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Résumé

Les dépérissements forestiers causés par des sécheresses intenses mettent en
lumiere la vulnérabilité des foréts face aux changements climatiques. Les arbres sont en
limite de dysfonctionnement hydraulique du fait d’'une marge de sécurité¢ hydraulique
faible. Leur comportement dans un contexte de changement climatique dépendra donc,
au moins en partie, de la variabilité phénotypique d’un paramétre clé dans la résistance
a la sécheresse des arbres, la vulnérabilité du xyleme a la cavitation. Des études
précédentes ont montré que ce trait est soumis a plasticité phénotypique. L’objectif
principal de cette these est d’évaluer I’impact de cette plasticité dans le fonctionnement
hydraulique et d’en identifier les bases structurelles, un préalable a la recherche de
déterminants génétiques sur ce trait.

Des plants de peupliers ont été cultivés dans des conditions de croissance
contrastées pour I’eau et la lumiere dans le but d’induire de la plasticité sur la
vulnérabilité a la cavitation. Des mesures réalisées sur différents traits fonctionnels
indiquent que ce sont principalement des variations de surface foliaire et de résistance a
la cavitation qui varient en réponse a une contrainte hydrique. Les simulations d’un
modele de fonctionnement hydraulique (SurEau) confirme I’importance de ces deux
traits dans la réponse a la sécheresse, en particulier de la résistance a la cavitation. La
recherche de déterminants structuraux de la plasticité pour ce trait a ét€ conduite aux
niveaux du xyléme, des dimensions des vaisseaux et de I’ultrastructure des ponctuations,
grace a plusieurs techniques de microscopie (M.E.B., M.E.T., optique), et a la
tomographie a rayons X. Les résultats montrent que 1’acclimatation de la vulnérabilité
a la cavitation repose sur un changement de I’organisation du xyléme et des dimensions
des vaisseaux, alors que la structuration des ponctuations reste constante. La
microtomographie a rayons X permet de révéler I’importance de la connectivité entre
vaisseaux pour améliorer la résistance a I’embolie. En outre, une plasticité pour ce trait
est aussi observée sur des feuilles de peupliers ou sur des tiges de blé, appelant a la
recherche de déterminants structuraux du xyleme primaire, et plus généralement des
especes herbacées.

Mots-clefs : Anatomie, Cavitation, Embolie, Fonctionnement, Hydrauligue, Ponctuation,
Plasticité, Peuplier, Sécheresse, Vaisseaux, Xyleme.







Abstract

Forest vulnerability against climate change is highlighted by the forest diebacks
caused by intense droughts. Trees are functioning at their limit of hydraulic failure due
to a little hydraulic safety margin. Their behaviour in a context of climate change is, at
least partially, linked with phenotypic variