'air consignée et mesurée dans Rubic 1 au cours de la culture.

Les mémes types de graphiques ont été obtenus pour '’hygrométrie, I'éclairement, la
concentration en CO,, le débit de CO, et la surpression. En plus de ces valeurs, 'humidité est
contrélée via le point de rosée, c'est-a-dire la température de condensation de I'eau vapeur dans la
chambre. Les condensats sont ensuite récupéreés, ce qui donne la possibilité de connaitre le cycle
complet des isotopes de I'eau, puisque I'on peut déterminer ce qui entre dans le systéme via la
solution hydroponique et ce qui sort par les condensats. Les chambres climatiques sont
essentielles afin de contraindre I'environnement dans lequel les plantes croissent et de permettre

la calibration, mais cela requiert d’'importants moyens humains et financiers pour leur entretien.

72



CHAPITRE Ill - PERTINENCE

Avant de calibrer ce nouvel outil de reconstitution paléohydrologiques pour éventuellement
quantifier les variations hydrologiques qui sont survenues dans le bassin versant du lac du
Bourget, j’ai voulu tester la fiabilité de cet outil. Comme indiqué en introduction, la majeure partie
des études s’appuyant sur le 8D moléculaire se focalisent sur les n-alcanes, composés abondants
et ubiquistes dans les sédiments mais trés peu spécifiques, ce qui donne peu d’espoir de
quantification fine des variations des paramétres environnementaux. A l'inverse, la spécificité de la
miliacine des sédiments du Lac du Bourget vis-a-vis de P. miliaceum offre une opportunité unique

d’obtenir des enregistrements robustes des changements environnementaux.

Néanmoins, les sédiments lacustres intégrent 'ensemble des éléments produits dans le
bassin versant, dont les biomarqueurs moléculaires. Si le 8D de biomarqueurs moléculaires
préservés dans les sédiments lacustres est le reflet des conditions environnementales ayant régné
dans le bassin versant, alors il est essentiel de se poser un ensemble de questions, par ailleurs

également identifiées par Sachse et al. (2012) :

e Dans quels cas la miliacine peut-elle étre réellement considérée comme spécifique de

P. miliaceum ?
Le principal et premier postulat du projet PalHydroMil est que la miliacine détectée dans les
sédiments du lac du Bourget datés de I'age du Bronze est spécifique de P. miliaceum. C’est cette
premiére hypothése de spécificité que jai testé en analysant la distribution de la miliacine dans

différentes sources potentielles.

e Quelle est la variabilité du 8D de la miliacine dans des plantes se développant sur un
bassin versant ? Que représente-t-elle par rapport aux variations du 8D moléculaire
dans les archives ?

Pour répondre a cette question, j’ai mesuré le 8D miliacine de plants de millet cultivés dans

un champ a Méziéres-lez-Cléry (Loiret, France). J'ai ensuite comparé les écarts a la moyenne
observés dans ce champ aux variations temporelles décrites dans la littérature pour des

changements hydrologiques passés.

e Comment la plante, a travers la miliacine, enregistre-t-elle le 8D de 'eau météorique ?

Les plantes cultivées sur ce champ ont été échantillonnées sur quatre ans (2009, 2010,
2011, 2012) et les valeurs 8D miliacine de ces plants ont été comparées aux valeurs 8D des eaux
météoriques. Ceci afin de vérifier que les plantes enregistrent les variations annuelles du 8D des

eaux météoriques en conditions naturelles.
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e Quelle est la valeur du 8D de I'eau du sol utilisée par la plante ?

Nous avons profité du stage d'lUT (Génie Biologique Option Génie de I'environnement, de
Mars a Juillet 2011) de Manon Béchard que j'ai encadré pour prélever deux carottes de sol en
mars 2011 afin de mesurer les valeurs isotopiques de I'eau contenue dans le sol et ainsi observer

la variabilité spatiale, horizontale et verticale, des valeurs isotopiques de I'eau du sol.

e Comment la variabilité des 8D de la miliacine observée dans les plantes du champ est-

elle transférée au sol ?

Dans le cadre de son stage, Manon Béchard a mesuré la moyenne et la variabilité des
valeurs de 8D de la miliacine préservée dans le sol champ dans lequel I'étude de variabilité au
sein des plants a été réalisée. Il ne s’agissait pas de comprendre les effets liés au transport
complet source (plante) -> archive (sédiment), mais de la premiére étape de ce transport, de la
plante au sol. L’objectif est d’identifier un éventuel décalage entre les valeurs de dD de la miliacine
de la plante et celui de la miliacine du sol, et d’en rechercher d’éventuelles causes, dans I'esprit de
ce qui a été réalisé dans une étude précédente (Chikaraishi et Narakoa, 2006). C'est-a-dire vérifier

si une dégradation de la miliacine avait lieu lors de son archivage dans les sols.

e Dans quelle mesure le 8D de la miliacine est-il archivé de maniére homogéne dans des

sédiments de deux sites distincts et pourtant représentatifs du méme bassin versant ?

Je comparerai les rares valeurs de dD de la miliacine obtenues sur la carotte LDB04 forée
au centre du Lac du Bourget avec les valeurs de 6D de la miliacine qui ont été mesurées dans une
carotte prélevée dans un fumier du site archéologique de Chatillon/Chindrieux, daté de I'adge du

Bronze,

Cette partie, indispensable pour connaitre les limites de I'utilisation du 8D miliacine comme
indicateur des variations hydrologiques, nous permettra d’envisager ou non la calibration du
oD de la miliacine afin de disposer d’'un indicateur robuste des conditions hydrologiques

dans lesquelles Panicum miliaceum se développait.
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A. Spécificité de la miliacine comme traceur de Panicum miliaceum

Cette partie constitue un article publié dans Organic Geochemistry : Bossard, N., Jacob, J.,
LeMilbeau, C., Sauze, J., Terwilliger, V., Poissonnier, B., Vergés, E. Distribution of miliacin (olean-
18-en-3B-ol methyl ether) and related compounds in broomcorn millet (Panicum miliaceum) and
other reputed sources: Implications for the use of sedimentary miliacin as a tracer of millet.
Octobre 2013, Vol. 63, pp 48 — 65.

1. Résumé en frangais
L'utilisation de la miliacine (olean-18en-3B-ol methyl ether) comme traceur univoque de

I'histoire de la culture de Panicum miliaceum (millet commun) est dépendante de sa réelle
spécificité a cette plante. La synthése de miliacine a en effet aussi été décrite chez d’autres
espéeces de millets du genre Panicum, mais aussi dans le genre Setaria (millet italien ou millet des
oiseaux), ce qui pourrait induire des limites dans l'interprétation de la présence de miliacine dans
les sédiments. Nous avons étudié la concentration de la miliacine dans différentes variétés de P.
miliaceum, ainsi que dans différentes espéces de Panicum et Penissetum, dans Setaria italica
(espéces anciennement cultivées dont les graines sont conservées dans divers instituts) et dans
Chaetomium olivaceum. L’analyse de différents organes de P. miliaceum montre que la miliacine
est concentrée dans la graine, tout en étant absente des glumes et glumelles et des racines, mais
cependant présentes dans de faibles quantités dans les feuilles et les tiges. Une importante et
identique concentration de miliacine a été retrouvée dans des graines de P. miliaceum ayant été
cultivé dans un champ, dans des chambres climatiques ou ayant poussé comme plantes
adventices dans des champs. La miliacine a été retrouvée pour quelques espéces de Pennisetum
mais pas dans Setaria italica. Aprés trois semaines de mise en culture de C. olivaceum, ce
champignon et son milieu de culture n'ont pas montré la présence de miliacine. Ayant exclu
Setaria italica et Chaetomium olivaceum comme contributeurs potentiels de miliacine, ayant
montré la forte concentration en miliacine dans les graines de P. miliaceum, et considérant la forte
biomasse que représente cette plante lorsqu’elle est cultivée, nous avons renforcé I'’hypothése
selon laquelle la miliacine sédimentaire peut étre utilisée, dans certains contextes, comme traceur

de la culture du millet commun P. miliaceum.

2. Abstract
Using sedimentary miliacin (olean-18-en-3b-ol methyl ether) as a molecular tracer of the

history of Panicum miliaceum (broomcorn millet) cultivation depends upon broomcorn millet being

sedimentary miliacin’s dominant source. It also requires knowledge of the variability in miliacin
concentration in broomcorn millet. Finally, it is affected by the presence of other pentacyclic
triterpene methyl ethers (PTMEs) that may exist in conjunction with miliacin in other sources but

not in broomcorn millet.
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Miliacin biosynthesis has been proposed for other Panicum species, Setaria italica (ltalian
or foxtail millet), Pennisetum sp. and Chaetomium olivaceum (an olive green mold). We found
miliacin concentration in seeds of different varieties of P. miliaceum to be similarly high (with trace
amounts of B- and a-amyrin methyl ethers). It was absent from hulls and roots, and nominally
present in leaves and stems. The transfer of miliacin from plant to sediments is therefore mostly
from seeds. It was abundant (often with larger amounts of b- and a-amyrin methyl ethers) in all
other Panicum species studied, but only in some species of the genus Pennisetum and was absent
from S. italica. Neither C. olivaceum nor its growth medium (rice) showed any trace of miliacin. Our
results, with miliacin absent from S. italica and C. olivaceum, its high concentration in the seed of
P. miliaceum relative to other PTMEs and to other grasses and, considering the high biomass that
cultivated broomcorn millet has relative to other potential plant sources, support the use of

sedimentary records of miliacin in some contexts to track past millet agricultural dynamics.

3. Introduction
Molecular biomarkers archived in geological materials such as sediments are preserved or

modified compounds whose source is restricted to a limited number of taxa. Temporal records of
such compounds can provide information about the history of the source organisms. The
combination of advances in understanding the distributions of given phytochemicals within
organisms and of evolutionary trends in biosynthesis provides key information for identifying new
biomarkers that can help discern past trends in vegetation. C-3 oxygenated pentacyclic triterpenes
are such compounds. Their potential use in medicine (Das and Mahato, 1983; Mors et al., 2000;
Lin et al., 2003; Siddique and Saleem, 2011) motivated phytochemical studies that have increased
understanding of their distributions in plants (Xu et al., 2004). Although compounds such as lupeol,
and B- and a-amyrin are found in most angiosperms (i.e. Das and Mahato, 1983), several
pentacyclic triterpenes bearing original functional groups can be more taxon specific. Examples
from multiple sedimentary sources (Jacob et al., 2005; Oyo-lta et al., 2010) include those having
an acetate function at C-3, that are restricted predominantly to Asteraceae (Lavrieux et al., 2011),
and those bearing a methyl ether (ME) function at C-3 that are constrained to Poaceae (Ohmoto et
al., 1970a).
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B-amyrin ME / Isosawamilletin
olean-12-en-3-ol ME a-amyrin ME / Urs-12-en-3-ol ME Miliacin Friedelin

B-amyrin / Olean-12-en-3-ol a-amyrin / Urs-12-en-3-ol  Germanicol / Olean-18-en-3B3-ol  Glut-5-en-3f-ol

Figure 39 : Structure of compounds discussed in the text.

The ideal biomarker has a structure unique to a one species source. In practice, a useful
biomarker has an overwhelmingly dominant source in a given environmental context. This is what
we hypothesized when miliacin (olean-18-en-33-ol methyl ether; Fig. 1) was detected in sediments
from Lake Bourget in the French Alps. Coupling of a carpological inventory of a Bronze Age
settlement on the lake shore with a literature search of the taxonomic occurrence of miliacin (with
the exception of any other PTME) led Jacob et al. (2008a) to propose that Panicum miliaceum
(broomcorn millet) was the only source of the compound in these sediments. The hypothesis was
supported by 8'°C measurements demonstrating that, although miliacin can be produced by C4 and
C; plants, the compound in Lake le Bourget sediments was exclusively of C, origin (Jacob et al.,
2008b) and P. miliaceum was the only C, plant likely to have produced that isotopic signal.
Because miliacin is resistant to degradation, changes in its content in sediments were then used to
infer when millet cultivation began and subsequent fluctuation in its production in the catchment
(Jacob et al., 2009). Since these pioneering studies, miliacin has also been detected in sediments
from other lakes (Simonneau et al.,, 2013) and in paleosols (Motuzaite-Matuzeviciute et al., in

press) where it was interpreted as a tracer of former millet cultivation.

The presence of a high concentration of miliacin in P. miliaceum has long been known (lto,
1934; Abe, 1960). However, it is not unique to P. miliaceum. Its pharmaceutical potential and role
as an anti-microbial/anti-fungal agent led to a search for its presence in other plant species
(Panfilova et al., 2003, 2006; Hoeller Obrigkeit et al., 2006; Zheleznova et al., 2007). Most reputed
miliacin producers are also of the Poaceae family, including Eragrostis ferruginea, Miscanthus
floridulus, Panicum dichotomiflorum, Paspalum dilatatum, Microstegium vimineum, Syntherisma
sanguinalis, Glyceria acutiflora (Ohmoto et al., 1970a), several Chionochloa spp. (Connor and
Purdie (1976, 1981) and, most recently, Setaria italia (Lu et al., 2009). Of these, only S. italica
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(foxtail or Italian millet) was abundantly cultivated by Bronze Age populations around Lake Bourget
(Bouby and Billaud, 2001), so it is the only species likely to confound an interpretation of the
agricultural history of P. miliaceum from the sedimentary record of miliacin there. Consequently, if
S. italica were to synthesize significant quantities of miliacin, this biomarker could only be used as
a general tracer of the two millets (broomcorn and foxtail) in the Lake Bourget area. Finally, in one
study (Smetanina et al., 2001, cited also by Volkman, 2005 and Lebar et al., 2007) miliacin was
detected in Chaetomium olivaceum, a fungus that can develop on cereal seeds and in sediments.
If C. olivaceum could synthesize miliacin in sufficient quantities, then the use of miliacin as a

biomarker would be questionable in many situations.

One objective of this study was to explore the occurrence of miliacin in P. miliaceum and
related plants (e.g. Setaria sp., Pennisetum sp., Panicum sp.) of significance to archaeological
contexts such as those surrounding Lake le Bourget. We also examined the distribution of miliacin
in the different organs of P. miliaceum in order to identify the biomass that could be responsible for
its dissemination in soils and sediments. Because the hypothesis of Jacob et al. (2008a,c),
proposing miliacin as a tracer of P. miliaceum,relies on the absence of other PTMEs from the
sediment [only miliacin was detected in P. miliaceum by Ito (1934) and Ohmoto et al. (1970a,b)],
we also screened all the sources analyzed for other PTMEs. In addition, we reproduced the
experiment of Smetanina et al. (2001) in order to test their finding of miliacin in C. olivaceum.
Finally, we evaluate the transfer of miliacin and other pentacyclic triterpenes from plant to soil in a
field cultivated for broomcorn millet, discuss eventual transformations that could affect miliacin and
other PTMEs during early diagenesis and, in the light of the results, provide guidelines for using

sedimentary miliacin as a tracer of P. miliaceum cultivation.

4. Materials and methods

a) Plant, seed and soil collection

The list of samples is given in Table 1 for P. miliaceum and in Table 2 for other species. P.
miliaceum seeds of the “sunrise” subspecies were collected from 76 plants at maturity from a
cultivated field in Méziéres-lez-Cléry, France (Bossard et al., 2011). For two of them, leaves, roots
and stems were also analyzed. From the same field, we collected 20 top soil (0—2 cm) samples. P.
miliaceum subsp. ruderal seeds were collected from plants in the Vendée region of France, some
being described by Poissonnier (1994). These plants are considered to originate from formerly
cultivated millet that survives today as an adventive weed. Seeds from the “sunrise” strain and
from a variety with black seeds collected at Saint Hilaire la Forét (France; Table 1) were allowed to
germinate and were then grown in a greenhouse at the BioEMCo laboratory (Thiverval-Grignon,
France). Leaves, roots and seeds of the “sunrise” strain and seeds of the variety with black seeds
from Saint Hilaire la Forét were collected at maturity. Several Panicum spp. and Pennisetum spp.
seeds were acquired from the Kew Seed Database (http://www.kew.org — Table 2). We report only

the presence or absence of specific pentacyclic triterpenes in the Kew samples as their abundance
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was too small to permit quantification of concentration. S. italica seeds from 2 different varieties

were purchased from a local pet shop.

b) Cultivation of C. olivaceum

The C. olivaceum strain was provided by the French Museum of Natural History and
isolated from immersed wood. Cultivation followed the protocol described by Smetanina et al.
(2001). Briefly, it was grown in a 500 ml flask at room temperature for 3 weeks on a medium
consisting of Oriza sativa (rice) seeds (commercial) and water with the following proportions (g):
sodium tartrate, 0.01; rice, 20; KH2PO4, 0.01; sea water, 40. The only difference from the protocol
of Smetanina et al. (2001) was that they used yeast extract and we did not since enzymes in yeast
extracts could biotransform pentacyclic triterpenes (Bastos et al., 2007; Muffler et al., 2011). The
possibility that yeast and not C. olivaceum resulted in miliacin being present in their experiment but
not ours cannot be discounted. Smetanina et al. (2001) did not mention whether seeds or leaves of
Oryza sativa were used as a substrate for their experiment. We assumed that Smetanina et al.
(2001) used seeds and not leaves as a substrate for the following reasons. First, 20 g of leaves
would not readily fit into a 500 ml flask. Second, seeds have the highest sugar content and can

thus produce the greatest quantity of fungi.

¢) Lipid extraction and purification

Each of the following parts of P. miliaceum subsp. sunrise was analyzed separately: seeds,
hulls (lemmas, paleas and glumes), leaves and stems. The seed (bran, endosperm and embryo)
was the only plant part analyzed for the other taxa. Plant material and soil material were dried at 40
°C in an oven and ground to powder with a mortar and pestle. C. olivaceum (C.0) was manually
separated from the rice on which it developed (rice-C.0). C.o, rice-C.o and a control consisting of
untreated rice were dried for 48 h in an oven at 40 °C and ground to powder. Lipids were
ultrasonically extracted (3 times) with dichloromethane (DCM):isopropanol (2:1) and the extracts
combined. The total lipid extract was separated into neutral, acidic and polar fractions on a Pasteur
pipette filled with aminopropyl bonded silica. The neutral fraction was collected after elution with

DCM:isopropanol 2:1.

For plant material, the neutral fraction was separated using flash chromatography on silica
(activated at 120 °C for 24 h, then deactivated with H20 at 5% by wt.) into aliphatic and aromatic
hydrocarbons, ethers, esters and ketones, and alcohols by sequential elution with solvent of
increasing polarity as described by Jacob et al. (2008b). All fractions were dried under a stream of
N2 and stored at -18 °C until analysis using gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS).
5a-Cholestane was added as internal standard prior to GC-MS, for quantification purposes. The
fraction  that contained sterols and  triterpenols was  silylated  with  N,O
bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide in pyridine. For soil samples, the neutral fraction was not

separated and was not derivatised prior to GC-MS.
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d) Lipid identification and quantification

Lipids were assigned and quantified using GC-MS with a Trace GC Ultra gas chromatograph
coupled to a TSQ Quantum XLS mass spectrometer equipped with an AS 3000 autosampler (both
Thermo-Scientific, Bremen, Germany). The GC instrument was fitted with a TG-5 MS column (60
m, 0.25 mm id., 0.25 Im film thickness; Thermo, Bellefonte, PA, USA). The temperature
programme was: 40 °C (1 min) to 120 °C at 30 °C min™ and then to 300 °C (held 70 min) at 3 °C
min’11. The sample was dissolved in toluene and 2 Il were injected in splitless mode at 280 °C.
The carrier gas was He at 1.0 ml min™. The mass spectrometer was operated in the electron
ionization (El) mode at 70 eV and scanned from m/z 50 to 600. Compounds were identified on the
basis of their mass spectral data, and, when available (miliacin, olean-12-en-33-ol ME, urs-12-en-
3B-ol ME, germanicol), by comparison with authentic standards. Key mass spectral data are

provided in Table 1.
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Tableau 5 : Concentration (ug g-1) of pentacyclic triterpenes in parts of Panicum miliaceum (n.d., not detected).
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a
Sunrise Méziéres-lez-Cléry, France Leaves | 2010 7.5 n.d. n.d. 111.2 2.6 71 30.5 2.2
Sunrise Mézieres-lez-Cléry, France Roots | 2010 23.9 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Sunrise Mézieres-lez-Cléry, France Seeds | 2010 306 3.2 4.2 11 6.9 4.1 6.2 2.8
Sunrise Mézieres-lez-Cléry, France Stems | 2010 171 1.8 2.9 n.d. 7.2 5.3 8.3 n.d.
Sunrise Mézieres-lez-Cléry, France Glume | 2010 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Sunrise Greenhouse / Bioemco® Seeds | 2011 424 4.5 5.7 41.2 n.d. n.d. n.d. n.d.
§ Sunrise Greenhouse / Bioemco® Roots | 2011 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
[ Black seeds” St Hilaire la Forét, France Seeds | 1990 399 n.d. n.d. 171 n.d. n.d. 0.9 n.d.
£ Black seeds® St Hilaire la Forét, France” Seeds | 2011 413 n.d. n.d. 40.7 n.d. n.d. n.d. n.d.
g Yellow seeds® St Hilaire la Forét, France Seeds | 1990 368 n.d. n.d. 26.2 1.9 0.2 0.9 n.d.
§ Black seeds® St Vincent sur Graon, France | Seeds | 1991 448 n.d. n.d. 12.3 n.d. n.d. 1.6 n.d.
§ A° CAIRN® Seeds | 1990 323 n.d. n.d. 23.8 n.d. n.d. 1.2 n.d.
& B° CAIRN® Seeds | 1990 436 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C1°Small spiklets CAIRN? Seeds | 1991 408 n.d. n.d. 20.7 n.d. n.d. n.d. n.d.
c2° CAIRN’ Seeds | 1992 476 n.d. n.d. 21.6 n.d. n.d. 0.5 n.d.
- Bougon, France Seeds | 2004 372 n.d. n.d. 11.2 n.d. n.d. 0.8 n.d.
- Aubigny, Le Baillargeau, Seeds | 2006 331 n.d. n.d. 4.7 n.d. n.d. 1.3 n.d.
- La Fembretiére, France Seeds | 2006 302 n.d. n.d. 13.8 n.d. n.d. 1.0 n.d.
- Aubigny, La Livraie, France Seeds | 2006 297 n.d. n.d. 5.5 n.d. n.d. 1.3 n.d.

2 Seeds from Méziéres-lez-Cléry grown in a greenhouse at Bioemco; ® Seeds from St Hilaire la Forét grown in a greenhouse at Bioemco; ° for a description, see
Poissonnier (1994); ¢ Centre Archéologique d'Initiation et de Recherche sur le Néolithique, St Hilaire la Forét, France.
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5. Results and discussion

a) Miliacin and other pentacyclic triterpenes in P. miliaceum

We screened for pentacyclic triterpenes in different organs of P. miliaceum var. sunrise in
order to identify the plant parts most susceptible for contributing for miliacin to the soil or sediment.
Table 5 summarizes the distribution of pentacyclic triterpenes in the different samples of P.
miliaceum. Structures are depicted in Fig. 39. The ether/ester/ketone fraction of the seed extract
afforded miliacin as the most abundant compound, with minor amounts of b-amyrin ME
(isosawamilletin or olean-12-en-3p-ol ME), a-amyrin ME (urs-12-en-33-ol ME; Fig. 39) and friedelin
(friedelan- 3-one; D:A-friedo-olean-3-one). Apart from phytosterols and n-alcohols that are not
discussed further, the alcohol fraction contained (Figs. 39) several triterpenols: a-amyrin (urs-12-
en-3p-ol), B-amyrin (olean-12-en-3p3-ol), germanicol (olean-18-en-3B-ol) and glutinol (glut-5-en-3p3-

ol; D:B-friedo-olean-5-en-33-0l).
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Figure 40 : Distribution of pentacyclic triterpenes and other compounds on the partial chromatograms of the (a)
ethe/ester and ketone, and (b) alcohol fractions of lipids extracted from seeds of Panicum miliaceum var.
sunrise collected from the field at Méziéres-lez-Cléry (France). 1, B-amyrin ME; 2, miliacin; 3, a-amyrin ME; 4,
friedelin; 5, cholesterol; 6, ergostenol; 7, stigmastadienol; 8, B-amyrin; 9, germanicol; 10, glutinol; 11, a-amyrin;

n-Cy, alcohols.

Miliacin was detected in the roots, stems, leaves and seeds of P. miliaceum var. sunrise grown
in the field. The concentration, averaging 306 pg.g™ in the seeds, was far higher than in leaves (7.5

ug.g”), roots (23.9 pg.g™”) or stems (171 ug.g™). If the weight of each organ relative to the total
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plant biomass is considered, seeds constituted by far the main contributor. This high abundance in
the seeds is in agreement with results of the first detection of miliacin in P. miliaceum (lto, 1934).
Although Ito (1934) did not specify which organs he analyzed, the weight of material used (133.8
kg) suggests that he analyzed seeds, in which case the miliacin concentration of 270 pg.g™ seeds
found by him is very close to that determined for millet seeds from Méziéres-lez-Cléry (306 pg.g™;
Table 5). Since pentacyclic triterpenes are reputed to be anti-microbial compounds, the
exceptionally high concentration of miliacin could explain the high preservation potential of P.

miliaceum seeds known since antiquity (Varro, De Re Rustica).

Our results (Table 5) indicate that miliacin was not present in the hull but only in the seed
(albumen and embryo). Its absence from millet hull (i.e. glumes and lemma) contradicts previous
results that erroneously reporteded it in millet hull due to incomplete separation between fruit and
glumes/lemma before extraction (Jacob et al., 2008c¢). Its presumed presence in millet hull led us
to propose eolian transport to the sediment after winnowing and threshing of millet seeds (Jacob et
al., 2008c). In the light of the new results, and considering that seeds are the major miliacin
contributing organ in P. miliaceum, a high level of miliacin in Lake le Bourget sediments could
result from its transportation via consumption by people (or animals). A lower level could be
interpreted as a geochemical background resulting from runoff from soils formerly cultivated for

millet.

The low concentration in leaves and stems may be because the compound is synthesized in
the leaves but then translocated to the seeds through the stems. We also found it in the roots of
millet cultivated in the open field but not in the roots of plants grown in a controlled environment
chamber (Table 6). At Méziéres-lez-Cléry, we found a significant level in the soil in which P.
miliaceum grew (see above), probably due to seeds falling onto the soil during years of cultivation
(Bossard, unpublished results). In contrast, we did not detect any in a hydroponic solution on which
millet was grown in controlled environment chambers. Therefore, roots of plants sampled in the

open field were likely contaminated by miliacin already present in the soil (see above).

The presence of friedelin, germanicol, a-amyrin, b-amyrin and glutinol in the leaves of P.
miliaceum (Table 6) is consistent with findings for millet leaf wax (Tulloch, 1981). Tulloch (1981)
did not detect miliacin, B-amyrin ME or a-amyrin ME in leaf wax, in agreement with our findings, of
little to none of them in tissue other than seeds. We found the distribution of friedelin to differ from
that of miliacin since it was 10x more concentrated in leaves (111.2 ug.g™') than in seeds (11 pg.g
'). The ratio of friedelin to miliacin reached 14.8 in leaves whereas it was only of 0.036 in the seeds
of the samples collected from the Mézieres-lez-Cléry field. Germanicol, similar in structure to
miliacin, was more abundant than - and a-amyrins or glutinol in leaves, stems and seeds of P.
miliaceum and was more abundant in leaves than in seeds; a-amyrin, f-amyrin and glutinol

concentrations did not differ between seeds and leaves.
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Tableau 6: Concentration (ug g'1) of pentacyclic triterpenes in P mili (n.d., not detected).
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var. sunrise Mézieres-lez-Cléry Leaves | 2010 7.5 n.d. n.d. 111. | 2.6 71 30.5 22

var. sunrise Mézieres-lez-Cléry Roots | 2010 23.9 n.d. nd. | nd. n.d. n.d. n.d. n.d.

var. sunrise Mézieres-lez-Cléry Seeds | 2010 306 3.2 4.2 11 6.9 4.1 6.2 2.8

var. sunrise Mézieres-lez-Cléry Stems | 2010 171 1.8 29 n.d. 7.2 5.3 8.3 n.d.

var. sunrise Mézieres-lez-Cléry Glume | 2010 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

var. sunrise Greenhouse / Bioemco* Seeds | 2011 424.5 4.5 5.7 412 | nd. n.d. n.d. n.d.

var. sunrise Greenhouse / Bioemco* Roots 2011 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

§ Black seeds (1)*** St Hilaire la Forét, France Seeds | 1990 399.1 n.d. n.d. 171 n.d. n.d. 0.9 n.d.

_§ Black seeds (1)*** St Hilaire la Forét, France ** Seeds | 2011 412.7 n.d. nd. | 40.7 | n.d. n.d. n.d. n.d.

€ Yellow seeds (2)*** St Hilaire la Forét, France Seeds | 1990 368.4 n.d. n.d. 26.2 |19 0.2 0.9 n.d.

g Black seeds (3)*** St Vincent sur Graon, France Seeds | 1991 448.4 n.d. n.d. 12.3 | nd. n.d. 1.6 n.d.

'g A (5) ™ CAIRN Seeds | 1990 323.3 n.d. nd. | 238 | nd. n.d. 1.2 n.d.

< B (6)*** CAIRN Seeds | 1990 436.2 n.d. nd. | nd. n.d. n.d. n.d. n.d.

C1 (4) ***Small spiklets | CAIRN Seeds | 1991 408.1 n.d. n.d. 20.7 | nd. n.d. n.d. n.d.

C2 (7)*** CAIRN Seeds | 1992 476.0 n.d. nd. | 216 | nd. n.d. 0.5 n.d.

- Bougon, France Seeds | 2004 371.7 n.d. n.d. 11.2 | nd. n.d. 0.8 n.d.

- Aubigny, Le Baillargeau, | Seeds | 2006 330.9 n.d. nd. |47 n.d. n.d. 1.3 n.d.

- La Fembretiére, France Seeds | 2006 301.6 n.d. n.d. 13.8 | n.d. n.d. 1.0 n.d.

- Aubigny, La Livraie, France Seeds | 2006 296.6 n.d. nd. |55 n.d. n.d. 1.3 n.d.

* Seeds from Méziéres-lez-Cléry were grown in a greenhouse at Bioemco.

** Seeds from St Hilaire la Forét were grown in a greenhouse at Bioemco.

*** See Poissonnier (1994).
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b) Variation in miliacin and other PTMEs among P. miliaceum

varieties

Because the strains of P. miliaceum evidently differed from those cultivated during ancient times,
we explored the variability in the distribution of miliacin and other PTMEs in several strains of P. miliaceum.
The distributions of pentacyclic triterpenes in seeds of P. miliaceum var. sunrise collected from the open
field were similar to those of the same variety cultivated in controlled-environment chambers and to those
of all the P. miliaceum taxa (Table 1). Miliacin was, by far, the most abundant pentacyclic triterpene in any
sample, ranging from 296 to 476 pg.g”" . This accounts not only for the variety presently cultivated in an
open field but also for the same variety cultivated in a climate chamber or for the ruderal varieties thought
to be derived from millet cultivated in ancient times (Poissonnier, 1994). Therefore, the very high
abundance of miliacin in P. miliaceum did not appear to be dependent on cultivation conditions or affected
by the strain/degree of selection. Although a similar concentration of miliacin was found in all P. miliaceum
seed samples, some of the other pentacyclic triterpene MEss (B-amyrin ME and a-amyrin ME) were only
detected in the sunrise variety and hardly reached 1% of miliacin concentration. Considering this variability
within P. miliaceum varieties, we cannot support the conclusion by Lu et al. (2009) that millet species (i.e.
foxtail and broomcorn millet) can be distinguished on the basis of their respective abundance of miliacin, -
amyrin ME and a-amyrin ME. In addition, chemical and geochemical transformations could slightly affect
the proportions of A12 and A18 oleanene-type pentacyclic triterpenes (Rullkotter et al., 1994), reinforcing
the idea that caution must be taken when interpreting subtle differences in the proportion of these
compounds (Tableau 6). The second most abundant pentacyclic triterpene was friedelin, the concentration
of which varied from 5 to 40 pg.g™. Scarce data for other compounds could result from detection limits or

to the size of seed, which could be related to maturity at harvest (Hunt et al., 2011).

¢) Miliacin and other pentacyclic triterpenes in Panicum spp.

Miliacin We explored whether or not the distribution of miliacin and other compounds found
in P. miliaceum is a common trait for other species of the Panicum genus. Miliacin was detected in
each Panicum species (Table 6), even those for which we had a very small amount of seeds. Seed
sample size also had no apparent effect on the detection of other compounds. For example, B-
amyrin ME, a-amyrin ME and friedelin were detected in P. humile but were absent from P. halii, for

which we extracted 10x the weight of P. humile.

The widespread occurrence of miliacin among our Panicum species is in agreement with
the report of its occurrence in P. dichotomiflorum (in culms and blades; Ohmoto et al., 1970b) and
implies that it is very common in the Panicum genus. Although the fraction containing miliacin was
not explored and his study focussed on leaf waxes, Tulloch (1981) found germanicol in P.
texanum. Considering the genetic relationship between miliacin and germanicol and that we

always detected germanicol together with miliacin (Tables 5 and 6), miliacin is probably present in
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P. texanum. Concerning other triterpenoids, B-amyrin ME and a-amyrin ME were found in six and
five species respectively among the eleven analyzed (Table 6). As for P. miliaceum, some
Panicum species (P. capilare, P. coloratum, P. kalaharense, P. halii, P. aldabrense, P. laxum and
P. pseudowoeltzkowii) were characterized by the dominance or exclusive presence of miliacin
among the PTMEs. Other species (P. nervatum, P. phragmitoides and P. turgidum) displayed
significant proportions of B-amyrin ME and o-amyrin ME. Friedelin was detected only in two
species (P. humile and P. phragmitoides) and B-amyrin, a-amyrin, germanicol and glutinol were
rarely found, probably due to detection limit. Considering the much lower concentration of miliacin
in Panicum spp. other than P. miliaceum, and the much smaller contribution of seeds from these
species to their biomass, a significant input of miliacin from other Panicum species (that are not

crops) is unlikely.
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Tableau 7 : Inventory of pentacyclic triterpenes in Panicum, Pennisetum and Setaria species

the compound was detected in the extract.
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capilare 50 67 X X
coloratum 37 2
humile 39 3 X X X
kalaharense 50 89 X X X
nervatum 50 8 X X
. phragmitoides | 50 48 X X X X X
Panicum
turgidum 50 101 X X
halii 49 52
aldabrense 50 9 X X X
laxum 50 5
pseudowoeltz | 49 12
kowii
divisum 50 101
hordeoides 50 4 X
Pennisetum polystachion 50 18 X
sieberianum 50 158 X
unisetum 49 13
Setaria italica (N=3) 1056 X X X X
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d) Miliacin and other pentacyclic triterpenes in other Poaceae

Ohmoto et al. (1970a) concluded that miliacin was common throughout the Poaceae after
detecting it in M. vimineum, P. dilatatum (culms and blades) and E. ferruginea (culms and blades).
It was also found in 6 out of > 20 Chionochloa spp. (Connor and Purdie, 1976). In the Pennisetum
genus, it was detected only in P. hordeoides (associated with -amyrin and a-amyrin MEs) and P.
polystachion (where it was the sole PTME), but not P. divisum, P. sieberianum, or P. unisetum.
Similarly, Ohmoto et al. (1970a) did not detect it in P. alopecuroides seeds. Therefore, and in
contrast to the Panicum genus where it is present in every species we analyzed, miliacin is not

ubiquitous in Pennisetum or Chionochloa species.

It was not detected in any of the two varieties of S. italica we analyzed, despite the fact that we
extracted large samples of seeds. Our results are consistent with those of Ohmoto et al. (1970a),
who did not detect it in seeds of S. chondrachne, S. faberi and S. italica, but disagree with its
detection in S. jtalica by Lu et al. (2009). Information about seed sample weight was not given in
the last study and perhaps Lu et al. (2009) used even larger samples than ours. Peaks attributed to
miliacin peaks on their chromatograms are of low amplitude for S. italica and off the chart for P.
miliaceum, suggesting at most, a much lower concentration in the former species than in the latter,
or, more likely, contamination of the S. italica sample by P. miliaceum sample (memory effect).
Pennisetum and Panicum are biochemically (Giussani et al., 2001) and genetically (Benetzen et
al., 2012) more similar to one another than they are to Setaria, so this could explain why miliacin is

present in both Pennisetum and Panicum spp. but absent from Setaria spp.

e) Miliacin in C. olivaceum

The rice seeds we used as a cultivation medium for C. olivaceum contained several
phytosterols, such as campesterol, stigmasterol and B-sitosterol (in agreement with Nasu et al.,
2000; Macias et al., 2006) but no pentacyclic triterpene MEs (PTMEs). We know of no study that
found PTMEs in rice seeds, but arundoin [fern-9(11)-en-33-ol ME] and cylindrin [arbor-9(11)-en-33-
ol ME] have been detected in rice leaves (Ohmoto et al., 1970b). We did not detect any miliacin in
the rice on which C. olivaceum developed, but ergosterol, which is known to be synthetized de
novo by fungi (Fryberg et al., 1973; Alcazar-Fuoli et al., 2008) and is therefore classically used as a
fungal biomarker (Grant and West, 1986), was detected in addition to the sterols found in the
control rice. Neither miliacin nor any other pentacyclic triterpene was detected in our extract of C.
olivaceum. This is consistent with current knowledge of C-3 oxygenated pentacyclic triterpenes,
which are exclusively reported in higher plants (i.e. Das and Mahato, 1983; Connoly and Hill, 1989,
1996, 2001, 2007; Mahato et al., 1992; Connoly et al., 1994a, 1994b; Mahato and Sen, 1997; Xu
et al., 2004) due to distinct oxidosqualene cyclases between fungi and plants (i.e. Abe et al., 1993).
The strong contrast between the results of Smetanina et al. (2001), who extracted sufficient

amounts of miliacin from their samples (> 12 mg) to perform NMR identification, and the absence
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of any miliacin in our samples cannot be explained by the absence of yeast extract in our
experiment. To our knowledge, the results from Smetanina et al. (2001) constitute the sole report
on a pentacyclic triterpene in a fungus. We know of no other efforts to reproduce their results

except ours and we did not find miliacin or any other pentacyclic triterpene in C. olivaceum.

6. Guidelines for using sedimentary miliacin as a tracer of P.miliaceum
Based on previous studies, we hypothesize that, where sedimentary archives of miliacin are

found in conjunction with a high concentration of other PTMEs (e.g. for a Brazilian lake, Jacob et
al., 2005; for the Niger Delta, Oyo-Ita et al., 2010), the compound cannot be used as a biomarker
for P. miliaceum. In contrast, miliacin was the sole detectable PTME in the sediments from lake Le
Bourget (Jacob et al., 2008a,b, 2009) and lakes Ledro and Paladru (Simonneau et al., 2013), and
in Ukrainian paleosols thought to have been cultivated for P. miliaceum (Motuzaite-Matuzeviciute
et al., in press). In conjunction with other evidence, the presence of miliacin in these cases was
interpreted as a tracer for the cultivation of P. miliaceum in the catchment area. In order to
determine whether or not miliacin also predominates over other PTMEs found in P. miliaceum in
soil, we first analyzed seeds from 76 millet plants collected in the field of Méziéres-lez-Cléry. We
found that miliacin constituted on average 94.9% of the three PTMEs (max. 100; min. 86.5), a-
amyrin ME 4.4% (max. 10.5; min. 0) and pB-amyrin ME 0.7% (max. 7.2; min. 0). In soil (20 top soils
analyzed), PTMEs also consisted mainly of miliacin (avg. 97.4%, max. 100%; min. 85%), a-amyrin
ME (avg. 0.4%, max. 5.4%; min. 0%) and B-amyrin ME (avg. 2.2%, max. 15%; min. 0%).
Therefore, the overwhelming predominance of miliacin over other minor PTMEs in P. miliaceum
seeds is, at least, preserved during the transfer to soil. Further work is underway to test whether
this assertion is robust during the transfer to aquatic sedimentary archives. C-3 oxygenated
pentacyclic triterpenes are reputed to undergo double bond migration during early diagenesis
(Rullkétter et al., 1994). Depending on the physical conditions that prevail during transportation
from the plant source to the soil or sediment archive, one can expect minor to moderate changes in
the relative proportions of miliacin and, for example, B-amyrin ME. Miliacin can therefore be
synthetized by a large array of plants but only P. miliaceum produces a large amount relative to
other PTMEs. Therefore, miliacin should only be used as a tracer of P. miliaceum when it
constitutes the exclusive or, at least, predominant PTME in a geological archive. Of importance is
the large biomass constituted by cultivated millet that, added to the elevated concentration of
miliacin in the seeds can explain why miliacin from P. miliaceum is detectable in sediments,
whereas miliacin and other PTMEs from weeds or grass of minor importance might not reach the
threshold for GC—-MS detection. As for any molecular biomarker, future work involving miliacin
should take into account the geological, ecological and archaeological context in order to ascertain

the relationship between soil or sedimentary miliacin and cultivated P. miliaceum.
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7. Conclusion
The exploration of several varieties of P. miliaceum for miliacin and other pentacyclic

triterpenes reveals that miliacin is very abundant (much more than any other pentacyclic triterpene)
in the seeds of this plant, with a similar concentration regardless of the variety considered
(cultivated or ruderal). High amounts of miliacin, largely exceeding other PTMEs, were also noted
for soils cultivated for was also found in all species belonging to the Panicum genus, either as the
unique PTME or accompanied by low to significant levels of B-amyrin ME and a-amyrin ME. It was
only sparsely detected in Pennisetum species and was not found in two varieties of S. italica we
analyzed. It can therefore help distinguish between the two millets. Its absence from C. olivaceum
strongly contradicts the results of the one other study on this topic but is consistent with the global
scheme of the C-3 pentacyclic triterpene distribution in organisms. Our results also provide
guidelines for interpreting miliacin which, when found in abundance and as the sole/dominant
PTME in soils and sediments, can confidently be used as a tracer for unravelling the history of

millet cultivation.
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B. Compléments

1. Biotransformation de triterpénes par C. olivaceum

Dans la partie précédente, on a pu voir que C. olivaceum synthétisait des stérols, dont I'ergostérol,
stérol pouvant provenir de la biotransformation de stérols existant dans le riz (Nasu et al., 2000 ;
Macias et al., 2006). J'ai entrepris de cultiver Chaetomium olivaceum en présence de triterpénes
pentacycliques afin de faciliter la biotransformation éventuelle de divers composés en miliacine. C.
olivaceum a été cultivé sur billes de silice avec un milieu nutritif réarrangé suivant trois protocoles
(Janeczko et al., 2009 ; Jiang et al., 2010 ; Yan et al., 2012) auquel étaient ajoutés différents

standards (Figure 41).

-

—

™

-]
:a : -
8 = =
= + =
- b =
= H =
- = =
(] - v
= E -

-

:

o

-

s

=
g s 8
2 o =
- s _
e 3 ]
= = ]
- el i
1 & T
-9 - =

.=

-

-

e

¢ z j
_— - -
= --; AR - =
£ z m[ .l s
> - ol sy gy =
e & ]
= = J \ﬁcqus : -
- —_ " L
N =4 HO g 3 -

-
= - HE  oH,

i ¢ =
d C'ji Y CHa
v o o e ol L
- s CH/ﬂ CHyCHy
ol - # R
> = S '[\ CH,
s = = 3 -
- = = HO % P
& o G HiC CHy
-,

Figure 41 : Standards injectés dans le milieu de culture de Chaetomium olivaceum.

Il n’est rien ressorti de concluant de ces cultures. Le développement de C. olivaceum a été
quasi nul, y compris pour le contrdle. Outre le fait que le milieu n’était peut-étre pas totalement
adapté (bille de silice et trop grande hauteur d’eau), il se pourrait aussi que I'ajout du solvant utilisé
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pour diluer les poudres et apporté avec les triterpénes ait empéché le développement du
champignon. Des expériences ont montré que le taraxérol et le lupéol sont toxiques pour les
insectes et induisent des perturbations osmotiques chez Hordeum vulgare L. (Heinzen and Moyna,
1993). La toxicité de ces composés serait due a une inhibition de la formation des chaines alkyles

des membranes phospholipidiques (Rodriguez, et al., 1997).
2. Culture de C. olivaceum sur des graines de millet
Une derniére culture de C. olivaceum a été réalisée sur des graines de millet. Cette fois, on

a pu observer le développement d’'un champignon (Figure 42) qui, d’aprés les observations

microscopiques (Figure 43), n’est pas C. olivaceum.

Figure 42 : Développement d’un champignon sur un milieu de culture constitué de graines de millet.
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Figure 43 : Observations au microscope optique de Chaetomium a gauche et du champignon s’étant développé

sur les graines de millet a droite.

La miliacine comme les autres triterpénes pentacycliques est reconnue comme ayant des
propriétés antifongiques (Smetanina et al., 2001). Il est donc intéressant de voir que la miliacine
inhiberait la prolifération de Chaetomium olivaceum tout en permettant la prolifération d’'un autre
champignon. Cela nous conforte dans le fait de penser que Chaetomium olivaceum ne peut
biotransformer un quelconque composé en miliacine, puisqu’il pourrait lui-méme étre sensible a la
miliacine. La deuxiéme hypothése serait que Chaetomium olivaceum ne soit pas assez compétitif
par rapport a I'autre champignon pour proliférer sur un milieu riche en miliacine. Le deuxiéme
champignon proviendrait des graines de millet puisqu’il est connu que les céréales sont porteuses

de nombreux champignons (Saville, 1984 ; Gregori et al., 2013).
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Synthése: Spécificité de la miliacine

- La miliacine est présente dans toutes les variétés de Panicum miliaceum analysées, et

dans des concentrations du méme ordre de grandeur.

- La miliacine est présente dans toutes les espéces de Panicum analysées, selon des
concentrations qui peuvent varier. La miliacine reste cependant synthétisée de fagon
prédominante par Panicum miliaceum, P. capilare, P. kalaharense, P. phragmitoides et P.

turgidum qui peuvent représenter une biomasse importante si 'on considére le poids des graines.
- La miliacine n’a pas été détectée dans les 3 variétés de Setaria italica analysées.

- La miliacine est détectée dans quelques espéces de Pennisetum analysées, mais n’est
pas présente dans toutes. Ce genre est phylogénétiquement intermédiaire entre les genres

Panicum et Setaria.

- La miliacine n’est pas détectée dans Chaetomium olivaceum ou dans son milieu de

culture, initialement dépourvu de miliacine.

- Quantitativement, la miliacine est hyper-concentrée dans les graines de Panicum

miliaceum comparées aux graines des autres plantes analysées.

- La miliacine, lorsqu’elle est donc retrouvée en abondance dans les sédiments lacustres,

semble étre caractéristique de la présence de Panicum miliaceum sur le bassin versant.

Nous venons de montrer que la miliacine, lorsqu’elle était détectée dans une archive
sédimentaire, pouvait vraisemblablement étre utilisée comme marqueur de plantes du genre

Panicum, et en particulier de P. miliaceum.

La spécificité de la miliacine étant confirmée, au moins en ce qui concerne les sédiments
du Lac du Bourget, I'argument selon lequel la mesure du 8D sur cette molécule permettrait de
s’affranchir des effets de mélange liés a différentes sources est étayé, ce qui renforce l'intérét du
0D de cette molécule pour reconstituer les conditions paléohydrologiques. Cependant, avant
d’envisager comprendre les facteurs influencant le 8D de la miliacine par calibration, j'ai voulu
vérifier que la miliacine enregistrait les conditions hydrologiques locales, et estimer les limites

d’utilisation d’un tel outil.
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C. Pertinence spatiale du &D de la miliacine dans Panicum miliaceum

Cette partie constitue un article publié en 2011 : Bossard, N., Jacob, J., Le Milbeau, C., Lallier-
Vergés, E., Terwilliger, V.J., Boscardin, R. Variation in dD values of a single, species-specific
molecular biomarker: a study of miliacin throughout a field of broomcorn millet (Panicum miliaceum

L.). Rapid Communications in Mass Spectrometry. May 2011, Vol. 25, pp 1-9.

1. Résumé en frangais
Le 8D de molécules d'origine végétale préservées dans les sédiments lacustres est de plus

en plus utilisé dans les analyses paléoclimatiques. Ces biomarqueurs sont en effet capables
d'enregistrer les conditions climatiques qui prévalaient lors de leur synthése. La justesse de
l'impact du climat sur ces valeurs pourrait étre mieux contrainte si la variabilité des valeurs 8D a

I'échelle d'un bassin versant était étudiée.

Nous avons mesuré les valeurs du 8D de la miliacine (olean-18-en-3p3-ol méthyl éther)
extraites de graines de millet, collectées sur 21 sites, et réparties dans un champ avec des
hétérogénéités de teneurs en matiére organique du sol visibles a I'ceil nu. L'utilisation d'un
biomarqueur moléculaire unique extrait d'une seule espéce végétale élimine la possibilité d’'une

variabilité interspécifique.

Les valeurs 8D different, a I'échelle des plants, par plus de 50%0. V-SMOW, et a I'échelle
des sites, par un maximum de 30%. V-SMOW. Les différences des valeurs de dD pour la miliacine
des plantes d'un méme site peuvent étre aussi importantes que la différence inter-sites, ce qui
nous laisse a penser que la teneur en carbone organique du sol n’est pas le facteur qui contréle
cette variabilité. Cette hypothése est confirmée par le fait que les valeurs 8D ne sont pas reliées a
des facteurs tels que la hauteur du plant, le poids des graines ou la concentration en miliacine
dans les graines, qui peuvent étre affectées également par la qualité du sol. La valeur 6D miliacine
moyenne est représentative de l'aire échantillonnée du fait de la distribution homogéne des valeurs
(p<0.05). Ainsi, la probabilité que la valeur 8D des molécules retrouvées dans les sédiments
lacustres représente la moyenne des valeurs 8D du bassin versant, et par conséquent l'information

climatique valide a I'échelle de la parcelle, et par extension du bassin versant, est grande.

2. Abstract
Compound-specific 6D analyses of land plant-derived biomarkers preserved in lake

sediments are gaining increasing interest in paleoclimatic studies because of their potential to
record essential information on the climatic conditions that prevailed at the time of their synthesis.
The accuracy of inferences about climate from these analyses could be better constrained with

more study of the variability in the 8D values of possible inputs at catchment scales. We measured

95



the &D values of miliacin (olean-18-en-33-ol methyl ether) extracted from the seeds of millet plants
collected in 21 stands spatially distributed in a field with visually heterogeneous soil organic matter
contents. The use of a single molecular biomarker extracted from a single plant species eliminates
the possibility of variability caused by differences in plant type. The 8D values differed between
plants by as much as 50%.and the average &D values per stand differed from one another by a
maximum of 30%.. Thus, the &D values of a single, species waekddbiomarker c
among plants even within a similar climate. Differences in 8D values within stands could be as high
as between stands, suggesting that the dD values are not related to macroscale heterogeneities in
soil organic matter content. In addition, 6D values were unrelated to factors indicative of
differences in environment such as plant height, seed weight or miliacin concentration. The
average miliacin 8D value was representative of the area sampled, however, since it was normally
distributed (p < 0.05).

3. Introduction
Compound-specific stable hydrogen isotope analyses are receiving increasing attention for

their potential to record paleoclimatic conditions. The rationale for using this technique is that the
hydrogen isotopic composition (8D) of individual molecules records information on the climatic
conditions at the time of their biosynthesis (Sessions et al., 1999; Sauer et al., 2001; Huang et al.,
2002; Gleixner and Mugler, 2007). Once released in the environment,molecules synthesised by a
large array of producers in the catchment can then be transported to lake sediments where, if
conditions remain favourable, they can be preserved for millions of years (Yang and Huang, 2003).
The 8D values of molecules that accumulated through time in sediments can thus provide
integrative information about past climate changes. Nonetheless, the accuracy of these inferences
requires an understandingof the quantitative relationships between compound-specific 8D values

and the controlling environmental factors.

An effective means of quantifying relationships between the 8D of individual molecules and
environmental factors is by calibration over natural or controlled environmental gradients.
Calibration studies have demonstrated that the 8D values of lipids from higher plants are primarily
controlled by the 8D values of the sources of the hydrogen used for their synthesis, normally
meteoric waters, which, in turn, are climatically controlled (Dansgaard, 1964). Nonetheless, other
factors can affect the dD values of lipid compounds from higher plants. Unlike submerged, aquatic
photosynthesizing organisms, the hydrogen in water that land plants use to synthesize organic
compounds will have been exposed to fractionations from evaporation in the soil and from
transpiration. Although the precise effects of evaporation and transpiration on the 8D values of the
source water for lipid synthesis in higher plants are presently contentious, their associated
fractionations may lead to a 30%o.enrichment in deuterium in higher plant lipids over those of
phytoplankton (Sachse et al., 2004; Feakins and Sessions, 2010; Mclnerney et al., 2011). Soil

properties affect the vertical distribution of the soil water 6D values and thus the 8D values of water
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absorbed by plants, depending on their rooting system (Barnes and Turner, 1998). The type of
vegetation (trees/herbs for example) not only controls the depth of root penetration but also the
intensity of soil water evaporation and leaf water transpiration (Hou et al., 2007). Depending on
biosynthetic (isoprenoids/acetogenic lipids) and possibly photosynthetic pathways (Cs/C4/CAM),
hydrogen will be subjected to different fractionation during enzymatic processes that, in turn, will
lead to varying dD of the biomolecules formed (Sessions et al.,, 1999; Sauer et al., 2001;
Chikaraishi et al., 2004; Smith and Freeman, 2006). Finally, water use efficiency as well as
potential variations of water source dD with time may also have impacts on the 8D of higher plant
lipids (Hou et al., 2007b; Sessions, 2006).

The aforementioned potential sources of variability could lead to a considerable range of 8D
values contributing to the pool of plant-derived lipids preserved in lake sediments. Part of this
variability could be due to environmental differences (soil properties for example) among the
source areas of plants. Another source of variability could arise from differences in 8D values of
the same lipid from different plant types within the same source area. The few studies of possible
plant sources to lake sediments within a catchment suggest that the differences in 8D values of n-
alkyl lipids can be large among different plant types (Hou et al., 2007; Krull et al., 2006; Liu and
Huang, 2005; Liu and Huang, 2008). The potential of sediments to accumulate n-alkyl lipids with a
large spectrum of 8D values raises the question of the confidence that can be placed on

paleoclimatic records based on compoundspecific 8D values.

A way to discriminate between environmental and biological factors affecting the 8D of plant
lipids and to avoid the bias induced by plant types is to analyze molecules that are specific to
certain plant taxa. Most of the 8D work on land plant derived lipids has been restricted to n-acids,
n-alkanes and sterols that are common across most taxa. We have detected, in tropical lake
sediments, pentacyclic triterpene methyl ethers (PTME) derived mainly from Gramineae (Jacob et
al., 2005). One of these PTMEs, miliacin (olean-18-en-33-ol methyl ether; Figure 44), was also
detected in the sediments of Lake le Bourget where, at least within the French Alps, it has a unique

source plant: millet (Panicum miliaceum) (Jacob et al., 2008a; Jacob et al., 2008b).

Figure 44 : Structure of miliacin (olean-18-en-33-ol methyl ether).
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The objective of the research reported herein is to examine the variability in the 8D values
of miliacin extracted from millet seeds collected randomly in a field, which constitutes and
intermediate scale between a single plant and an entire lake catchment. We address the specific
question of variability in 8D with environmental change by restricting the study to a single
compound from a single species. This allows us to exclusively examine the impacts of local
environmental parameters. To the best of our knowledge, this is the first paper to evaluate
environmental variation in 8D of a land plant derived lipid that, if extracted from sediments, would
not be confounded by variation in plant type. Our findings will be readily applicable to the use of
miliacin 8D in sediments for paleoclimate studies but are also thought to be extendable to other

specific compounds.

4. Experimental

a) Sample collection

Samples of P. miliaceum (var. Sunrise) were collected during August 2009 at harvest time
from a field in Méziéres-lez-Cléry, near Orléans, France (47°50'15", 1°48'20"E and ca. 100m above
sea level). The mean &D of precipitation was -41.1 £ 7.2%o during the 1996-2005 time period at the
closest Global Network for Isotopes in Precipitation (GNIP) monitoring station (Orléans-La-Source).
This field was chosen considering the variability in soil properties as illustrated by different shades
of grey on aerial picture (Figure 45) that indicate contents of organic matter. The heights of plants
of P. miliaceum growing in the field were measured from the first node up to the top of the main
panicle. Plant heights range from ca. 30 cm up to 120 cm, with higher plants developed on more
organic soils, as determined by field measurements. 26 stands representative (numbered from 183
to 210) of the various contexts (heights of the millet plants and soil color) were selected in the field.
From 1 to 5 plants (3 in most cases for a total of 61) were taken at each stand at less than 30cm
apart. The whole plants were sampled and dried in an oven at 35°C for 48 h. The weight of the

main panicle was determined after drying.
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Figure 45 : Location of P. miliaceum field, heterogeneity of soil properties on aerial picture (grey scale) and

location of samples.

b) Miliacin extraction and purification

For each plant sample, twenty seeds of the main panicle were ground to powder and
weighed. These twenty seeds provide a sufficient amount of miliacin for determination of &D
values. We analyzed two sets of twenty seeds from a single panicle of each plant and we observed
no significant differences either in millet seed weight, miliacin concentration or miliacin 8D values
between sets. Lipids were ultrasonically extracted three times with organic solvents
(DCM:isopropanol 2:1), and the lipids extracts were then combined. The total extract was then
separated into neutral, acidic and polar fractions by ion exchange column on aminopropyl-bonded
silica. The neutral lipid fraction was eluted with DCM:isopropanol 2:1 and then dried under
nitrogen. Miliacin (Figure 44) was purified from the neutral fraction by flash chromatography on
activated silica by using the following solvents of increasing polarity. After the elution of aliphatic
and aromatic hydrocarbons, miliacin was collected in fractions eluted with 2mL hexane:toluene
(1:1) and 2mL hexane:ethyl acetate (19:1). Miliacin-containing fractions were then combined, dried
under nitrogen and stored at -4°C until analysis by Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-
MS) and Gas Chromatography-isotope ratio Mass Spectrometry (GC-irMS). 5a-cholestane was

added prior to analysis by GC-MS for quantification purposes.

c¢) GC-MS analyses

Miliacin contents and purity were assessed by GC-MS on a TRACE gas chromatograph
coupled to a Polaris GCQ mass spectrometer (ThermoFinnigan, Bremen) according to previously
described methods (Jacob et al., 2005). The gas chromatograph was fitted with an Rix-5 MS
capillary column (5m column guard, 30 m, 0.25 mm i.d., 0.25 um film thickness). The gas
chromatograph operating conditions were: temperature held at 40°C for 1 min, then increased from
40 to 300°C at 20°C.min™", with final isothermal hold at 300°C over 30min. The sample was
dissolved in toluene and injected splitless in a 2uL volume, with the injector temperature set at

280°C. The carrier gas was Helium and the flow was set at 1.4mL.min"'. The mass spectrometer
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was operated in the electron ionisation (El) mode at 70eV ionization energy and scanned from 50
to 650 Da.

d) GC-irMS analyses

Miliacin ®D values were determined by using a Trace gas chromatograph equipped with a
Triplus autosampler coupled to a DeltaV Advantage isotope ratio mass spectrometer through a
GC-Isolink pyrolysis interface and a ConFlo IV dilution system (ThermoScientific, Bremen).
Chromatographic conditions were the same as those used in GC-MS, except that the GC column
(J&W DB5, 30m, 0.25 mm i.d., 0.25 ym film thickness) was slightly different. 1uL of miliacin
dissolved in toluene was co-injected with an internal standard constituted by 1uL of a mixture of n-
alkanes (n-Cq¢ to n-Czp) with 8D values ranging from -46.3 to -242.6%. determined offline (Arndt
Schimmelmann, Indiana University, Bloomington, USA). Due to high miliacin purity, no significant
coelution of other compounds with n-alkanes was observed (Figure 46). Data were then
normalized to the V-SMOW isotopic scale by using the 8D of the n-C,s and n-C,; alkanes as
reference (Sessions et al., 1990). All miliacin dD values are reported in%o units relative to the V-
SMOW scale.
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Figure 46 : Chromatogram obtained by GC-irMS illustrating the distribution of miliacin and of a series of n-
alkane standards (nC1-nC3o) with 8D values measured offline (acquired from Arndt Schimmelmann, Indiana
University, Bloomington, USA) used for normalising miliacin 8D values. * indicates the 5a-cholestane, used as

quantitation standard.

The 13 remaining n-alkanes were used for accuracy assessment, with the exception of the
n-C,9 alkane that co-eluted with 5a-cholestane (Figure 46). Each sample was randomly (i.e. not
one after the other and not in logical order in the sequence of injection) injected at least 3 times.
When necessary, supplementary injections were performed and aberrant values where not taken
into account by using a Dixon test (p<0.05). The mean precision of miliacin 8D values was 5.9%o
(from 0.3 to 12.0%0), i.e. within common precision ranges reported for natural samples (Sessions,
2006; Chikaraishi and Narakoa, 2005; Mugler et al., 2008). The n-alkanes mixture was analysed

every nine injections, as external standard. The overall precision for the n-alkane standard
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(injected with and without sample) is around 3% (10, n=361), with no notable difference between
internal and external standards, which suggests no significant coelution (Sessions et al., 1990).
Measured n-alkanes 8D values are in good agreement with those measured offline, except for a
significant drift at elevated 8D values. The best match between offline and online 8D values for n-
alkanes is between -240 and -70%o. The expected miliacin 8D values (-80 to -150%o) fall within this
range. The H3" factor was determined daily prior to analysis and ranged from 3.7 to 3.8 in the

course of analysis.

5. Results

a) Miliacin 8D values means and standard deviations

Miliacin 8D values range from -144.5%0 to -98.1%o; i.e. with a difference of almost 50%o
(Table 1, Fig. 47a). Standard deviations of the repeated analysis of each sample range from 0.3 to
12%o0 with a mean standard deviation of 5.9%.. Miliacin 8D values of individual plants were normally
distributed (Figure 47b) about an average of -121.1%o0 (£ 9.1 sd) (Kolmogorov-Smirnov, p<0.05).
When 8D values average of each plant are again averaged by stand, they range from -132.8%o to -
102.8%o0 (Figure 47c); i.e. a difference almost reaching 30%o. In this case, standard deviation of 6D
values in each stand ranges from 2.1 to 19.3%o, with a mean standard deviation of 6.9%.. Miliacin
oD values per stand show a normal distribution (Figure 47d) with an average of -120.7%o (£ 6.5 sd)

(Kolmogorov-Smirnov, p<0.05).
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Figure 47 : a- Distribution of 8D values of miliacin extracted from the seeds of 61 plants collected in the

Méziéres-lez-Cléry field sorted by increasing plant height, which was considered pertinent due to the visual

correlation between plant height and soil properties in the field. Maximum and minimum miliacin 8D values and
the corresponding range (-98%o to -144%, V-SMOW; range of ~50%. V-SMOW) are reported.; b- Frequency

histogram of miliacin 8D values of all plants with calculated mean (p) and standard deviation (o); c- 8D values

and standard deviation of miliacin 8D values averaged per stand, sorted by increasing plant height. Maximum

and minimum of averaged miliacin 8D values (from -105 to -135%. V-SMOW; range of 30%.) are reported; d-

Frequency histogram of miliacin 8D values averaged per stand with calculated mean (u) and standard deviation

(o).
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Tableau 8 : Inventory of millet plant samples by stand together with plant height, panicle weight, weight of 20
seeds, miliacin concentration in seeds and miliacin 8D values and standard deviations of miliacin extracted
from seeds. Average and standard deviation of miliacin 8D values by stand are calculated as the arithmetic
average and standard deviation of miliacin 8D values of plants developed on the same stand. n represents the

number of replicates per sample in GC-irMS.

Plant height | Panicle Weight of 20 | Miliacin concentration | Miliacin dD value | Standard
Sample n° | Stand ' n
(cm) weight (g) seeds (mg) (ng.g” seeds) (%0V-SMOW) deviation
183-33 33 0.35 74 240 -112.8 77 9
183 -124.4 16.5
183-35 35 0.4 59 139 -136.0 1.7 3
184-65 65 2.04 84 4775 -110.3 6.5 3
184-70 184 70 1.51 141 1292 -122.3 -116.4 6.6 60 3
184-73 73 3.1 136 1813 -116.5 6.5 3
185-79 79 1.59 123 438 -124.9 0.3 2
185 -122.5 33
185-81 81 2.09 125 2755 -120.2 1.5 3
186-73 73 1.76 123 350 -127.9 4.6 3
186 -124.3 5.1
186-80 80 1.68 123 702 -120.6 52 3
187-61 61 1.2 127 387 -125.9 111 3
187 -120.6 75
187-66 66 1.71 102 1026 -115.3 5.3 3
188-43 188 43 1.1 89 145 -132.4 -132.4 4.1 - 4
189-69 69 1.14 135 451 -106.4 20 3
189-71 189 71 3.3 129 481 -144.5 -123.5 6.4 193 2
189-74 74 1.1 93 566 -119.7 1.0 3
190-36 36 0.25 76 328 -118.7 4.0 2
190-39 190 39 0.36 73 351 -120.4 -121.0 10.3 26 2
190-41 41 0.4 88 296 -123.8 5.8 3
191-63 191 63 2.79 76 82 -125.4 -125.4 8.6 - 6
192-61 192 61 1.84 99 317 -102.8 -102.8 35 - 3
193-78 78 5.08 127 468 -117.2 9.6 3
193 -115.2 29
193-87 87 1.96 130 303 -113.1 25 3
194-79 79 3.8 130 572 -127.0 6.7 3
194-82 194 82 2.75 158 558 -119.5 -124.1 3.7 40 3
194-86 86 3.64 137 557 -125.8 54 3
196-87 87 8.78 135 629 -134.7 0.0 1
196 -132.8 27
196-88 88 7.81 142 94 -130.9 3.1 6
197-82 82 3.53 142 758 -134.8 5.3 3
197 -123.7 11.8
197-88 88 8.59 143 767 -125.0 5.1 3
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b) Comparison of miliacin 8D values with other parameters

To examine whether miliacin 8D values varied systematically with environmental condition,
we tested the values for correlation with the following environmentally influenced parameters:
standard deviation of miliacin dD values, plant height, panicle weight, 20 seeds weight and miliacin
concentration. Plant heights range from 20 to 120cm, panicle weight from 0.1 to 8.8g, 20 seeds
weight from 25 to 160mg and miliacin concentrations from 0.08 to 4.8ug.g™" seed (Table 8). No

linear relation could be established between miliacin 8D values and other parameters (r><0.15).

6. Discussion

a) oD of pentacyclic triterpenes
Very few studies have reported 8D values for pentacyclic triterpenes, probably because

these compounds are secondary metabolites and constitute minor components in biological and
geological systems, when compared to n-alkyl lipids. Average miliacin 8D values (-121%o0 V-
SMOW) are in agreement with some of the few other values that have been reported for
pentacyclic triterpenes. 8D values of -139 and -171%. have been reported for lupenol, -142%. for
lupenone, -144%. for an unidentified pentacyclic triterpenone and -151 and -165%. for two
unidentified pentacyclic triterpenols, all extracted from Spartina alterniflora (Sessions et al., 1990;
Sessions, 2006). For taraxerol, a-amyrin and an unidentified pentacyclic triterpene extracted from
the surface sediments of a pond in Massachusetts, D values were around -170 / -180%o (Sauer et
al., 2001). Various pentacyclic triterpenes extracted from Daucus carota were highly depleted, with
-252%o for B- and a-amyrins, and values ranging from -226 to -239%. for unidentified pentacyclic

triterpenols (Sessions et al., 1990).

In contrast to n-alkyl lipids (acetogenic lipids), which are produced from acetyl-CoA in the
plastid, pentacyclic triterpenes are produced in the cytosol, also from acetyl-CoA, via the mevalonic
pathway (Sessions et al., 1990; Lichtenthaler, 1999). This explains a systematic 50 to 100%. offset
between n-alkyl lipids and sterols or triterpenols, directly from plants or from soils and sediments
(Sessions et al., 1990; Chikaraishi et al., 2004; Chikaraishi and Narakoa, 2005; Chikaraishi et al.,
2004; Chikaraishi et al., 2009; Huang et al., 2004; Chikaraishi and Narakoa, 2006). The origin of
this difference is still unclear and could be related either to the source of hydrogen (directly from
H>O or via NADPH), distinct pools of NADPH within the cell or it could results from kinetic isotope
effects associated to hydrogenation (Sessions et al., 1990; Chikaraishi et al., 2004; Chikaraishi et
al., 2009).

Differences in 8D among pentacyclic triterpenes with various structures (such as lupane,
oleanane, ursane, taraxerane) could arise from fractionation intervening during the ultimate steps
of their biosynthesis that involves the cyclisation of 2,3-oxidosqualene and subsequent

rearrangements through methyl group and double bond migrations, and ring expansion/contraction
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(Xu et al., 2004). In fact, very little is known on the fractionation of hydrogen isotopes associated to
the synthesis of pentacyclic triterpenes. The 8D of various pentacyclic triterpenes produced by a
single plant could therefore provide key information on hydrogen isotopic effects associated to their

synthesis, as it was remarkably as was performed for phytol (Chikaraishi et al., 2009).

b) Compound-specific 8D variations over a small area

The almost 50%o0 range in miliacin dD values within the area of a single field is within the
range of compound-specific &D variations of less plant specific compounds in larger-scale
paleoenvironmental studies [see section 5.d)]. The importance of the 50%. range can be put into
perspective by comparing it with the ranges of compound-specific 8D values recorded in the few

other studies of plants over small areas, either under natural or controlled conditions.

Studies in natural systems of homogeneous climate (such as our study site) reveal large
differences in dD values of plant lipids. In a study of 48 land and aquatic plant species grouped by
life form growing in the catchment of a small pond, 8D values of n-Cs;, fatty acids varied by 100%o
between all species, 70%0 among tree species, and 40%. among grasses (Hou et al., 2007). Within
trees developed in the same area, the difference in n-alkane 8D values can reach 30%. for
deciduous trees (Betula spp. and Quercus spp.) and up to 35%o for evergreen trees (Pinus strobus
and Tsuga canadensis) (Hou et al., 2007b). Similarly, a difference of ca. 60%. was noted between
oD values of n-alkanes produced by trees growing in woody grassland (Atalaya sp.) and trees
growing in woodland (Acacia sp.) at few tens of meters of distance (Krull et al., 2006). When
grasses are considered, the differences in 8D values of n-alkanes extracted from different species
growing in individual sites of the US Great Plains was as large as 50%. (Smith and Freeman,
2006). Thus, the range of miliacin 8D values we observed falls within the ranges observed for n-

alkyl lipids extracted from various plants in natural conditions over a small area.

In controlled environment chambers, environmental variations that could affect the 8D of
biochemicals are reduced, when compared to natural systems. The range of 8D values is thus
expected to be narrower. Nevertheless, 8D values of n-alkyl lipids from plants have been found to
differ by as much as 90%. between tree and grass species growing in a controlled environment
chamber (Liu and Huang, 2008). 8D values of n-alkanes and n-alkanoic acids each differed by a
maximum of 60%. between several grass species (Smith and Freeman, 2006; Hou et al., 2008).
When &D values of n-alkanes were compared among species of a single photosynthetic pathway
(C3 or C4), however, this difference was reduced to 30%. (Smith and Freeman, 2006). Within tree
species, a maximum of 30%o difference in dD values of a single alkanoic acid was found among
individuals of a single oak species (Hou et al., 2008). None of these studies (either under natural or
controlled conditions) had more than four replicates per species, however, thereby limiting

conclusions on intraspecies variability in dD values.
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These large ranges in compound-specific 8D values reported in both controlled and natural

conditions have been attributed to several major causes that are, in most cases, interconnected.

Studies indicate that by taking up isotopically distinct water and through different
transpiration dynamics, the 8D values of the water used for lipid biosynthesis may vary
systematically between plant life forms (e.g. trees, shrubs and grass). The 8D values of soil water
can decrease with depth due to a decreasing loss of D-depleted water as vapour during
evaporation. Differences in depths of rooting systems among plant life forms can thus lead to
uptake of waters with different 8D values (Feakins and Sessions, 2010; Smith and Freeman, 2006;
Krull et al., 2006; Sachse et al., 2009). Before its use in lipid biosynthesis, the water is exposed to
further D-enrichment during transpiration and the magnitude of that enrichment may also vary by
life form. The two fractionations; evaporation of soil water and transpiration may minimize or
maximise differences between plant life forms in 8D values of water used in lipid biosynthesis. For
example, grasses tend to take up most of their water at the surface where it is most D-enriched
whereas deeper soils are a more important source of water for trees. Tree leaves may have higher
transpiration rates than grasses because their leaves are exposed to direct sunlight and wind
exposure, and do not benefit from canopy effect and direct soil moisture (Hou et al., 2007). The D-
enrichment of water taken up by grasses relative to water taken up by trees may thus be offset by

lower water losses via transpiration in grasses than in trees.

Differences in leaf waxes 8D values in distinct plants species also arise from differences in
plant physiology and photosynthetic pathways. The impact of leaf morphology and architecture is
still debated (Smith and Freeman, 2006). Differential fractionation of hydrogen isotopes between
Cs;, C4 and CAM plants has also been proposed but there is still no consensus on whether this
arises from isotope effects related to metabolisms or to physiological and morphological
differences (Feakins and Sessions, 2010; Smith and Freeman, 2006; Liu and Huang, 2008;
Chikaraishi et al., 2004; Chikaraishi et al., 2009; Bi et al., 2005). The last parameter to be taken
into account for explaining the variability of biochemical 8D values relates to the strategies
developed by plants for their water use (Hou et al., 2007; Smith and Freeman, 2006; Sachse et al.,
2006). The negative correlation between 313C and 8D values of plant lipids suggests that variable
water use efficiency influences inter-species differences in leaf wax 8D values (Feakins and
Sessions, 2010; Hou et al., 2007b; Liu and Huang, 2008). None of these explanations can be
invoked in our case that concerns a single biochemical produced by a single species developed

under relatively homogeneous conditions.

c) Origin of variability in miliacin 8D values

Our data bring new information about the spatial variability of compound-specific 8D values.

By focusing our study on a single compound specific to one plant, we reduce interspecies offsets
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but also reduce potential variability related to micro-environmental conditions, biosynthetic and
photosynthetic pathways and physiological factors (including leaf structure and rooting system).
Despite these precautions, a large range of miliacin 8D values (50%o) is found in millet seeds
collected from plants developed on a ca. 1000 m? area. However, this range is not necessarily

attributable to differences in environmental conditions.

The normal distribution of miliacin 8D values per plant implies a single dominant controlling
parameter. The lack of correlation of miliacin 8D values with the standard deviation of these values
and miliacin concentrations excludes any analytical bias. No correlation could be found between
miliacin 6D values and parameters related to plant yields (plant height, panicle weight and weight
of 20 seeds). Because plant heights were visually correlated with soil properties in the field, this
suggests that there is no relationship between miliacin 8D values and soil properties. This is
confirmed when intra- and inter-stand variability is compared. If soil properties were a major factor,
one could expect larger differences between stands (at decimetric scale) than within a single
stand, which shows similar soil properties at decimetric scale. The similarity of intra-stand (mean of
standard deviation of miliacin 8D values per stand; 6.9) and inter-stand (standard deviation of
mean 8D values per stand; 6.5) miliacin 8D values variability thus allows us excluding decimetric-
scale differences in soil properties as a dominant control parameter. Conversely, the Gaussian
distribution of miliacin 8D values suggests that precipitation 8D and mean hydrological regime that

prevail at the field scale constitute the dominant control parameters (Hou et al., 2008).

Because our study was focused on a single plant, several potential parameters (plant form,
photosynthetic and biosynthetic pathways, plant physiology) that have been proposed to explain
compound-specific dD differences in spatial studies [see 5.d)] can be discarded. Large-scale
differences in soil properties cannot either be invoked. Although this remains to be tested, the
dispersion of miliacin 8D values could result from micro-scale heterogeneities in soil properties
and/or in relative humidity. For example, the millet field was heterogeneously but densely covered
by the weed Cynodon dactylon (Bermuda grass) at harvest time. The competition for water uptake
between these two plants could partially explain local differences in miliacin 8D values.
Alternatively, these differences could also be related to intrinsic (phenotypic and genotypic)

variability within P. miliaceum (Zhang et al., 2009).

d) Consequences on the climatic significance of compound-specific
D

The maximum difference of miliacin 8D values between plants analysed from the Méziéres-
lez-Cléry millet field is 50%o. This range must be compared to known ranges of compound-specific
®D values found in both actual and ancient natural systems in order to estimate the confidence
level of paleoclimatic interpretations based on the variations of 8D values of lipids extracted from

sediments archives. Leaf wax n-alkanes extracted from various deciduous trees or from superficial
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lake sediments throughout a latitudinal transect (from 40°N to 70°N) in Europe, had 8D values
ranging from ca. -140 to -220%o (i.e. a 80%. range) (Sachse et al., 2004; Sachse et al., 2006).
However, it is not clear whether this range of 8D values purely reflects a climatic gradient or also
attests to vegetation changes through latitude because the n-alkanes studied are common to a
wide range of higher plant taxa. In this study, a wide variety of deciduous trees were analysed, with
potentially large interspecies differences in compound-specific 8D values (see section 4.2.).
Nevertheless, such calibration studies permit inferences about shifts in compound-specific D
values with environmental and climatic variations. In sedimentary archives, 50%0 and 80%. shifts in
n-alkanes or n-acids 6D in sediments were interpreted as the transition between a savannah and
tropical forest due to different hydrological conditions (Schefuss et al., 2005; Jacob et al., 2007;
Tierney et al., 2008). Thus, up to 80%. range of compound-specific 8D values in recent and ancient
systems is indicative of highly contrasted environmental conditions. These ranges are in the same
order as that found for miliacin 6D values, at a single location. The overlap between the range of
local variability under the same environmental regime and the range of drastic environmental
changes could, if only the range is considered, induce serious doubt on the confidence level to

which the 8D of sedimentary lipids can be interpreted in paleoclimatology.

The number of samples of a single species analysed in this study permits a more thorough
examination of the significance of the 50%. miliacin range in 8D values. Miliacin 8D values follow a
normal distribution (average = -121.1%. of all plants and -120.7%. of plants averaged by stand,;
Figure 47). The dispersion of miliacin 8D values (estimated from the skewness of the Gaussian
distribution) is higher when all plants are taken into account (skewness = -1) than when they are
averaged by stand (skewness = -0.3). In the meantime, the range of &D values diminishes from ca.
50%o (all plants) to 30%. (average by stands). 90% of miliacin 8D values per plants are comprised
between -112 and -130%. V-SMOW, i.e. a 20%. range (Figure 47b). This range is evidently
reduced when miliacin 8D values are averaged by stand (from -114 to -126%; i.e. a range of 12%;
Figure 4d). Consequently, the probability for obtaining miliacin 8D values that are representative of

the whole millet field from remotely sampling a single plant appears rather high.

This information is essential considering the scope of this study that is to measure, over a
small area, the variability of 8D values of a molecular biomarker extracted from a single plant in
order to estimate the confidence level in 8D values acquired on sedimentary lipids. Sedimentary
lipids constitute an integrative signal of all lipids produced in the catchment (Hou et al., 2007). The
relevant question for paleoenvironmental research is thus how the original lipid 8D value can then
be archived in sediments? From the source plant, lipids can suffer (i) selective degradation during

diagenesis; (ii) temporal offsets due to the time of transportation from the plant to the sediment and
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(iii) mix with other lipids produced in the catchment either by other plant species under different
environmental conditions (sun exposure, soil properties...). For example, a significant D depletion,
attributed to early diagenetic processes, was noted between plant and soil n-alkyl lipids whereas
isoprenoids were less affected (Chikaraishi and Narakoa, 2006). A similar depletion was observed
for sedimentary lipid 8D values when compared to plant lipid 8D values. In this case, these
differences were attributed to temporal offsets between the time lipids were produced and their

accumulation in sediments (Sachse et al., 2006).

If we exclude these temporal and diagenetic offsets, our assumption is that the 8D value of
sedimentary miliacin would record the weighted mean miliacin 8D value of all millet biomass
produced in the catchment; i.e. the variability is restrained to the mean value, with no distortion.
This hypothesis should be verified by a detailed study of the propagation of variability from the
source to the sedimentary archive, i.e. the representativeness of sedimentary lipid 8D compared to
catchment-scale lipid &D (Zhang et al., 2009).

7. Conclusion
This study examines the confidence level of the climatic inferences that can be made from

0D measures on molecular biomarkers preserved in lake sediments that may have originated
under a variety of environmental conditions throughout a catchment. The analysis of the spatial
distribution of dD values measured on a single molecule extracted from a single plant grown in a
field with heterogeneous soil properties shows that values are normally distributed with a maximum
difference of 50%o.. This large difference is not necessarily related to environmental conditions but

may instead reflect water competition with weeds or plant genetic differences.

Despite this difference, the normal distribution of 8D values implies that the mean &D value
represents the environmental conditions of the area sampled. Similarly, the 8D values of miliacin in

lake sediments may average miliacin dD values over the source area.
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Synthése

Afin d’étudier la distribution et la variabilité du 8D moléculaire a I'échelle d’un bassin versant, jai
mesuré les valeurs de dD de la miliacine extraite de graines de millet se développant dans un

champ a Méziéres-lez-Cléry, qui constitue un sous-échantillon raisonnable d’un bassin versant.

Les valeurs de 8D de la miliacine dans le champ de Méziéres-lez-Cléry ont une moyenne
de -121% V-SMOW qui est supposée correspondre aux conditions hydrologiques moyennes

ressenties par les plantes cultivées dans ce champ.

La variabilité du 8D observée dans le champ n’est pas site dépendante, mais plante
dépendante. Il est supposé que cette variabilité n’est pas due a une évaporation différente entre
les différents endroits du champ mais plutét a des conditions d’humidité relative différentes
(couvert végétal éparse pour un champ de millet) et / ou un prélevement de I'eau source a

différentes profondeurs.

Nous avons donc partiellement répondu a l'une des questions concernant les modalités
d’'intégration dans le temps et I'espace des biomarqueurs moléculaires et de leur composition
isotopique, considérée par Sachse et al. (2012) comme 'une des inconnues a lever pour améliorer
l'interprétation des valeurs de 8D de biomarqueurs extraits de sédiments. L'étape suivante doit
nous permettre de vérifier trois autres points sur ces considérations d’intégration spatio-

temporelle :

- la variabilité¢ du 8D miliacine moyen du champ de Méziéres est-elle explicable par la

variabilité des valeurs 6D de I'eau météorique ?

- le dD de l'eau du sol dans ce champ montre-t-il des différences notables par rapport a

celui des précipitations ?

- le transfert de la miliacine depuis la plante jusqu’au sol s’accompagne-t-il d’un
fractionnement significatif ? Nous considérons ici que ce transfert est la premiere étape du

transfert de la miliacine depuis la plante source jusqu’a I'archivage « définitif » dans les sédiments.
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D. Variabilité temporelle du 8D miliacine de 2008 a 2012

Le 8D moléculaire est utilisé afin de reconstituer le D de I'eau météorique qu’utilisent les
plantes lors de la biosynthése (Marino et Deniro, 1987 ; Liu et Huang, 2005 ; Sachse et al., 2006 ;
Smith et Freeman, 2006 ; Hou et al., 2007 ; Makou et al., 2007 ; Sachse et al., 2009). Comme l'ont
montré Bossard et al. (2011), les plants de millet de Méziéres produisent une miliacine dont les
valeurs 6D ont une large gamme mais avec une distribution normale. Malgré cette forte variabilité,
le 3D miliacine moyen est supposé représentatif du site (Bossard et al., 2011), ce qui corrobore les
travaux de Hou et al. (2007). L'objectif de cette partie est de vérifier que les valeurs 6D miliacine
des graines des plants de Méziéres récoltées sur plusieurs années reflétent la variabilité
temporelle du 6D météorique a Méziéres. Cette hypothése a été vérifiee pour d’autres sites en ce
qui concerne des composés ubiquistes comme les n-alcanes de sédiments lacustres superficiels,
sans distinction de provenance de 'organisme source (Sachse et al., 2004 ; Sachse et al., 2010),
mais aussi pour d’autres molécules ubiquistes tels les acides gras dont les valeurs ont été
mesureées directement a partir des feuilles des plantes (Zhou et al., 2010).

Pour vérifier cette hypothése, jai comparé sur plusieurs années les valeurs 6D des
précipitation avec les valeurs 8D de la miliacine de la région afin de calculer le fractionnement
biosynthétique apparent (Equation 1) et pour évaluer la réponse du 6D de la miliacine aux

variations du 6D des précipitations.

Equation 1: €,,,=1000 [(8D compound + 1000) / (3D Source Water + 1000) - 1]

Le oD des précipitations a été mesuré par le BRGM d'Orléans dans le cadre de la
constitution d’'une base de donnée francgaise des isotopes (BDISO), au niveau de la station
orléanaise située sur le site du Bureau de Recherches Géologiques et Minieres (BRGM) (station
03982X0556/PLUV-1) de 2009 a 2013 (Millot, résultats non publiés). J’'ai pour ma part mesuré le
6D miliacine de graines récoltées en 2008, 2009, 2010 et 2011. J'ai pu obtenir des graines
provenant des récoltes de Mr Sévin de 2009, 2010 et 2011 sur le champ de Méziéres-lez-Cléry
(qui integre donc tout le champ) ainsi que des graines provenant des Etablissements Leplatre
(2008-2009) qui cumulent les récoltes de millet des agriculteurs locaux. Je dispose ainsi de deux

niveaux d’intégration spatiale (parcelle et local).
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Tableau 9 : Valeurs 5D moyen annuel pondéré des précipitations et 8D de la miliacine (%0 V-SMOW). (L)

correspond aux graines fournies par la Société Leplatre, (M) correspond aux graines récoltées dans le champ de

Méziéres.

Année oD précipitation | dD miliacine
2008 (L) ? -126+/-8
2009 (L) -40,5 -122+/-4
2009 (M) -40,5 -122+/-7
2010 (M) -52,2 -132+/-7
2011 (M) -37,4 -121 +/- 3

Les résultats donnés dans le Tableau 9 montrent que la miliacine extraite des
graines du champ de Méziéres et celles fournies par la société Leplatre ont les mémes
valeurs 6D pour I'année 2009 (seule année pour laquelle nous disposions des deux stocks
de graines). Bien que cette comparaison sur une seule année mérite confirmation, ce
résultat semble indiquer qu’il n’existe pas de différence notable entre le 8D de la miliacine
intégratif des conditions régnant sur la parcelle et le dD de la miliacine intégratif des
conditions locales. Ainsi peut-on considérer que le champ de Méziéres-lez-Cléry n’est pas
significativement différent de la moyenne de I'ensemble des champs de la région

desquelles proviennent les graines de la Société Leplatre.

J'ai ensuite voulu affiner cette étude en m’interrogeant sur les précipitations
« efficaces » en termes d’enregistrement de leur composition isotopique par la miliacine.
J’ai donc rapporté les moyennes pondérées des valeurs de 8D sur les quatre mois de
croissance du millet (juin, juillet, ao(t, septembre), sur I'été, et pour les années de 2009,
2010 et 2011 civiles (de Janvier a Décembre), saisonniéres (Mars a Février) et année
millet, c'est-a-dire en finissant 'année lorsque le millet est récolté (Octobre-Septembre) et

les ai comparées aux valeurs de 8D de la miliacine (Tableau 10).
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Tableau 10 : 3D miliacine (6Dmil) en fonction de I’année de récolte du millet et 8D des précipitations mensuelles

pondérées. Les valeurs isotopiques sont exprimées en%o V-SMOW.

3Dmil 8D des eaux météoriques
année | Méziéres | Jan - Déc | Mars - Fév | Oct. — Sept. [ moy. été| juin juillet aout Sept.
2009 -122 -42 -42,7 -48,2 -33,2 -34,4 -33,9 -10,4 -28,7
2010 -132 -53,2 -51,3 -43,2 -38,1 -44.5 -32,8 -32,8 -44.7
2011 -121 -41.,4 -40,5 -50,7 -36,8 -26,9 -47,6 -30,1 -30,3
2012 -43,6 -47 -42,5 -36,2 -36,7 -38,7 -30,3 -32

A partir de ce tableau, nous avons calculé le fractionnement biosynthétique
apparent entre la miliacine et les différentes eaux de pluie. Ces résultats apparaissent

dans le Tableau 11.
Tableau 11 : Fractionnement biosynthétique apparent entre la miliacine et les eaux de pluie selon la formule
présentée en équation 1 avec I’écart-type de la moyenne entre les différentes années pour chaque

fractionnement biosynthétique apparent calculé.

Fractionnement biosynthétigue apparent entre la miliacine et les eaux de pluie de
année Jan-Déc | Mars-Fév | Oct. — Sept. | moy. été | juin | juillet | aout | Sept.
2009 -84 -83 -78 -92 91 -91 | -113 [ -96
2010 -83 -85 -93 -98 -92 [ -103 | -103 [ -91
2011 -83 -84 -74 -87 97 | -77 -94 -94
2012

Ecart-type 0,2 1,1 10,0 5.1 321 128 | 95 23

Etrangement, les fractionnements biosynthétiques incorporant les eaux de pluie des
mois d’hiver arrivant aprés la récolte du millet sont ceux dont le fractionnement
biosynthétique sont les plus constants (-84+/-0,2 et -84+/-1). Cependant, si I'on prend la
moyenne annuelle des eaux de pluie d’octobre a septembre, ce qui correspondra aux
eaux de pluie annuelles stockées avant la culture du millet, on trouve un écart-type
important. Cet écart-type est d au fait que la moyenne des eaux de pluie de octobre 2009
a Septembre 2010 sont différentes par rapport aux deux autres années en étant plus
enrichie en D en particulier due a des pluies plus importantes en été (+60mm par rapport
aux deux autres années). Les plantes ont un fractionnement biosynthétique apparent
variant fortement pour les mois de juillet et aolt (12,8 et 9,5 respectivement) alors qu’il est
inférieur pour les mois de juin, septembre et la moyenne des eaux de pluie de 'été (3,2,
2,3 et 5,1 respectivement).

Considérant que le 8D miliacine ne peut refléter le 8D des eaux météoriques

futures, il semblerait que si le 8D miliacine reflete un 8D des eaux météoriques, ce serait
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alors le 8D des eaux de pluie de septembre a partir du moment ou les graines sont
formées, c’est-a-dire en fin de croissance de la plante. La méme chose a été observée par
Sachse et al. (2010). Pour cet auteur, les valeurs 8D des n-alcanes extraits de Hordeum
vulgare ne sont pas corrélées aux valeurs dD des eaux météoriques, mais aux valeurs dD
de l'eau foliaire au moment de la formation des feuilles. De méme, Sessions (2006) a
montré que les valeurs 8D des acides gras variaient au cours du temps du fait d’un rapide
turn-over : la formation d’'une nouvelle génération d’acides gras enregistre les nouvelles
valeurs 8D de I'eau intracellulaire. Cette hypothese, selon laquelle le 8D de la miliacine est
principalement contrélé par le 8D des eaux qui alimentaient la plante au moment de la
synthése de la miliacine (et donc des graines) sera développée plus avant dans la partie
"Calibration". Nous avons en effet fait varier au cours du développement de la plante le 8D
de la solution hydroponique afin de préciser la période « efficace » d’acquisition du signal

isotopique par la molécule.

Si 'eau météorique enregistrée est bien celle de septembre, on peut remarquer qu’il
a fallu un écart de prés de 15%o. du dD des précipitations pour obtenir un écart de 10%o du
06D miliacine (Tableau 9). L’amplitude de variation du D miliacine moyen du champ ne
suit donc pas exactement 'amplitude de variation du 6D des précipitations au cours du
temps. Il semblerait méme que, si I'on considére que le 8D des eaux de pluie de
septembre est le facteur contrélant, pour un enrichissement en 8D miliacine de 10%o V-
SMOW, il faille un enrichissement du 8D des eaux de pluie de prés de 15%0 V-SMOW.
Encore une fois, cette hypothése n’est émise que pour une année qui présente une

particularité par rapport aux deux autres, et nécessiterait plus de données.
Puisque nous supposons que le signal enregistré par les valeurs de 8D miliacine

est le signal des eaux de pluie de septembre, nous allons maintenant nous intéresser aux

valeurs isotopiques de I'eau du sol et a la variabilité de ces valeurs.
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E. Eau source dans le champ de Méziéres-lez-Cléry

L’une des conclusions de l'article RCMS (Chapitre Il Partie C) était que des conditions
micro-environnementales pouvaient expliquer la variabilité du &D miliacine. Lors du stage de
Manon Béchard, en mars 2011, nous avons prélevé deux «carottes » de sol dans deux sites
différents (Figure 48, Tableau 12) afin de mesurer d’éventuelles disparités dans les valeurs de 8D
de I'eau du sol avec la profondeur. Les profils de sols sont détaillés dans le Tableau 12. Le §'°0 de
'eau du sol a été mesuré a BioEMCO et est illustré en fonction de la profondeur en Figure 49.
Nous n’avons pu mesurer le 8D de cette eau du fait d’'une trop faible quantité en eau dans les
échantillons de sol. Cependant, nous avons extrapolé les valeurs de 6D l'eau du sol, et son

évolution en fonction de la profondeur, a partir des valeurs de §'°0 mesurées (détaillé ci-aprés).

Figure 48 : A. Vue générale du champ de Méziéres. B. Vue d’un carottage de sol du champ de Méziéres.

Tableau 12 : Descriptif du profil des deux carottes prélevées dans le champ de Méziéres.

Profondeur échantillonage
(cm)
Commentaire pour carotte 1 Profil 1 Profil 2 Commentaire pour carotte 2
Couche séche 0-4 0-5 Couche séche
Strate visuellement humide 4-8 7-9 Strate visuellement humide
10-13 9-13
16-19 13-16
20-25 20-27
25-30 27-34
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a 60cm argile bien compacte

a 80cm apparition d'une couche

carbonatée friable, fortement dégradée
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a 65cm apparition de I'argile mais en proportion
nettement moins importante que dans le profil 1

a 80cm apparition de la couche carbonatée

friable, fortement dégradé.

Les deux profils des carottes sont similaires. On peut d’abord observer une couche

contenant trés peu d’eau jusque 4cm pour la carotte 1, jusque 5cm pour la carotte 2.

Ensuite, le sol présente une couleur un peu plus foncée et des teneurs en eau plus

élevées. Des échantillons de sol ont été prélevés dans le premier horizon, puis dans les

différents niveaux indiqués dans le Tableau 12. Une couche argileuse apparait dans les

deux carottes, a 60cm pour la 1, a 65cm pour la 2. Et enfin a 80cm, pour les deux

carottes, apparait une couche carbonatée friable et fortement dégradée.

Le 3'80 de I'eau extraite des sols est représenté en vis-a-vis de la profondeur sur la Figure

49. La valeur médiane de la profondeur a laquelle 'eau a été extraite est utilisée pour

réaliser le graphique, c'est-a-dire que pour I'étage 0--5cm, la valeur de -2,5 est retenue.
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Figure 49 : Evolution du 5'0 de I’eau du sol avec la profondeur.



Deux zones apparaissent trés clairement dans le sol. Un premier niveau, de 0 a 30cm de
profondeur, avec des valeurs de §'°0 diminuant de +5 & -10%0 V-SMOW. Puis en dessous de cette
zone, une zone avec des valeurs de §'0 autour de -10%0V-SMOW. De -30cm & Ocm se trouve la
zone d’évaporation de I'eau du sol, ce qui explique cet enrichissement en 0. Plus en profondeur
se trouve une eau avec un 8'°0 un peu plus constant, qui n’est plus soumise & 'évaporation. Cette

eau est censeée refléter 'eau météorique (Boujoumlaoui et al., 2008).

Le 8'°0, le 8D et la quantité d’eau météorique précipitée depuis novembre 2010 est reporté

dans le Tableau 13 puisque c’est la période supposée nous intéresser.

Tableau 13 : Valeurs de §'°0 et 5D des eaux météoriques (exprimés en%. V-SMOW) et hauteur d’eau (en mm)

mesurées par le BRGM dans les précipitations antérieures au préléevement des carottes.

date [Hauteurdeau §°0 oD
nov-10 84 -11,2 -74.4
déc-10 104 -12,7 -86,6
janv-11 35 -8,3 -61,9
févr-11 31 -5,3 -35,3
mars-11 19 -29 -16,2
avr-11 14 -2,3 -17,0

Les valeurs §'®0 des échantillons les plus profonds (autour de -10%. V-SMOW) semblent
correspondre au §'°0 des eaux de pluie de I'hiver précédent (novembre/décembre 2010). Ces
valeurs de 8'°0 correspondent aussi aux quantités d’eau les plus importantes qui ont précipité fin
2010. On peut donc penser que I'eau profonde a conservé la signature isotopique des mois

hivernaux.

Nous pouvons obtenir une projection des valeurs de 6D de I'eau du sol en utilisant des
relations établies entre le 5D et le §'°0 de I'eau du sol. Ainsi, en surface, 'expression du 8D en
fonction du 8'°0 se note : 5D=3,45'°0-22,8 (r=0,98) alors qu’elle est notée 5D=85'°0+10 pour
'eau en profondeur (Boujamlaoui et al., 2005 ; Craig, 1961). Cette différence est expliquée par le
fait que I'eau de surface est soumise a I'évaporation alors que I'eau plus en profondeur est
considérée comme une eau infiltrée et directement corrélée aux eaux météoriques (Craig, 1961).
Bien que cette approximation pour le 6D puisse étre critiquable, elle respectera le principe selon
lequel, lorsqu’une eau est enrichie en ®0, elle sera enrichie en D. Pour la région d’Orléans, la

droite des eaux météoriques suit cette équation :

5D = 7,48 §'%0 + 6,24 (Millot et al., 2010)
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Lorsque seules les précipitations d’été depuis 2009 sont prises en compte (2008 n’ayant pas de
releve), 'équation est de la forme : 6D = 5,96195'80 - 4,4123, avec une variabilité du 5D de plus

de 35%o (maximun de -10%o et minimum de -45%o).

Les extrema donnés par I'équation d’évaporation du sol et celle de la droite des eaux
météoriques a Orléans seraient donc pour le 6D de -6%o0 V-SMOW en surface et d’environ -70%o V-
SMOW en profondeur en utilisant les équations des droites météoriques définies pour Orléans. Le
oD de I'eau en profondeur est assez proche de celui des précipitations de I'hiver 2010-2011 qui est
d’environ -80%o0 V-SMOW (Tableau 13 ; Millot et al., 2010). Donc I'eau en profondeur a la méme

signature 8D et %0 que I'eau hivernale et est bien une eau non soumise a I'évaporation.

Considérant la variabilité des valeurs isotopiques de I'eau du sol, la profondeur d’extraction
racinaire pourrait donc étre une cause majeure de la variabilité du 8D de la miliacine dans le
champ de Mézieres-lez-Cléry. Cependant, I'eau la plus proche de la surface, qui est la plus
évaporée et la plus enrichie, est aussi la plus rare, la teneur en eau dans le sol augmentant avec la
profondeur. On peut ainsi supposer que les plantes puiseront I'eau profonde, avec un 8D proche
des valeurs isotopiques des eaux météoriques. Ainsi, si les valeurs moyennes de 6D miliacine des
graines de millet du champ de Méziéres-lez-Cléry semblent corrélées aux moyennes annuelles du
oD des eaux de précipitations, c’est sans doute que le millet puise en profondeur dans le sol une
eau reflétant cette moyenne annuelle. Cette hypothése pour le millet peut plus généralement
expliquer que le 3D de composés organiques ubiquiste suit le D des eaux météoriques (Sachse
et al., 2004, 2010, 2012 ; Gleixner et Mugler 2005 ; Garcin et al., 2011...). Il faut cependant tenir
compte du fait que le §'®0 de I'eau mesuré I'a été au mois de mars et n’est peut-étre pas

représentatif des conditions estivales.

La Partie D du Chapitre lll laissait penser que le 3D miliacine est fonction du 6D des eaux
de pluie au temps de la formation des graines (D de I'eau de pluie de septembre). Il semblerait

plutt que le 3D de I'eau dans les sols corresponde au 8D annuel moyen pondéré.

Comment pourrait-on alors enregistrer I'eau de pluie correspondant au temps de la
formation de la miliacine alors que I'on retrouve les valeurs 6D des eaux de pluie hivernale, eaux

de pluie quantitativement les plus importantes dans le sol ?
Deux solutions peuvent étre proposées :

1°/ La plante préléve effectivement 'eau de pluie au temps de la formation des composés, et ce

par deux processus possible :

- Elle capte I'eau avant que celle-ci ne rejoigne la zone inférieure a 30cm et donc la plante
enregistre ainsi I'eau au temps de la formation du composé. Cette hypothése n’est pas la plus

vraisemblable, puisque le moment de pluie correspondra aussi au moment ou la plante absorbera
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le moins d’eau, du fait d’'une moindre transpiration. Lorsque la transpiration de la plante sera a
nouveau facilitée, I'évaporation de I'eau du sol pourra elle aussi reprendre de fagcon plus intense

que pendant la pluie.

- Le deuxiéme processus impliquerait que I'eau dans le sol en été aurait le méme 8D que
les eaux de pluie de I'été, par exemple en abaissant la limite d’évaporation de I'eau du sol. Il
faudrait donc mesurer le 8D et/ou §'®0 de I'eau du sol lorsque le couvert végétal est présent en été
afin de déterminer exactement quelles sont les valeurs isotopiques (5D et §'°0) de I'eau absorbée

par la plante en septembre.

2°/ Indépendamment de I'eau météorique qui serait alors considérée comme constante puisque
l'eau annuelle est archivée dans les sols profonds, ce sont les conditions aériennes qui
conditionnent le 6D de I'eau de la feuille et ainsi le 8D moléculaire. Cette hypothése semble la plus
vraisemblable puisque elle aurait 'avantage d’expliquer que le 6D de composés ubiquistes
enregistre le 6D météorique (puisqu’il moyenne les conditions environnementales affectant
'ensemble de ses diverses sources) alors que le 8D d’'un composé spécifique retracerait plutot les

conditions environnementales aériennes particulieres, telle que 'humidité relative.

En conclusion, la variation du 6D d’un composé ubiquiste enregistrera la variation du 8D
météorique alors que la variation du 8D d’un composé spécifique enregistrera la variation des
conditions hydrologiques « aériennes ». En effet, un composé ubiquiste sera synthétisé par de
multiples plantes, et donc déja soumis a différentes humidités relatives. Par contre, toutes ces
plantes préléveront une eau profonde, qui sera la moyenne du 6D météorique annuel. A I'inverse,
un composé specifique, qui ne proviendra que dune ou peu de plantes, enregistrera les
différences de conditions ressenties par la plante, et donc plutét 'humidité relative que le 3D des
eaux météoriques, méme si le 8D du composé spécifique dépendra également du 6D météorique
retrouvé dans le sol. Cette hypothése pourrait ainsi permettre d’expliquer le décalage entre
I'évolution du 3D miliacine et I'évolution du 6D météorique (un décalage de 'ordre de 15%0 de I'eau
météorique pour un décalage de 10%. pour le 8D miliacine). Ce travail de suivi temporel du 8D
miliacine comparé au 8D météorique nécessiterait toutefois un plus long suivi afin de valider ou

invalider cet argumentaire.
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F. Transfert du 6D miliacine de la plante au sol

La plante enregistre donc les conditions environnementales régnant lors de la
synthése de ses composés. La question qui suit est la modalité de I'archivage de ces
molécules et de leur composition isotopique dans le sol (Sachse et al., 2012 ; Chapitre 1).
Le temps que met la molécule a atteindre l'archive, la représentativité d’'une année par
rapport a une autre, autant de questions qui ne sont que rarement abordées. Cette partie
va donc concerner les modalités d’intégration spatiale et temporelle durant le transfert
plante/sol. Le sol n'est qu’une archive temporaire dans le transfert de la plante a I'archive
sédimentaire. Cependant le sol de Méziéres-lez-Cléry a été utilisé car il est facilement
comparable aux plantes qui s’y développent. On a pu voir précédemment qu’une forte
hétérogénéité du oD miliacine existait a I'échelle des plants. Qu’en est-il dans le sol ?
Nous allons comparer les valeurs 6D miliacine dans le sol par rapport au 8D miliacine des
plants.

o Retrouve-t-on une variabilité identique ? Le choix du champ de
Méziéres permet de faire une correspondance entre les sites sur
lesquels les plantes ont été prélevées et certains sols.

o La miliacine est-elle affectée par la diagenése, ce qui peut avoir un
impact sur son éD ?

o Quelles sont les modalités d’intégration temporelle dans cette
archive transitoire, comment les stocks produits sur plusieurs

années sont-ils compilés ?
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Toujours dans le cadre du stage de fin d’étude de Manon Béchard, le sol du champ de
Mézieres-lez-Cléry a été prélevé en mars 2011, en 20 points, respectant a peu prés 4
transects de 5 points chacun (Figure 50). Aprés avoir éliminé les 2-3 premiers cm, nous
avons prélevé le sol sur une profondeur de 5cm, considérant que le sol du champ étant

cultivé, il serait homogéne en profondeur et qu’il ne serait pas utile de prélever plus

profond, voir a différents niveaux. Le sol a été séché a I'étuve pendant 48h puis tamisé.
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Figure 50 : Répartition spatiale des échantillons de sols prélevés dans le champ de Mézieres-les-Cléry.

Les valeurs du 3D de la miliacine du sol ont été mesurées. Elles varient de -146%o a
-124%0 V-SMOW, c'est-a-dire une gamme de 22%.. Cette gamme est deux fois inférieure a
ce qui est observé pour les plantes dans le champ de Méziéres. La moyenne du 8D
miliacine des sols est de -135.8 avec un écart-type de 6.2. Les données sont représentées
par fréquence vis-a-vis des valeurs 6D miliacine des graines des plantes de I'article RCMS
(Figure 51). Le 8D miliacine du sol présente une variabilité d’environ 6% V-SMOW, ce qui
correspond a la variabilité calculée lorsque les différents plants sont regroupés par site
(partie C). Le 8D moyen de la miliacine du sol présente un décalage de 16%. comparé a la
moyenne du oD des plantes analysées en 2009. Les valeurs 6D miliacine du sol ne sont
pas corrélables aux valeurs 8D miliacine des graines des plantes ayant poussé a cet
emplacement en 2009 pour les sites qui correspondent entre eux.

La variabilité spatiale du 6D miliacine des graines des plantes n’ayant pas été

étudiée aprés 2009, il n’est pas possible de les comparer ensuite.
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Figure 51 : Histogrammes de fréquence du 8D miliacine depuis la plante jusqu’au sol (toutes les valeurs 8D sont
exprimées en%. V-SMOW).

Comme décrit plus haut, le 8D miliacine moyen des plantes est de -121%. V-
SMOW, avec un écart-type de 9%.. Lorsque les plantes sont regroupées par site, la
moyenne du 8D miliacine des plantes groupées par sites reste sensiblement identique
avec une valeur de -121%. V-SMOW, cependant I'écart-type est réduit a 6%o. V-SMOW. Le
3D miliacine des sols moyen est de -136%. V-SMOW, c'est-a-dire un décalage de 16%o. par
rapport au 8D miliacine des plantes. Cependant l'écart-type reste identique a celui
retrouvé lorsque le 6D miliacine est moyenné en fonction des sites. Ainsi, malgré les
labours, les valeurs 3D miliacine ne sont pas homogénéisées lors du transfert au sol par
rapport a la moyenne des plantes par site, mais sont homogénéisées par rapport a la
population totale des plantes sur le champ. De plus un décalage est observé entre les

plantes et le sol.

123



Ce décalage peut étre expliqué soit par la dégradation de la miliacine, soit par des
effets liés a l'intégration temporelle de la miliacine dans le sol avec une élution plus en

profondeur de la miliacine la plus ancienne.

1ere hypothése : cette différence résulte d’'une dégradation ou d’une contribution

L’appauvrissement en D observé qui consiste en un écart entre D miliacine du sol
par rapport au 6D de la plante de -15 %o pourrait étre comparé a celui qu’observent
Chikaraishi et Narakoa (2006) pour les n-alcanes en Cog (-33 %o) et en Cz4 (-57 %o) entre la
plante et le sol. Lorsqu’ils ont étudié ce transfert plante-sol des n-alcanes, Nguyen Tu et
al. (2010) ont également observé une différence de §°C quils ont attribué & une
contribution microbienne. On pourra d’ailleurs noter que dans I'étude de Chikaraishi et
Naraoka (2006), tous les composés synthétisés via la voie acétogénique présentent un
appauvrissement en D entre la plante et le sol alors que les composés synthétisés via les
voies isopréniques (que ce soit MVA pour les stérols ou MEP pour le phytol) ne présentent
aucune différence de composition isotopique entre le sol et la plante. Ceci pourrait donc
confirmer I'hypothése de la contribution microbienne, les composés synthétisés via les
voies acétogéniques étant plus ubiquistes que ceux synthétisés via les voies isopréniques.
Cependant, une contribution bactérienne ne pourrait pas expliquer la différence de
composition isotopique entre la miliacine dans la plante et dans le sol. En effet, en plus
d’étre synthétisé via les voies isopréniques, aucun micro-organisme n’est réputé capable
de produire de la miliacine. Le décalage observé pour le 3D miliacine entre les plantes et
le sol ne peut étre expliqué par une contribution microbienne. De plus, la miliacine est
considérée comme relativement stable vis-a-vis de la diagenése microbienne (cf. Bossard
et al., 2013), et de la dégradation photochimique (projet PalHydroMil, résultats non-
publiés).

2°™® hypothése : La différence résulte de modalités d’intégration temporelle

L’échantillonnage du sol de Mézieres a eu lieu en mars 2011 alors que l'article
RCMS traite de la récolte de millet de 2009. Or la valeur 8D miliacine moyenne pour le
champ de Méziéres en 2010, qui correspondrait a la miliacine présente en 2011, est de -
132%o0 V-SMOW au lieu de -122 %o en 2009.

Cette valeur de -132%0 V-SMOW dans la plante est égale a la valeur de -135.8%o V-
SMOW. On peut donc conclure que dans le sol du champ de Mézieres, le 6D miliacine
enregistré est bien le 8D miliacine des plantes de la culture précédente, mais aussi que ce
signal persiste au moins 6 mois (de septembre a mars). De plus, il semblerait que le signal
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des années précédentes soit dilué au cours du temps et qu’il ne reste donc que le signal
de l'année immédiatement antérieure. On a travaillé la sur un champ cultivé, avec
labourage, le signal des années bien antérieures a donc pu étre dilué/dégradé ce qui

expliquerait qu’'on ne le retrouve pas.
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Syntheése

Pour conclure cette partie, on peut affirmer que

la miliacine est spécifique de Panicum miliaceum.

Une forte variabilité 8D de la miliacine des graines de plantes peut étre observée
a I'échelle d’'un champ (et donc, par extension, du bassin versant). Cependant la
valeur moyenne du champ est représentative des conditions locales du fait de la
répartition normale des valeurs de dD.

La variabilité annuelle du 6D des précipitations et/ou des conditions climatiques
aériennes (humidité relative) est enregistrée par le 6D miliacine mais selon une
amplitude différente (15%o0 en 6D météorique pour 10%o0 en 6D miliacine, ou rble
de I'’humidité relative ?) qui pourra étre mis en vis-a-vis de ce qui est observé en
conditions contrélées.

Le oD miliacine moyen dans le sol est identique au 6D miliacine moyen des
plantes de la culture immédiatement antérieure.

Le signal archivé dans le sol semble persister au moins jusqu’a la culture
suivante.

L’intérét d’utiliser un composé spécifique est que son signal ne pourra pas étre
dilué par la méme molécule produite par un autre organisme et qu’il enregistrera
des variations de conditions environnementales non révélées par des composeés

ubiquistes.
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CHAPITRE IV - CALIBRATION

A. Fractionnement biosynthétique de deux variétés de P. miliaceum — Conditions
controlées.

L’agriculture est la sélection et domestication d’espéces végétales sauvages propre a la
consommation, que ce soit pour le bétail ou 'lhomme. Une fois la plante domestiquée, I'agriculture
consiste en la sélection d’individus ayant des traits caractéristiques attrayant pour I'agriculteur
et/ou le consommateur, ce qui entrainera une différenciation de I'espéce originelle en plusieurs
sous-especes ou variétés, la génération N+1 se rapprochant de ce que 'homme souhaite par
rapport a la génération N (Darwin, 1859; Tanksley et McCouch, 1997). Cette différenciation pourra
se faire d’'un point de vue macroscopique, lorsqu’elle atteint, par exemple, la taille des graines,
'homme sélectionnant au cours des temps les graines les plus grosses afin d’améliorer le
rendement énergétique (Tanksley et McCouch, 1997) mais aussi d’'un point de vue moléculaire
(Panaud, 2009). C’est cet aspect qui est traité dans cette partie car, qui dit molécules en quantités
différentes, voire I'absence d’'une molécule dans une variété par rapport a une autre variété,
indique que les voies biosynthétiques exprimées peuvent étre différentes d’'une variété a une autre
(Panaud, 2009). Cette sélection des céréales se retrouve dans toutes les espéces cultivées,
depuis le riz jusqu’au millet (Panaud, 2009). Ainsi seront privilégiées, au cours du temps, les

céréales aux graines de plus en plus claires et de plus en plus grosses (Panaud, 2009).

La calibration du 8D de la miliacine a été réalisée sur une la variété "Sunrise" de Panicum
miliaceum, qui est celle actuellement cultivée a Mézieres-lez-Cléry. Mais pour que cette calibration
puisse s’appliquer a la miliacine dérivant des graines de millet produites durant 'dge du Bronze
(issues d’'une variété évidemment différente), il est nécessaire de s’assurer qu'il n'existe pas de
différence importante de fractionnement isotopique entre différentes variétés de P. miliaceum. La

question est donc :

Est-ce que les différentes variétés de millet Panicum miliaceum fractionnent de la

méme maniére les isotopes de I’hydrogéne lors de la synthése de la miliacine ?

Pour répondre a cette question, nous avons cultivé, dans les mémes conditions, une
variété "Black Seeds" qui est une variété rudérale se développant a I'heure actuelle comme plante
adventice dans les cultures de mais et qui correspond a une ancienne variété de millet cultivé
(Poissonnier, 1994), et la variété "Sunrise" actuellement cultivée. Ces deux variétés se distinguent
par une coloration différente des graines et des poids légérement supérieurs pour la variété
"Sunrise". Malgré ces différences d’aspect, les concentrations en miliacine sont similaires dans les
deux plantes (cf. Chapitre Ill). Les deux variétés ont été cultivées dans une méme chambre

climatique (au laboratoire BIOEMCO), sur des solutions hydroponiques identiques, ce qui permet
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d’assurer qu’elles ont bénéficié de conditions rigoureusement identiques (humidité, dD de la

solution hydroponique, température...).

Le &D miliacine de la variété "Black Seeds" est de -145+/-3%0 V-SMOW soit trés proche de
celui de la miliacine extraite de la variété "Sunrise" qui est de -150+/-2%0 V-SMOW. Le 8D de I'eau
du collet de la variété "Black Seeds" est de -40%0 V-SMOW alors que celui mesuré pour la variété

"Sunrise" est de -41%o V-SMOW. Le fractionnement biosynthétique apparent’ lié & la synthése de
la miliacine, E4pp est, pour la variété "Black Seeds", de -109%. V-SMOW et pour la variété "Sunrise"

de -114%0 V-SMOW. Ce fractionnement biosynthétique apparent est donc quasi-identique dans les
deux variétés. On peut considérer que la légéere différence entre ces deux fractionnements
apparents est due au trop faible nombre de réplicats pour la variété "Sunrise" qui ne s’était pas

assez bien développée lors de la culture.

Cette démarche nous permet de penser que les deux variétés de millet fractionnent de la
méme facon. Ceci nous laisse a penser que les variétés plus anciennes de Panicum miliaceum
fractionnaient de la méme fagon que la variété actuelle lors de la synthése de la miliacine. Cette
expérience n’est bien évidemment que préliminaire, mais tend a démontrer que le fractionnement
biosynthétique, et donc certainement les voies biosynthétiques, de la miliacine sont identiques

pour les différentes variétés de Panicum miliaceum.

! pour rappel : €app=1000 [(3D,; + 1000) / (8Dys + 1000) - 1] ol &,p, est le fractionnement biosynthétique apparent, 3D, le 3D de
la miliacine et dDgy le 8D de la solution hydroponique.
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B. Fractionnement biosynthétique d’une variété actuelle et d’une variété rudérale de P.
miliaceum - Conditions naturelles

Des graines de P. miliaceum provenant de trois différents sites en Chine ont été
gracieusement fournies par Xinyi Liu (Department of Archaeology, University of Cambridge). Ces

sites sont répertoriés dans la Figure 52 et le Tableau 14.

Dalian
-

Figure 52 : Sites d’échantillonnage des deux variétés de millet Panicum miliaceum en Chine (image google

map).

Ces sites sont localisés dans une province du nord-est de la Chine. Des graines de
différents plants appartenant a la variété cultivée de P. miliaceum mais aussi a la variété rudérale
(qui y poussait en tant que plante adventice) ont été prélevées. Les graines de cette variété
rudérale sont anatomiquement trés proches de celles de la variété rudérale Black Seeds qui ont
été utilisées pour la culture en chambre climatique. Les graines prélevées provenaient de
difféerents plants (entre 3 et 5) et, bien qu’il ne soit pas statistiquement comparable aux
échantillonnages réalisés dans le champ de Méziéres, le prélévement aléatoire et en quantité
suffisante (>50 dans notre cas) suffit a les rendre informatifs de la zone de récolte (Normes de la

Régie des Marchés Alimentaires et Agricoles du Québec, 2010).
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On observe dans le Tableau 14 que les valeurs 6D miliacine sont identiques pour les deux
variétés de millet. A noter également que les valeurs dD miliacine varient selon les sites de la

méme maniere pour la variété cultivée et la variété rudérale.

Tableau 14 : Valeurs 5Dmiliacine (en%. V-SMOW) de deux variétés de millet sur trois sites chinois.

Latitude Longitude Date Panicum miliaceum Panicum miliaceum rudéral
(jj-mm-aaaa) oD miliacine | Ecart-type |n|®8D miliacine | Ecart-type | n
Site A | 41°23.635’' | 118°43.484' E 01-09-2007 -155 7 4 -152 8 5
Site B | 42°04.378' | 118°48.869 E 06-09-2007 -138 6 4 -140 3 4
Site C | 42°34.349" | 120°26.117' E 05-09-2007 -137 5 4 -138 5 3

La comparaison des valeurs 8D miliacine entre ces deux variétés sur trois sites distincts
permet donc de vérifier que deux variétés différentes de millet fractionnent les isotopes de
I'hydrogéne de la méme fagon lors de la synthése de la miliacine, dans des conditions naturelles

identiques.

Des expériences futures devront confirmer ces résultats en augmentant le nombre de
variétés de millet étudiées. Par ailleurs, nous n’avons étudié dans ce travail que le fractionnement
biosynthétique apparent. Il serait opportun de mesurer également le 8D de I'eau foliaire des
différentes variétés afin d’identifier des différences de fractionnement biosynthétique net'. Les
stomates sont le premier contréle de la composition isotopique I'eau foliaire (Gray, 2007) qui est
celle utilisée pour la synthése des composés organique. Leur nombre et taille est fonction de
divers facteurs environnementaux mais aussi génétiques (Hetherington et Woodward, 2003). Ainsi,
on peut penser quau fur et a mesure de la sélection, certaines espéces se soient retrouvées
privilégiées di a une résistance accrue, par exemple a la sécheresse. On pourra toutefois noter
que le fait que le plantes en C4, dont fait partie le millet, sont décrites comme plus adaptées a des

conditions environnementales difficiles (Chikaraishi et Naraoka, 2003, Chikaraishi et al., 2004a).

! Pour rappel : enet=1000 [(8D,y; + 1000) / (8Deay foliaire = 1000) - 1] oU1 &, est le fractionnement biosynthétique net, dD,; le 8D de la
miliacine et 8Dy foliaire 1€ 0D de 1’eau folaire.
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C. Fractionnement des isotopes de I’hydrogéne pendant la synthése de lipides par
Panicum miliaceum. Expériences en chambre climatique.

Il semble qu’en milieu naturel le 8D miliacine refléte des conditions hydrologiques
locales, et que donc il variera lorsque les conditions hydrologiques changeront (voir la
partie Pertinence). Afin de quantifier des changements hydrologiques, il est nécessaire
d’évaluer I'impact qu'a chacun des paramétres hydrologiques sur le dD miliacine. Les
principaux facteurs impactant le dDmoléculaire sont le dD de l'eau météorique et
'humidité relative (Sachse et al., 2012). Dans une premiére partie, nous avons testé
impact de ces deux facteurs. Dans une deuxiéme partie, nous testerons l'impact de la

rétention en eau sur le dDmiliacine.
Cette premiére partie fait I'objet d’'un article en préparation pour Geochimica et

Cosmochimica Acta. La version incluse dans ce manuscrit n’a pas encore été corrigée par

les co-auteurs.
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Fractionation of hydrogen isotopes during lipid synthesis by Panicum miliaceum.

Greenhouse experiments.
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1. Résumé en francgais
Nous avons mesuré le 8D de lipides (n-alcanes et miliacine, un triterpéne pentacyclique)

extraits de graines de plants Panicum miliaceum cultivés dans des conditions contrdlées. Les
plantes ont été cultivées dans des solutions hydroponiques avec différents 8D et dans deux
conditions d’humidité. La mesure combinée du 8D de I'eau extraite des organes transpirants et
non transpirant et des lipides nous a permis de quantifier les fractionnements biosynthétiques nets
et apparents lors de la synthése des n-alcanes et de la miliacine. Le fractionnement biosynthétique
net calculé pour les n-alcanes (moyenne de 150%o) et la miliacine (120%o) est en accord avec leurs
voies biosynthétiques. Pour la gamme de 6D de I'eau source, les valeurs 8D de la miliacine et des
n-alcanes sont fortement corrélés au 6D de l'eau foliaire. La comparaison du fractionnement
biosynthétique net pour les n-alcanes a longue chaine et la miliacine a deux humidités différentes
suggeérent que les valeurs 6D de I'eau source et 'humidité relative peuvent étre déconvoluées
depuis les valeurs 8D mesurées sur des composés synthétisés par des voies biosynthétiques

différentes de compartiments cellulaires différents.

Key words: Fractionnement biosynthétique; isotopes de I'hydrogéne; Millet; Chambres

climatiques; dD moléculaire.

2. Abstract
We determined hydrogen isotope ratios (dD) of lipids (n-alkanes and miliacin, a pentacyclic

triterpene) extracted from Panicum miliaceum (broomcorn millet) grown under controlled
conditions. Plants were grown on hydroponic solutions with different 8D values and at two different

humidity levels. The combined determination of 8D values of water extracted from transpirative and
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non-transpirative organs and of lipids allowed us quantifying the apparent and net biosynthetic
fractionation during the synthesis of miliacin and n-alkanes. The net biosynthetic fractionation
obtained for n-alkanes (average 150%o) and miliacin (120%o) is in agreement with their respective
biosynthetic pathways. Over the range of source water dD values, miliacin and n-alkanes oD
values are strongly correlated to leaf wax 08D values. The comparison of net biosynthetic
fractionation for long chain n-alkanes and miliacin at two humidity levels suggests that source
water 8D values and relative humidity could be unraveled from 8D values measurement on

compounds synthetized through distinct pathways in different cells compartments.

Key words: Biosynthetic fractionation; hydrogen isotopes; Millet; Greenhouse chamber;

compound-specific dD.
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3. Introduction
Hydrogen isotope ratios (8D) of lipids synthesized by autotrophs and archived in lacustrine

sediments are increasingly used to reconstruct past climate (i.e. Sachse et al., 2012). These lipids
derive from the accumulation over time of various compounds produced by different plants once
living in the catchment and then transported and preserved in sediments. When conditions are
favorable, the isotope ratios of C-bound hydrogen atoms are preserved over geological scale
(Yang and Huang, 2003). The rationale for using the 8D values of these compounds to reconstruct
past climatic conditions is that the hydrogen isotopic composition of individual molecules
synthesized by plants and algae records the climatic conditions that prevailed at the time of their
biosynthesis (Sessions et al., 1999; Sauer et al., 2001; Huang et al., 2002; Gleixner and Mugler,
2007).

The relationship between precipitation water dD values and climatic variables has been
known for long (Dansgaard, 1964). If precipitation waters are directly used for the synthesis of
organic biochemicals, their 8D values are only dependent on the 8D values of precipitation waters
and can be used as a quantitative indicator of climate variability (i.e. Gleixner and Mugler, 2007;
Sachse et al., 2012).

Additional/secondary factors can affect the 8D values of organic compounds during their
biosynthesis. These factors introduce biases into the direct relationship between precipitation water
oD values and 8D values of organic compounds but can also be viewed as a source of additional
information on past environmental conditions. In order to quantitatively reconstruct past climate
variations, an understanding of the intimate relationships between compound-specific 8D values

and their controlling environmental factors is necessary.

The source water of land plants can be subjected to evaporation in soils and to
transpiration. These two parameters are highly dependent on different climatic factors such as the
soil moisture or air temperature. The 8D values of lipids synthesized by terrestrial higher plants
thus integrates the &D values of precipitation, but also other climatic factors, such as humidity and

soil evaporation (Gleixner and Mugler, 2007; Sachse et al., 2012).

After the soil water dD values, the foliar water 6D values are under control of different
factors such as humidity and water use efficiency (Hou et al., 2007a,b; Douglas et al., 2012). There
is still some debate about the main factors driving the 8D values of compounds due to their
biosynthesis location of biosynthesis and the different pool of available hydrogen (Zhou et al.,
2010; Feakins et al., 2010; Mclnerney et al., 2011). This hydrogen pool could be, in some case,
insensitive to transpiration (Mclnerney et al., 2011; Zhou et al., 2010). This is the reason why the
quantification of relationships between individual molecules 8D values and various environmental
parameters must be hierarchized with respect to their respective importance. This can be achieved

through the analysis of leaf wax 8D values over natural gradients (i.e. Huang et al., 2002; Sachse
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et al., 2004; Sachse et al., 2006; Jia et al., 2008; Feakins et al., 2010; Bai et al., 2011; Douglas et
al., 2012; Garcin et al., 2012; Kahmen et al., 2013a). More recent studies involved the cultivation of
selected plants under controlled conditions (i.e. Zhou et al., 2011; Kahmen et al., 2013b). These
calibration studies confirmed that the 8D value of the plant source water is the predominant factor
controlling compound-specific 8D values, they also permitted a better understanding of the impacts
of other variables with the promises of obtaining more quantitative information from compound-
specific 8D measurements (Chikaraishi and Narakoa, 2003; Hou et al., 2008; Sachse et al., 2006;
Smith et Freeman, 2006).

It is worthwhile noting that most of these studies analysed n-alkyl lipids (n-alkanes, fatty
acids) that are not reputed to be specific of a given taxa. Hence, these compounds, when found in
sediments, can derive from a large set of potential producers, each producing a large panel of 8D
values for a given compound within a given context (Hou et al., 2007a; Liu and Yang, 2008).
Considering that multiple controls have been invoked for explaining discrepancies between 6D
values of n-alkyl (lifeform, vegetation type, type of metabolism...) (Hou et al., 2007a; Smith and
Freeman, 2006; Polissar and Freeman, 2010), there is a urgent need for analyzing compounds

susceptible of being archived in sediments and for which the source can be constrained.

Figure 53 : Structure of miliacin.

We recently reported that miliacin (olean-18-en-33-ol ME; Figure 53) found in the
sediments of lake Le Bourget (French Alps) dated back to the Bronze Age is a specific biomarker
of broomcorn millet (Panicum miliaceum) that was grown in the catchment at that time (Jacob et
al., 2008a,b; 2009). This specificity confers sedimentary miliacin, and its dD values, a unique
opportunity to finely reconstruct the climatic conditions that prevailed during the Bronze Age in the
Alps (and wherever sedimentary miliacin attests to millet cultivation). In order to quantify these
relationships between miliacin 6D values and their controlling environmental parameters and to,
more generally, bring information on the key parameters that affect the 8D values of plant lipids,

we have grown millet plants in climatically controlled chambers under various stresses.
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4. Material and Methods

a) Experimental design

We quantified the impacts of two factors that supposedly modify the 8D values of plant
lipids during biosynthesis: source water 6D values and relative humidity. Two climate-controlled
growth chambers (Rubic1 and Rubic5) were used for this experiment. Their volume is 0.5m? for
Rubic1 and 9m® for Rubic5 (Figure 54). Plants were cultivated in these climatic chambers with
constant parameters. The conditions were exactly the same in the two chambers: a photoperiod
12:12, a temperature set at 18°C (night) and 25°C (day), and a slow wind speed to homogenate
the room. Only relative humidity was different between experiments: 61% in Rubic1, 74% in
Rubic5. Twenty plants were germinated on vermiculite from seeds (provided by Mr. Seguin,
Mézieres-lez-Cléry, France) and then 5 plants were grown over 4 different 8D values of water in
the hydroponic solutions (HS) prepared with stock solutions of D,O and of tap water at -50%o V-
SMOW. The expected values of these hydroponic solutions were: -50%o for Pot 1, 0%. for Pot 2,
100%o for Pot 3 and 200%. V-SMOW for Pot 4 (see Section 5/a/1 for measured values).

Relative humidity 61% 74%
Photoperiod (h/h) 12/12 12/12
Temperature (n/d) 18/25°C 18/25°C

M
e

x5

8D (%0 V-SMOW) -15%0 15%0 105%0 160%o0 -36%o0 10%o0 95%0 187%o0
8'°0 (%0 V-SMOW) -1%o -2%o -2%o -3%o -5%o -7%o -7%o -7%o
Pot n° Pot1 Pot2 Pot3 Pot4 Pot1 Pot2 Pot3 Pot4
RUBIC 1 RUBIC 5

Figure 54 : Experimental design. 8D and 3180 values of the hydroponic solution are those measured and

reported in Section 3.2.1.
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b) Water 3D and 5'0 analyses

Water was extracted from green plants one week before sampling seeds at maturity in
order. Different organs of plants were separated (roots, collet which correspond to the first
internode, internodes, nodes, leaves and panicles) for water analyses. The 8D and 5'®0 values of
water extracted from plant organs were determined after cryogenic distillation for 3'0 on an IRMS
(Isoprime) coupled to an Aquaprep and for &D on an IRMS PyrOH (Isoprime) coupled to an
elemental analyser Eurovector. HS were collected at different times and analyzed with the same

device.

c) Extraction and purification of compounds

Plants were collected at harvest time in order to analyse the molecular contents of the
seeds. For each plant, about 40 seeds of the main particle were ground to powder and weighed.
Lipids were ultrasonically extracted three times with organic solvents (dichloromethane /
isopropanol 2:1). The lipids extracts were combined and dried under nitrogen. The total extract was
separated into neutral, acidic and polar fractions by ion exchange chromatography on an
aminopropyl-bounded silica column. The different classes of compounds (n-alkanes and miliacin)
were purified from the neutral fraction by flash chromatography on activated silica by using
solvents of increasing polarity. Aliphatic hydrocarbons such as n-alkanes were first eluted with 2mL
of heptane, then aromatic hydrocarbons were eluted with heptane:toluene 2:1. Miliacin was eluted
with 2mL hexane:toluene (1:1) and 2mL hexane/ethyl acetate (19:1). The different fractions were
dried under nitrogen and stored at 4°C until analysis by gas chromatography / mass spectrometry
(GC-MS) and gas chromatography-isotope ratio mass spectrometry (GC-irMS). 5a-cholestane was

added prior to analysis by GC-MS for quantification.

d) Compound quantitation and purity assessment

The abundance and purity of the different compounds were assessed by GC-MS on a
Trace gas chromatograph coupled to a Polaris GCQ ion trap mass spectrometer (both from
Thermo Scientific, Bremen, Germany) according to previously described method (Jacob et al.,
2005). The gas chromatograph was fitted with an Rtx-5 MS capillary column (5m column guard,
30m, 0.25mm i.d., 0.25um film thickness; Restek, Bellefonte, PA, USA). The temperature of the
column was held at 40°C for 1mn, and then increased from 40 to 300°C at 20°C.min"", with a final
isothermal hold at 300°C for 30min. The sample was dissolved in toluene and injected splitless in a
2ul volume with injector temperature set at 280°C. The carrier gas was helium at a flow rate of
1.4ml.min”'. The mass spectrometer was operated in the electron ionization (EI) mode at 70 eV

ionization energy and scanned from m/z 50 to 650.
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e) Compound-specific 5D measurements

0D values were determined on a TraceGC chromatograph equipped with a Triplus
Autosampler coupled to a DeltaV Advantage isotope ratio mass spectrometer through a GC-Isolink
interface and a Conflo IV dilution system (all from Thermo Scientific). The chromatographic
conditions were the same as those used in the GC-MS experiments, except that the GC column
(J&W DB5, 30m, 0.25mm i.d., 0.25um film thickness; Agilent, Palo Alto, CA, USA) was slightly
different. 1ul of the sample dissolved in toluene was injected at least 3 times. A standard
constituted by 1ul of a mixture of 15 n-alkanes (n-C4s to n-C34) with 8D values ranging from -46.3 to
-242.3%o0 determined off-line (A. Schimmelmann, Indiana University, USA) was used to calibrate
reference gas prior to analyses. Then, lipids 6D values were normalized to the V-SMOW (Vienna
Standard Mean Ocean Water) isotopic scale using the reference gas 6D value. The mixture of n-
alkanes was routinely injected to check the 8D values of the reference gas each 3 samples.
Measured 8D values for the n-alkanes mixture are in good agreement with those measured off-line
(r*>= 0.99). The overall precision for the n-alkanes standard reaches 6%.. Our samples were at least
injected three times until the precision reaches 6%.. Replicates were injected randomly in order to
ensure the reproducibility was dependent of experimental conditions. All isotopic values are
expressed in%o. V-SMOW.

5. Results

a) Water 8D and 5180 values

(1) Water 6D and 6180 values of the hydroponic solution

8D and 8'®0 values of water in the HS used for the experiments were as follow (Table 1;
expected values in brackets): Rubic1: -15 (50); 15 (0); 105 (100); 160 (200)%o for 8D values and -
1.09, -2.24, -2.44 and -3.45 for §'%0 values in Pots 1, 2, 3 and 4; Rubic5: -36 (50); -10 (0); 95
(100); 187 (200)%o for 5D values and -4.84, -6.58, -6.58, -6.79 for §'20 values in Pots 1, 2, 3 and 4.
This constitutes a range of 170%. for 8D values in Rubic1 and 220%. for Rubic5. In the following,
results will be listed by using the same order: Rubic1 Pots 1, 2, 3 and 4 and Rubic5 Pots 1, 2, 3
and 4. To note, there is a slight increase in §'0 values with increasing 8D values probably due to

higher §'®0 values of D,O when compared to tap water used for the preparation of stock solutions.
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Transpirative organs

—— Hydroponic solution and non-transpirative organs
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Figure 55 : Water 8D values in different organs along an increasing hydroponic solution &D.
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Tableau 15: 8D and 5'°0 values of water in the hydroponic solution and in transpirative and non-transpirative
organs during experiments in Rubic1 and Rubic5. HS=hydroponic solution; R=roots; LX=leaf X (Leaves are

numbered from bottom to top); C=first internode / collet; IN LX=internode between leaf X-1 and leaf X; P=panicle.

Rubic1 5o oD Rubic5 50 oD
(%o V-SMOW ) [ (%> V-SMOW ) (%o V-SMOW ) | (%o V-SMOW )
HS K 15 HS 5 36
R -1 23 R -5 -38
c Kl 23 c 5 37
INLS| -1 -15 INL6 5 -36
INLE| -1 13 INL7 5 -35
B YT 4 B 17 _ | INL8 5 -38
5 5 | INL9 5 -38
& S NLof -6 -39
o B8 |INL11 5 -39
§ L5 9 39 § L6 3 12
L6 9 k14 L7 3 -9
L7 10 42 L8 10 5
L8 10 44 L9 11 10
L10 11 8
L1 11 9
P 6 26 P 3 9
HS 2 15 HS 7 -10
R 3 16 R 6 -10
c 2 15 c 6 9
INL5| -2 14 INL7 7 -10
INLE| -3 18 INL8 6 -10
o N7 3 16 o |NCiof 7 -10
5 |INL8| 3 16 5 |INL11 7 9
& el TR -10
S| s 5 47 ‘8 L6 6 11
g L6 6 50 g L7 6 10
L7 6 47 L9 8 14
L8 10 60 L10 7 13
L9 9 53 L1 8 14
L12 7 13
P 8 51 P1 4 10
P2 3 8
HS 2 105 HS 7 95
R 2 108 R 6 94
c -3 104 c 6 95
INL5| -2 108 INL6 -6 94
w |INL8| 2 111 R NN 6 95
5 |INL7| 2 109 5 | INL8 6 92
o 2 11 &l INLe 7 94
o 8 |INL10 6 93
g L4 4 95 § L6 7 52
L5 6 93 L7 7 55
L6 2 88 L8 8 51
L7 12 80 L9 9 52
L10 9 47
P 7 84 P 4 55
HS 3 160 HS 7 187
R 3 161 R 6 188
c 3 164 c 7 187
INLS| -4 158 INL6 7 187
< |INt| 3 152 < | INw7 7 189
g |INnL7 3 151 & [iNnLs 7 187
o o | INL9 7 186
2 g [iNviof 7 186
2 [ La 3 16 2| s 7 16
L5 5 126 L8 7 114
L6 4 129 L1 7 111
P 5 102 P1 6 110
P2 6 117

(2) Water 6D and 6180 values of non transpirative organs
Water 6D values of organs such as roots, nodes and internodes, range from -23 to +164%o
V-SMOW in Rubic1 and from -39 to +189%. V-SMOW in Rubic5 (Table 15). Those values are in
good agreement with values obtain from HS: For Rubic1: from -22 to -13%. for an HS at -15%q;
from 14 to 18%o. for an HS at 15%o, from 104 to 109%. for an hydroponic solution at 105%., from 150
to 164%o for an HS at 160%o; and for Rubic5: from -39 to -35%o. for an HS at -36%o; from -10 to -9%o
for an HS at -9%., from 92 to 95%o for an HS at 95%o, from 186 to 189%. for an HS at 187%o.

Water "0 values in those organs are also very close to the §'®0 values of water in the
corresponding HS. For the HS of which the §'0 of water is -1.1%o in Rubic1, §'20 values of water
in organs range from -1.4 to -0.8%eo; for -2.2%., it ranges from -2.8 to -2.1%.; for -2.4%., from -2.8 to

-2%o; for -3.4%o, from -3.6 to -3%o. In Rubic5, the §'0 values water in organs are as follows: for an
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HS at -4.8%o, from -5.5 t0 -4.7%o; for -6.6%o (8D at -9.5%o), from -7 to -6.4%.; for -6.6%o (8D at 95%),
from -6.7 to -6%o; for -6.8%o, from -7 to -6.1%o.

(3) Water 6D and 6180 values of transpirative organs
The 8D values of water extracted from panicles and leaves range from 26 to 129%. V-
SMOW in Rubic1, and from -9 to +117%. V-SMOW in Rubic5 (Table 15). Water in the transpirative
organs is thus enriched in deuterium when compared to the HS when the HS is depleted, whereas
water 8D values of leaves are depleted in deuterium compared to source water when deuterium
content of HS is very high. The 80 values of the water of those organs are systematically

enriched compared to the HS §'°0 values.

b) Lipid 8D values
The most abundant lipids synthetized by Panicum miliaceum L. and present in the seeds
were analysed. They are n-C,s, n-Co;, n-C31 and n-Cs; alkanes and miliacin. 8D values of n-Cyg
were not measured due to coelution with 5a-cholestane, used as quantitation standard. 8D values

of miliacin and n-alkanes are reported together with those of the HS in Table 16.

a) Miliacin 8D values

Miliacin 8D values range from -77 to -17%o for Rubic1 and from -122 to -31%. V-SMOW for
Rubic5 (Table 16). This constitutes a range of 60%o for Rubic1 and of 91%. for Rubic5.

b) n-alkanes dD values

Four compounds were analysed due to their high abundance, the n-C,s alkane, the n-C,;
alkane, the n-Cj; alkane and the n-Cjs; alkane. Their 8D values ranges from -180 to -30%. V-
SMOW (Table 16). All these compounds have &D values increasing with increasing deuterium

enrichment of the HS and of leaf water.
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Tableau 16: 8D values of miliacin and n-alkanes extracted from P. miliaceum seeds collected after cultivation in Rubic1 and Rubic5 climatic chambers.

Hydroponic

solution

Miliacin 8D

n-Cas alkane 8D

n-Cy7 alkane 8D

n-Ca1 alkane 8D

n-Cas alkane 8D

(%o V-SMOW ) (%o V-SMOW) | Stdev (%o V-SMOW) | Stdev (%0 V-SMOW) | Stdev| n | (%o V-SMOW) | Stdev (%o V-SMOW) | Stdev
-15 =77 6 -119 -96 1 -97 -102
15 -61 -99 -128 1 -83 -78
Rubic1
105 -34 1 -83 12 -81 0 2 -70 18 -54 10
160 -18 -59 -57 1 -32 -31
-36 -122 7 -155 2 -170 6 3 -160 3 -179 14
-10 -109 2 -134 -161 1 -140 -133
Rubic5
95 -80 7 -98 -105 1 -108 -98
187 -31 1 -61 10 -66 1 2 -71 11 -70 2
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6. Discussion
a) Water uptake and transpiration

(1) Water uptake
The 8D values of water from organs such as roots, nodes and internodes, are the same

that the source water 8D values (i.e. the regression line has a 1:1 slope in Figure 4 for Rubic 5),
whatever the HS water 5D values (Table 15 and 16). The same applies for §'°0 (Figure 56). This is
consistent with previous studies that showed that, except for plants living in extreme environments
and/or displaying stomata on stems (Ellsworth and Williams, 2007; Lin and Sternberg, 1993) —
which is not the case for P. miliaceum -, 8D values of water in non-transpirative organs (roots,
nodes, internodes) are the same as that of source water (Dawson and Ehleringer, 1991; Bariac et
al., 1994a,b; Gleixner and Mugler, 2007; Sachse et al., 2006). Our study thus confirms that there is

no discernible isotopic fractionation during water uptake.

(2) Transpiration

5D (and §'®0) values of the water extracted from transpirative organs (leaves and panicles)
are systematically different from 8D (and §'®0) values of the hydroponic solution (Figure 55). When
the hydroponic solution is depleted in D, water in transpirative organs is enriched in D. Reversely,
when the hydroponic solution is enriched in D, water in transpirative organs appears depleted in D
(Figure 55). These differences can be explained by isotopic fractionation during transpiration. For
low hydroponic solution 8D values, water enrichment in transpirative organs is due to the
preferential transpiration of H,O compared to HDO (Santrucek et al., 2007). For high hydroponic
solution 8D values, the reverse occurs with preferential transpiration of HDO compared to H,O,
due to the Péclet effect (i.e. Shu et al., 2008). Because the range of §'°0 values of the hydroponic
solution is more constrained than that of 8D values, we do not observe this effect, but only
enrichment in '®*O between the hydroponic solution and water in transpirative organs due to

transpiration (Figure 55).

Apart from these general considerations, some minor differences could be observed
between organs. A gradient in leaf water enrichment (both for D and '®0) can be observed with
lower enrichment for lower (and senescent) leaves, which exhibit an intermediate behaviour
between non-transpirative and fully transpirative leaves (Figure 55). Water extracted from panicles
also shows an enrichment in both D and "®0 that is close to that of transpirative organs (Figure 55).
As a matter of fact, panicles can be considered as transpirative organs due to the presence of
glumes, which are photosynthetically active and subject to transpiration (Lu and Lu, 2004; Zhang et
al., 2008). As for leaves, some values tend towards those of non-transpirative organs. This can
result from the sampling of panicles since the water of the supporting stem (non-transpirative) was
collected with that of seeds. This can also result from the senescence of glumes that thus lose their

transpirative ability.
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Because we used HS protected from evaporation, only transpiration can be invoked as the
controlling factor of D and O enrichment in leaves. Transpirative rates of P. miliaceum can be
calculated from the evolution of 8D and §'O values from water in HS to water in transpirative
organs in each pot (Figure 55). For each experiment, all rates point to a virtual single 8D / §'0
couple of values that corresponds to the expected isotopic composition of water vapour in Rubic 1
and Rubic 5. Although we were unable to measure the isotopic composition of water vapour, the
convergence of transpirative rates towards a unique point (for each climatic chamber) indicates

that the chamber was at equilibrium during our experiment.

b) Apparent and net biosynthetic fractionations

All lipids (n-alkanes and miliacin) are systematically depleted in deuterium compared to the
HS and to leaf water (Table 16). This common feature is explained by the preferential selection of
hydrogen compared to deuterium during biosynthesis, as a result of high NADPH selectivity
towards deuterium (Chikaraishi et al., 2009; Schmidt et al., 2001). The difference of 8D values
between lipid compounds and HS is defined as the apparent biosynthetic fractionation, whereas
the real (or net) biosynthetic fractionation refers as the difference of 8D values between lipid
compounds and leaf water (Kahmen et al., 2013b; Chikaraishi et al., 2009; Gleixner and Mugler,
2007).

Here, apparent biosynthetic fractionation is defined as (Chikaraishi and Narakoa 2003;

Sessions et al., 1999):

Equation 1
€2p,=1000 [(8D compound + 1000) / (3D HS + 1000) - 1]

and net biosynthetic fractionation as:

Equation 2
€.=1000 [(8D compound + 1000) / (8D leaf water + 1000) - 1]
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Figure 56 : 8D values of non-transpirative organs (NTO), transpirative organs (TO and panicles — P), of miliacin

and n-alkanes versus 8D values of the hydroponic solution in Rubic 5.
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Tableau 17: Apparent (gapp) and net (gnet) biosynthetic fractionation for miliacin and n-alkanes, calculated from equation 1 and equation 2, in Rubic 1 (61 % relative
humidity) and Rubic 5 (74 % relative humidity). Biosynthetic fractionations are calculated from panicles water (PW; see Table 1) 3D values since it is supposed to be the

water from which n-alkanes and miliacin were produced in seeds.

HS dD 8app (%o) PW &D anet (%o)
(%u V-SMOW) Miliacin I7-C25 H-Cz7 I7-C31 I1-033 (%o V—SMOW) Miliacin I7-C25 H-Cz7 I7-C31 H-Csa
-15 -63 -106 -82 -83 -88 26 -100 -141 -119 -120 -125
Rubic1 15 -75 -112 -141 -97 -92 51 -107 -143 -170 -127 -123
105 -126 -170 -168 -158 -144 84 -109 -154 -152 -142 -127
160 -153 -189 -187 -166 -165 102 -109 -146 -144 -122 -121
Average -104 -144 -144 -126 -122 Average -106 -146 -146 -127 -124
-36 -89 -123 -139 -129 -148 -9 -114 -147 -162 -152 -172
Rubic5 -10 -100 -125 -153 -131 -124 9 -117 -142 -168 -148 -141
95 -160 -176 -183 -185 -176 55 -128 -145 -152 -155 -145
187 -184 -209 -213 -217 -217 113 -129 -156 -161 -165 -164
Average -133 -158 -172 -165 -166 Average -122 -147 -160 -155 -155
Stdev 46 42 33 43 40 Stdev 8 6 7 15 15
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(1) n-alkanes

As discussed earlier, the isotopic composition of leaf water differs from that of non-
transpirative organs (and consequently of HS) due to transpiration. Thus, whereas the relationship
between HS 8D values and non-transpirative organs 8D values is close to 1, it is only of 0.48 for

leaf water (Figure 56).

The range of apparent biosynthetic fractionation (€., between n-alkanes and HS &D

values is highly variable with -151 + 39%o for n-Cos, -158 + 40%0 for n-Co7, -146 * 45%o for n-Csy,
and -144 + 43%. for n-Cs3 (Table 17), due to the deviation of leaf water 6D values from HS 8D

values, attributed to transpiration. If we only consider the most “natural” conditions (with HS &D
values at -15 for Rubic1 and -36 and -10%. for Rubic 5), sapp are -118 + 11%o for n-Cys, -125 + 37%0

for n-Cy7, -114 + 27%o for n-Cs4, and -120 + 30%o for n-Cas.

&€.p between n-alkanes and growth water was -158 and -162%o for Zostera marina and
Spartina alterniflora, respectively (marsh grasses; Sessions et al.,, 1999; Sessions, 2006). For
terrestrial plants, several authors reported Eapp from -80 to -206 (Sachse et al., 2006, 2009; Hou et
al., 2007b; Feakins and Sessions 2010; Garcin et al., 2012; Tipple et al., 2013; Kahmen et al.,

2011). Focusing on C3 grasses, Sachse et al. (2010) and Kahmen et al. (2013b) reported &,
from -22 to -175%0. Focusing on C4 plants, Chikaraishi and Naraoka (2003) reported &,,, values of
-132 + 12%o for n-alkanes, whereas Mclnerney et al. (2011) found €,,, = -135 + 15%o for nN-Cyg
alkane. Similarly, Chikaraishi et al. (2004) found €., values ranging from ca. -100 to -140%o for C4
plants and Smith and Freeman (2006) found &, for n-Cy of -140%0 + 15 for C4 grasses. In the
literature, only Smith and Freeman (2006) calculated &, for Panicum species (P. virgatum: €., =

-151%o). Therefore, our &,,, for n-alkanes produced by P. miliaceum is consistent with ranges

published in the literature.

At first order, 0D values of n-alkanes correlates with 8D values of leaf water, with rather
homogeneous net biosynthetic fractionations (enet) of -147 + 6%o for n-C25, -154 £ 17%. for n-C27,
-141 £ 17%o for n-C31, and -140 + 20%o for n-C33 (when both Rubic1 and Rubic5 are considered;
Table 17 and Figure 56). This is consistent with 8D values of biochemicals being more reflective of
leaf water &D values (Kahmen et al., 2013b; Sachse et al., 2010).
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Our &€, values also fall within the range of values reported by other authors. Feakins and
Sessions (2010) reported €, of -147 + 18%o for an entire ecosystem. Sessions et al. (1999)
reported €, of -158 and -162%. for aquatic plants (respectively Zostera marina and Spartina

alterniflora). For trees, &€, range from -120 to -170%. (Sachse et al., 2009; Tipple et al., 2013;

Kahmen et al., 2011). For C4 plants, Zhou et al. (2010) and Smith and Freeman (2006) reported

€.« of -180 and -150%o (the difference being attributed to temperature) and -157%o, respectively. It
is worthwhile noting that the range of €. for n-alkanes is narrower than that of €,, and

independent of the plant type. Our study provides the first values for n-alkanes &, in Panicum
miliaceum.
(2) Miliacin
As for n-alkanes, miliacin dD values parallel that of leaf water 8D values with a rather
homogeneous &€, of -114 + 10%. (Table 17 and Figure 56). Reversely, miliacin 8D values diverge

from HS 8D values as exhibited by an elevated standard deviation (44%o) around an average value
of -119%o. (Table 3).

Miliacin 8D values are, for HS &D value of -50%. V-SMOW nearby -111 and -122%. V-
SMOW. This last value is consistent with that found for miliacin 8D values in seeds of millet grown
in the field (Bossard et al., 2011) with a meteoric source water of -50%. (Millot et al., 2010). Miliacin

0D values of plants growing with HS 8D values of -50%0 V-SMOW are in the same range as the

few 8D values measured for triterpenoids (Sessions et al., 1999; Chikaraishi et al., 2004). The €.,

of miliacin is about -119 in average whereas triterpenoids €., range from -191 to -122 for Spartina

alterniflora (Sessions, 2006) and -150 (Sauer et al., 2001).

The &, of miliacin (-114) cannot be compared to other &, measured for pentacyclic

triterpenoids. The only &€, for triterpenoids in C4 plants reported up to now concerns sterols from

Zea may were -202 and -211, depending of the growth temperature (Zhou et al., 2010).

(3) Relationship between compound-specific, leaf water, and HS 6D

values
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As illustrated earlier, the 0D values of miliacin and n-alkanes correlate with leaf water 6D
values and not HS 8D values (Figure 56). The slopes of the n-alkanes and miliacin 8D values vs.

HS &D values are closer to that of leaf water 8D values vs. HS 8D slope than to that of the 1:1
linear regression (Figure 56). It is also illustrated by larger standard deviation for €,,, than for €

for all compounds (Table 17).

Several studies showed that 8D values of biochemicals are driven by 8D values of leaf
water, which integrates the 8D values of meteoric water and evapotranspiration processes
(Sessions et al., 1999; Chikaraishi and Narakoa, 2003; Hou et al., 2007b; Mclnerney et al., 2011).
Our results clearly suggest that the 8D values of n-alkanes and miliacin are more closely related to
leaf water D values than to HS &D values (Table 18 and Figure 56). This suggests that
evapotranspiration processes that affect 8D values of leaf waters will have a strong impact on the
oD values of biological compounds synthesized in leaves, i.e. the factors controlling the
transpiration of the plants will strongly influence the 8D values of biochemicals (Gleixner et Mugler,
2007; Sessions et al., 1999; Hou et al., 2007a,b).

(4) Differences in &€,, between miliacin and n-alkanes

€.« Was -114 + 10 for miliacin whereas it reached -147+ 6, -154 + 17, -141 + 17 and -140 +

20 for n-Cys, n-Co7, n-C3;1 and n-Cs3 (Table 17). This depletion of ca. 40%. for n-alkanes compared
to a pentacyclic triterpene can be attributed to the distinct metabolic pathways leading to these
compounds (Chikaraishi et al., 2009; Sessions et al., 1999; Sessions, 2006; Zhou et al., 2011).
These distinct pathways not only involve distinct enzymatic processes but also different pools of
hydrogen (within the cytosol and the plastid), for example during the steps of hydrogenation and
deshydrogenation, via NADPH (Chikaraishi et al., 2009). Those different hydrogen pools could

reflect differential conditions that prevail in the cell compartments (Shen et al., 2013).

c) Impact of relative humidity

(1) Impact of relative humidity on leaf water 6D values

Leaf waters (panicle waters displayed in Table 3) display different 8D values for the same
HS 8D values at two humidity conditions (61 % and 74 %). For example, HS &D values of -15 and -
10%o, 6D values of water in panicles is 26%. at 61 % humidity and 9%. at 74 % humidity. This
indicates that leaf water 8D values are not only impacted by the 8D values of HS, but also that leaf

transpiration is dependent on relative humidity. This illustrates the impact of relative humidity on
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water fluxes controls in stomata (Manzoni et al., 2013) attested by increasing fractionation of leaf

water with increasing humidity.

(2) Impact of relative humidity on compound-specific dD values

At first order, and as described above, miliacin and n-alkanes &D values are strongly
correlated to leaf water 8D values. For a given relative humidity, €. is rather constant with

increasing HS &D values. This is consistent with previous studies (i.e. Hou et al., 2007b;
Chikaraishi et al., 2009; Kahmen et al., 2013a). As written by Sachse et al. (2010), lipids 8D values
are mainly controlled by HS water 8D, via leaf water dD. However, the leaf water
enrichment compared to the hydroponic solution is mainly due to the humidity that partly controls

transpiration (Kahmen et al., 2013a,b).

At second order, tiny but significant differences in the response of n-alkanes and of miliacin

could provide clue information on the respective impacts of source water 8D values and relative

humidity on &D values of biochemicals. €, for the n-C,s alkane is similar (-146 and -147%o) for

both relative humidity (respectively 61 and 74%; Table 18). This is consistent with the constant €,
reported for this compound in other studies (Hou et al., 2007b; Kahmen et al., 2013b; Zhou et al.,
2010). For longer chain n-alkanes (n-C,;, n-Cs; and n-Cs3), the difference of €, for to relative

humidity levels increases with increasing chain length: -146/-160%. for n-Cy7, -127/-155%. for n-
Cs1, and -124/-155%o for n-Csq, i.e. 14, 28 and 31%. additional fractionation of hydrogen isotopes

for 13% more humid conditions. The same feature is observed, to a lesser extent, for miliacin.
Miliacin &€, is about 106%o for a relative humidity of 61% and 122%. for a relative humidity of 61%,

i.e. a difference of 16%0 imputable to a 13% difference in relative humidity.

The distinct behaviour of these compounds towards humidity could be related to the
location of their synthesis within the cell. n-Alkanes are first biosynthesised in the chloroplast up to
16 to 18 carbon atoms. Then, elongation processes are realized in the cytosol (Zhou et al., 2010;
Grice et al., 2008). Thus, the contribution of hydrogen originating from the chloroplast decreases
with increasing chain length. As other pentacyclic triterpenes, miliacin can be produced through
two distinct biosynthetic pathways. The mevalonate pathway (MVA, realized in the chloroplast) and
the non-mevalonate pathway (MEP/DOXP, realized in the cytosol) can both be used to synthesize
these compounds, depending of environmental factors. The distinction between these two
pathways cannot be readily achieved due to interferences and exchanges of common precursors
between both pathways, i.e. between the cytosol and the chloropast (Bartram et al., 2006;

Hemmerlin et al., 2012).
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The heterogeneity of the water 8D values in cells has been demonstrated in previous
studies (Bariac et al., 1994a, Hou et al., 2008; Santrucek et al., 2007; Zhou et al., 2010). It results
in a high variability of ®D values of hydrogen/deuterium pools available for biosynthesis
(Chikaraishi et al.,, 2003; Sessions et al., 1999). As a matter of fact, several authors have
demonstrated that NADPH &D values are dependent from the compartment from which they are
produced (Schmidt et al., 2003; Sessions, 2006; Zhang et al., 2008).

Our working hypothesis, which must be confirmed by additional cultivation of plants in
climatic chambers, under varying levels of relative humidity, is that differences in &D values of
compounds produced via distinct biosynthetic pathways (thus with distinct sources of hydrogen
within cells) in a single plant could help discriminating the impacts of relative humidity and of
source water 8D values in order to refine the palaeoclimatic interpretation of 6D values of

sedimentary compounds.

7. Conclusion
The quality of interpretation of 8D values of single molecules retrieved from sedimentary

archives in paleoclimatic studies, and the potential to obtain quantitative estimates of variables that
define the hydrological, are contingent upon our understanding of the main parameters that affect
these 6D values. Our contribution was conducted on Panicum miliaceum plants that were
cultivated in controlled conditions over hydroponic solutions of varying 8D values, and under two

relative humidity levels.

oD values of n-alkanes and miliacin show a strong correlation with leaf water 8D values as
attested by relatively constant net biosynthetic fractionation of -147%o for n-Css, -154%o for n-Co;, -
141%o for n-Cz4, -140%o for n-Cs3 and -114 for miliacin whereas apparent biosynthetic fractionation
are highly variable. Our results thus confirm that leaf water 8D values (which integrate source

water 8D values and transpiration) are the main control on 8D values of biochemicals.

Considering that the difference of net biosynthetic fractionations between two humidity
levels increase for n-alkanes of increasing chain length (and distinctively for miliacin), we suspect
that the respective impacts of humidity and source water dD values could be discriminated by
comparing 8D values of compounds produced through distinct biosynthetic pathways with
hydrogen atoms originating from distinct compartments with photosynthetic cells. This hypothesis

must be confirmed with additional experiments involving a larger number of relative humidity levels.
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D. Effet d’un gradient de PolyEthyléneGlycol (PEG) sur le fractionnement des isotopes de
I’hydrogéne pendant la synthése de lipides par Panicum miliaceum. Expériences en
chambre climatique.

Cette partie n’a pu étre intégrée dans l'article du fait d’'une mauvaise croissance des plants
de millet. Dés aprés I'ensemencement, ils avaient déja eu tendance a fleurir en a peine 15jours
alors qu’ils ne mesuraient que quelques cm et qu’ils n’avaient toujours pas été mis dans les
chambres climatiques. On suppose que ces plants ont détecté la saison hivernale et ont donc
précipité leur cycle. Je vais cependant traiter de ce sujet dans cette partie, car les résultats sont

prometteurs et que les plantes traitées peuvent étre comparées aux plantes témoins.

Nous avons dans la partie précédente testé différents facteurs afin d’évaluer leurs impacts
sur le dD miliacine : variété de P. miliaceum, dD de la solution hydroponique, humidité relative. Le
dernier facteur pouvant avoir un impact sur les valeurs de dD de la miliacine est un stress
hydrique, c'est-a-dire un manque d’eau a la racine. Nos cultures se font en milieu hydroponique,
c'est-a-dire que la plante a les racines dans I'eau. Afin de simuler un manque d’eau a la racine,
nous avons ajouté du Polyéthyléne Glycol (PEG) dans les bacs d’eau. Les racines ressentent cet
ajout comme un manque d’eau puisqu’elles auront plus de mal a pomper cette eau. Le gradient
que nous avons utilisé va de 0 a -7,5bars. L'effet du PEG peut aussi étre comparé a celui de

textures différentes du sol (sableuse vs argileuse) (Imhoff et al., 2010).

Le PEG est couramment utilisé pour appliquer ou simuler des stress hydriques mais
l'expression de son unité varie selon les auteurs, ainsi certains I'exprimeront en concentration de
PEG (mM ou %) (Bajji et al., 2000 ; Linossier et al., 1999 ; O’Donnel et al., 2013), d’autres en
Pascal (MPa) (Kawasaki et al., 1983 ; Morgan et al., 1990 ; Huang et Song, 2013 ; O’'Donnel et al.,
2013) et d’autres encore en atmosphére (atm) (Macklon et Weatherley, 1965). La fiche technique
du produit et I'habitude du laboratoire BIOEMCO est d’exprimer ses valeurs en bar, c’est pourquoi
nous avons choisi cette unité. Mais toutes les expressions sont liées : 10°Pa = 1 bar = 0,987 atm.
De plus, un lien est établi entre quantité en PEG et pression osmotique, c'est-a-dire la force de

rétention en eau (Figure 57).
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Figure 57 : Relations entre concentration en PEG et pression osmotique.

Dans notre expérience, nous avons fait germer les graines sur vermiculite, puis adapté a la
culture en solution hydroponique dans les chambres climatiques. Les plantes sont au nombre de 5
dans les bacs pour chacun des traitements, et le PEG est ajouté progressivement pour chaque
traitement. Pour le témoin, aucun PEG n’est ajouté. Pour le bac a -2.5 bars, nous avons ajouté le
PEG aussitét aprés acclimatation (1 semaine). Les bacs a -5, -7.5 et -10 bars sont également
passés a -2.5 bars au bout d’'une semaine. Une semaine aprés, on ajoute une quantité donnée de
PEG pour atteindre une pression osmotique de -5 bars dans les bacs a -5, -7.5 et -10 bars. La
semaine suivante, les bacs -7.5 et -10 bars sont passés a une pression osmotique de -7.5 bars. Au
bout d’'une semaine, les plantes furent trop desséchées pour augmenter la pression osmotique du

dernier bac a -10 bars. Par conséquent, le gradient ne sera que de 0 a -7.5 bars.

Les plantes ne se sont pas autant développées dans cette expérience que dans celle
durant laquelle nous avons fait varier le 8D de la solution hydroponique. La conséquence a été un
manque de matériel pour analyser les valeurs isotopiques de I'eau des plantes. Il en a été de
méme pour la quantité de miliacine dans les graines. Les épis étaient formés de trés peu de
graines et, par conséquent, trés peu de miliacine a pu étre extraite afin de réaliser les mesures
isotopiques. C’est ce qui explique les incertitudes importantes de nos mesures de 8D miliacine. Le

0D miliacine des plants (Figure 58-A) et le 8D miliacine moyen par traitement (Figure 58-B).
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Figure 58 : Evolution du 8D miliacine (en%o. V-SMOW) en fonction de la pression osmotique exprimée en bar. A :
8D miliacine des plantes avec I’écart-type analytique. B : D miliacine moyen en fonction de la rétention en eau

avec I’écart-type entre les différentes plantes.

Malgré la forte variabilité analytique des valeurs ®D miliacine, on peut observer un
enrichissement en D en fonction de 'augmentation de la concentration en PEG (ou augmentation
en rétention en eau ou encore augmentation de la pression osmotique). On remarquera que la
valeur du 8D miliacine pour une rétention en eau de -7.5 bars semble étre au méme niveau que
les valeurs 6D miliacine des graines des plantes a -5 bar. Le 8D miliacine varie ainsi de -148%o V-

SMOW pour la miliacine des graines des plants dans la solution hydroponique sans stress
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particulier une valeur de 6D miliacine de prés de -130%o pour une pression osmotique de -5 bars,
ce qui veut dire un shift du 6D miliacine de 20%. pour un changement de -5 bars en pression
osmotique. Il semblerait qu’aucun shift supérieur ne puisse étre observé puisque la plante ne
pourra se développer pour des pressions osmotiques au-dela de -7.5 bars et que le seuil de

tolérance est a -5 bars.

Dans des études antérieures, -7.5 bars est la valeur maximale utilisée par Kawasaki et al.
(1983). Les plantes étudiées (haricot et mais) présentaient déja une biomasse divisée par 3 (que
ce soit pour la taille du plant ou pour la longueur des racines) comparée aux conditions normales.
O’Donnel et al. (2013) ont aussi utilisé du PEG sur du Sorgho. lIs ont atteint un maximum de -5
bars. Pour cette valeur de -5 bars, ces auteurs observaient déja une biomasse totale de la plante
divisée par 2. Ces auteurs ont également abordé le probléme de la récupération de la plante aprés
un traitement au PEG. Une fois le traitement au PEG arrété, la plante ne présente pas
d’améliorations, en termes de croissance, comparée aux plantes pour lesquelles une pression
osmotique a -5 bars est conservée. En revanche, les photosystémes des plantes remises dans
des conditions normales retrouvaient une activité sensiblement identique a celle du témoin. Cette
observation vient donc renforcer ce que I'on avait observé pour les valeurs 6D miliacine du champ
de Méziéres-lez-Cléry (Bossard et al., 2011). A savoir que les valeurs 6D étaient indépendantes de

la taille des plants.

On peut ainsi conclure que la miliacine retrouvée dans les graines n’est pas marqueur des
stress passés qu’a subi la plante, ou alors que ce signal a été dilué, mais que le 6D miliacine des

graines est marqueurs des conditions hydrologiques contemporaines a la synthése de la miliacine.

Syntheése de la partie sur le stress hydrique aux racines
Pour conclure et en comparaison de l'article, on peut dire que pour un shift en 8D
miliacine de +10%o V-SMOW, il faut une pression de rétention en eau due au PEG
de plus de 5 bars (5.65) ce qui est trés difficilement supportable pour la plante et a

priori peu réaliste en milieu naturel.

Synthése de la partie Calibration
Le fractionnement biosynthétique apparent pour la miliacine est identique pour des
variétés rudérales et pour la variété cultivée (Sunrise) de P. miliaceum, que ce soit
en conditions naturelles ou en conditions contrélées.
Pour une augmentation du 6D miliacine de 10% V-SMOW, il faut, selon les

conditions testées :
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+50%o0 V-SMOW du 8D de la SH a une humidité relative de 61%
+21%0 V-SMOW du 8D de la SH a une humidité relative de 74%
+15%0 V-SMOW du 8D météorique de Méziéres (sauf si effet humidité ?)
-2% en humidité relative pour un 8D de SH de -20%. V-SMOW.
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CONCLUSIONS

A. Pertinence du proxy 8D miliacine
1. Spécificité de la miliacine

La miliacine est synthétisée en quantité importante dans le millet commun Panicum
miliaceum. Nous n’avons pas réussi a détecter de miliacine dans les graines d’'une des trois
variétés de Setaria italica. Nous n’avons pas non plus réussi a détecter la miliacine dans
Chaetomium olivaceum, que ce soit dans le milieu de culture ou dans I'organisme. La miliacine a
été détectée dans toutes les graines des espéces de Panicum analysées ainsi que dans quelques
espéces de Pennisetum, un genre phylogénétiquement intermédiaire entre Panicum et Setaria.
Dans le contexte du Lac du Bourget, aucune de ces autres plantes n’avait été inventoriée. On peut
donc certifier que la miliacine présente dans les sédiments du lac du Bourget datés de I'age du

Bronze provient essentiellement de Panicum miliaceum.

2. Variabilité temporelle
Le 8D de la miliacine extraite des graines de millet présente une variabilité interannuelle.

Cette variabilité est certainement due aux conditions hydrologiques qui changent d’'une année sur
lautre, qu’il s’agisse du 6D des eaux météoriques ou de I'humidité relative. Un appauvrissement
en deutérium de I'eau météorique conduit a un appauvrissement en deutérium de la miliacine des
graines du champ de Mézieres. Pourtant, une diminution de 15%. du 6D des eaux météoriques ne
provoque qu’une diminution de 10%o. du &D de la miliacine. Cependant, il n’est pas certain que seul
le &D de I'eau météorique ait conduit a ce changement, 'humidité relative pouvant également avoir

joué un role en contrélant le taux de transpiration.

3. Variabilité spatiale
Le 8D miliacine des graines des plantes cultivée dans le champ de Méziéres-lez-Cléry

présente une forte variabilité (plus de 50%0 V-SMOW). L’écart-type entre les plants est de 9%o et se
réduit a 6%o lorsque I'on moyenne les plants par site, avec une variabilité de 30%. V-SMOW. Cette
variabilité n’est pas dépendante de la taille du plant ou de la position du plant dans le champ.
Cependant, malgré cette large gamme de 0D miliacine mesuré a I'échelle d’'un champ, sa
distribution normale implique que le dD miliacine moyen, ici de -121% V-SMOW, est
caractéristique des conditions environnementales locales au temps de formation de la miliacine.

On suppose que c’est cette moyenne qui sera ensuite archivée dans les sédiments et/ou sol.

4. Transfert du signal

a) Transfert plante-sol

Le dD miliacine du sol présente la méme variabilité¢ que le 6D miliacine des plantes
moyenné par site, soit 6% V-SMOW. La moyenne des valeurs 6D miliacine des sols prélevés en
avril 2011 est de -136%0 V-SMOW et differe de la moyenne du 8D miliacine des plantes prélevées
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en septembre 2009. Par contre, la moyenne du 8D miliacine des sols est proche du dD miliacine
des graines des plantes prélevées en septembre 2010 qui est de -132%o0 V-SMOW. On en conclut
qgue le dD miliacine des graines des plantes est bien transféré au sol, mais qu’en plus, seule la
derniére culture laisse son empreinte dans le sol. Ceci peut étre di a une dégradation de la
miliacine des cultures antérieures et/ou a un transfert de la miliacine des cultures précédentes

dans une autre archive, le sol jouant le réle d’archive transitoire.

b) Homogénéité de I'archivage du 8D miliacine dans les sédiments

Peu de valeurs 6D miliacine ont pu étre mesurées pour les sédiments du Lac du Bourget
du fait de trop faibles concentrations en miliacine dans ces sédiments. Cependant, les deux seules
valeurs de 8D miliacine obtenues dans les sédiments profonds du Lac du Bourget sont en accord
avec les valeurs de 8D miliacine obtenues sur une carotte de paléofumier prélevée sur un site
archéologique littoral du méme age que les sédiments étudiés. Par conséquent, le méme transfert
avec la méme chronologie existe pour le transfert de la miliacine depuis la plante jusqu’au

sol/paléofumier et jusqu’au sédiment.

B. Facteurs impactant le 8D moléculaire et quantification

1. Fractionnement biosynthétique de diverses variétés de millet
Deux variétés de millet ont été cultivées dans les mémes conditions environnementales

dans une chambre climatique. L’'une étant la variété « sunrise » actuellement cultivée dans le
champ de Mézieres-lez-Cléry et l'autre étant la variété « black seeds », une variété adventice,
c'est-a-dire qui pousse a I'état sauvage dans les champs et qui est supposée correspondre un peu
plus aux variétés plus anciennes ayant subi une pression sélective moindre. Il apparait que ces
deux variétés ont le méme fractionnement biosynthétique apparent. Cette observation est
confirmée par I'étude d’'une variété rudérale et d’'une variété cultivée de millet prélevées sur 3 sites
chinois. Si 'on suppose que ces plantes, prélevées au méme endroit, ont eu la méme eau source
et les mémes conditions hydrologiques, puisqu’elles présentent le méme 8D miliacine, alors elles

ont effectivement le méme fractionnement biosynthétique apparent.

2. 8D de I'’eau source
Le premier facteur qui contrdle le 8D moléculaire est le 8D de I'eau source. Dans notre cas,

puisque les plantes ont été cultivées sur solution hydroponique, c’est le dD de la solution
hydroponique qui controle le 8D moléculaire. Si cette proposition est valide au premier ordre,
notons que le 8D moléculaire est davantage corrélé au 8D de I'eau de la feuille qu’au &D de la
solution hydroponique. C'est-a-dire que les facteurs qui impacteront le 8D de l'eau foliaire

(humidité relative, température...) sont susceptibles d’avoir un fort impact sur le 8D moléculaire.

Pour les deux cultures, dans deux conditions d’humidité différentes, un enrichissement en
D de la miliacine de 10%o est d0 a un enrichissement en D de la solution hydroponique de 50%o V-
SMOW a 61 % d’humidité relative et de 21%o0 a 74 % d’humidité relative pour des gammes de 6D

solution hydroponique correspondant au milieu naturel. Il sera respectivement de 30%. et 25%o
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pour la gamme entiére de variations du &Dsy (depuis -50 jusqu’au +200%. V-SMOW, valeur

espérée de la SH).

3. Stress hydrique a la racine (PEG)
L’eau du sol peut étre plus ou moins retenue dans le sol en fonction de sa texture. L’ajout

de PEG a la solution hydroponique a permis de tester I'impact de ce facteur. Une augmentation de
+20%0 des valeurs 8D de la miliacine des graines est observée pour une augmentation de la

rétention en eau de 5 bars, ce qui est la valeur maximale a laquelle le millet semble pouvoir croitre.

4. Stress hydrique a la feuille (Humidité relative / température)
L’humidité relative contréle le 8D de I'eau foliaire qui est utilisée pour la biosynthése des

composeés organiques des végétaux. Un enrichissement en D de la miliacine est observé lorsque
'humidité relative diminue. Cet enrichissement est de +10%. pour une diminution de I'humidité

relative de 2 % et pour une solution hydroponique a -20%o.

C. Avantages et inconvénients du 8D moléculaire sur composés spécifiques pour
reconstituer les variations du cycle hydrologique

Les isotopes de I'hydrogéne sont trés sensibles aux conditions environnementales, et sont
directement reliés au cycle hydrologique. Les composeés lipidiques, qui ont l'avantage d'étre
relativement résistants a la diagenése, sont constitués d’'une part importante d’hydrogéne lié de
maniére covalente aux atomes de carbone, ce qui doit permetire des mesures de oD fiables a

condition que ces composés soient suffisamment abondants dans les échantillons.

Nous avons démontré l'intérét de réaliser des mesures sur des composés spécifiques de
leurs organismes source. L’inconvénient de cet avantage est que ces composés sont relativement
rares dans les archives sédimentaires et que leur faible abondance ne garantit pas des mesures
oD de bonne qualité. Cet inconvénient est renforcé dans le cadre d’études a haute résolution
temporelle comme celle réalisée sur les carottes du Bourget puisque I'ambition de résolution
temporelle trés fine implique de faibles quantités de matériel disponible pour les mesures 8D. Les
résultats probants récents sur de nouveaux biomarqueurs moléculaires spécifiques des
organismes source laissent toutefois entrevoir la possibilité d’étendre le panel de composés sur
lesquels réaliser les mesures de dD. Une amélioration de la sensibilité des appareils de mesure
devrait également permettre d’élargir le spectre de biomarqueurs moléculaires pour lesquels le D

peut étre déterminé.
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PERSPECTIVES

A. Hypothéses a confirmer ou a infirmer

1: Le &D d’un composé ubiquiste, c'est-a-dire synthétisé par une multitude de producteurs
primaires (cas des n-alcanes), semble refléter le 6D de I'eau météorique. Le 8D d’'un composé plus
spécifique, i.e. synthétisé par une seule espéce comme la miliacine et Panicum miliaceum, pourrait

plutbt refléter les conditions aériennes, telle que 'humidité relative.

2: Les changements écosystémiques induisent des changements de végétation qui
conduisent a des fractionnements biosynthétiques apparents différents. Il faut donc veiller a
prendre en considération ces changements de végétation lors de tentatives de quantification des
changements hydrologiques a partir du 8D moléculaire. Cela veut dire qu'un changement de
végétation peut amener une variation du 8D moléculaire supérieure a celle induite par un
changement d’humidité relative, elle-méme supérieure a celle induite par un changement de 8D de
'eau météorique. L'approche multi-moléculaire proposée dans ce manuscrit (composés issus de
voies biosynthétiques distinctes) devrait permettre de déconvoluer les effets réciproques de ces

facteurs.

3 : Un changement climatique peut induire un décalage des récoltes dans le temps. Le 6D
des eaux météoriques est variable au cours de I'année. Il serait donc important de vérifier si les
des variations de 8D moléculaire peuvent étre attribuées aux variations de composition de I'eau
de source liées a des décalages de période de croissance des plantes. Dans ce cas, un
biomarqueur ubiquiste synthétisé toute 'année sera sans doute plus pertinent qu’'un biomarqueur
spécifique dont la production est plus contrainte dans le temps (cas de la miliacine), et pourrait étre
décalé. Des pistes pour répondre a ces questions sont proposées dans la partie suivante qui traite

de la déconvolution des différentes variables climatiques a partir d’'une approche multi-moléculaire.

B. Pistes de recherche au-dela des études "paléo™

a) Efficience d’irrigation — Outil potentiel de diagnostic
Le dD est utilisé pour reconstituer les variations hydrologiques dans le passé mais il est

cependant calibré sur des conditions actuelles. Tout comme la variabilité de la quantité d’amidon
est étudiée dans les graines afin de diagnostiquer I'état d’'un champ, la variabilité du &D
moléculaire observée a I'échelle d’'un champ serait susceptible de rendre compte des conditions
hydrologiques contraignantes que ressent la plante. En réalisant les mesures sur différents types
de composeés, il serait par ailleurs possible de déterminer a quel moment la plante a subi tel ou tel

stress hydrique (voir point "c").
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b) L’osmose et I’hydrogéne — Utilisation des isotopes de I’hydrogéne
comme indicateur de stress hydrique dans d’autres cas que les
plantes

De nombreuses pompes a proton sont présentes dans les membranes cellulaires. Il devrait
donc étre possible d’utiliser le 8D moléculaire pour diagnostiquer le fonctionnement de ces
pompes. Les seules études dont j’ai pu avoir connaissance dans cette thématique, sont des
études qui relient des changements de 8D aux variations de pH intracellulaire, contr6lé par des
pompes a proton. L’'inconvénient majeur sera de n’avoir que de faibles quantités des composés
puisqu’'on s’intéressera aux molécules d’une zone restreinte. Cet inconvénient pourrait étre

contourné en s’intéressant a certains types de protéines qui seront plus abondants que les lipides.

c) Déconvolution des différents signaux climatiques en utilisant une
approche multi-moléculaire - Molécule stockée vs molécule en turn-
over

Toutes les voies métaboliques ne sont pas activées de maniere synchrone au cours du
cycle de vie d'une plante. Certains composés seront donc synthétisés pendant une phase de
croissance, alors que d’autres seront synthétisés pendant une phase de maturation. Par exemple,
les plantes vont privilégier leur cycle de croissance jusqu’a la période de reproduction, moment a
partir duquel elles vont allouer I'énergie a cette fonction en mettant en pause les autres. En
comparant par exemple le 8D des différents signaux cellulaires utilisés lors de ces différentes
phases, il devrait étre possible de retranscrire les différentes conditions hydrologiques qu’a
connues la plante au cours de son développement. Cela a déja été plus ou moins vérifié en
comparant le 8D de 'amidon des graines, considéré comme stable puisque les enzymes de type
hydrolases sont inactives, et le 8D de lipides constitutifs des membranes cellulaires, qui sont
censés refléter les conditions antérieures a la synthése de I'amidon. De telles analyses pourraient
ainsi permettre de savoir précisément a quel moment les conditions hydrologiques sont
enregistrées. Par exemple en déterminant si un composé est synthétisé tout au long de la journée,
préférentiellement la nuit, préférentiellement le jour. On le voit bien, le moment de la synthése du
composé aura d’importants impacts sur le 8D de I'eau foliaire qui est le facteur premier de controle
du 6D moléculaire. A I'échelle de I'écosystéme, cela pourrait étre fait en comparant le D de
composés détectés dans les archives dont un serait synthétisé par une plante printanniére par
rapport a une plante d’automne, ou encore en comparant le 8D de composés, qui sans étre

spécifiques, seront préférentiellement synthétisés a une période donnée.
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Nicolas BOSSARD

Pertinence et calibration d'un nouveau marqueur paléohydrologique :
Le rapport isotopique de ’hydrogéne mesuré sur la miliacine

Résumé : Ce travail a pour objectif de développer un nouvel indicateur quantitatif des conditions
hydrologiques passées fondé sur la composition isotopique en hydrogéne (8D) d’'un biomarqueur
sédimentaire spécifique du millet commun (Panicum miliaceum), la miliacine. L’étude de la
pertinence spatio-temporelle de cet indicateur révele que le 8D miliacine de plants de millet dans
un champ, bien que dispersé, suit une loi gaussienne. Le 8D miliacine du sol correspond au dD
miliacine des plantes cultivées I'année précédente. L’évolution interannuelle du 8D miliacine est
globallement paralléle a celle du 8D des eaux météoriques, les différences pouvant étre attribuées
a des différences d’humidité. La comparaison des valeurs de 8D miliacine dans des sédiments du
méme age prélevés sur deux archives distinctes dans le Lac du Bourget témoigne que I'archivage
de cet indicateur est intégre de maniére homogéne les conditions climatiques ayant régné dans le
bassin versant. La culture de millet en chambre climatique démontre que, si le 8D de l'eau de
source est le principal facteur controlant le 8D miliacine, ce dernier est trés étroitement corrélé au
oD de l'eau de la feuille. De légéres différences de fractionnement biosynthétique net entre n-
alcanes et miliacine sous deux conditions d’humidité laissent supposer que I'analyse combinée de
biomarqueurs sédimentaires issus de voies synthétiques distinctes permettrait d’accéder a la fois
aux variables paléoenvironnementales clé que sont le 8D de I'eau de source et I'humidité.

Mots clés : isotopes de I'hydrogéne, miliacine, paléohydrologie, broomcorn millet.

Relevancy and calibration of a new paleohydrological proxy based on
the hydrogen isotope composition of miliacin.

Abstract: This work aims at developing a new proxy of past hydrological conditions based on the
hydrogen isotopic composition (8D) of a sedimentary biomarker that is specific for broomcorn millet
(Panicum miliaceum), miliacin. Analysing the spatio-temporal relevancy of this proxy reveals that
miliacin D values of plants cultivated in the field, although dispersed, follow a Gaussian law. Soil
miliacin 6D values are the same as those found for plants grown the year before. Interannual
variations in plant miliacin 8D values roughly parallel those of precipitation 8D values, slight
differences being attributed to differences in relative humidity. The comparison of miliacin 6D
values in sediments deposited in two distinct settings at the same time in Lake le Bourget attests
that this proxy homogeneously integrates climatic conditions over the whole catchment. Cultivation
of millet plants in climatic chambers allowed demonstrating that, although source water 8D is the
principal controlling miliacin 8D values, this later is closely correlated to leaf water 8D. Slight
differences in net biosynthetic fractionation between n-alcanes and miliacin under two relative
humidity levels imply that the combined analysis of sedimentary biomarkers produced through
distinct biosynthetic pathways could help discriminating between source water 8D and relative
humidity in paleoenvironmental studies.

Keywords: hydrogen isotopes, miliacin, paleohydrology, broomcorn millet.
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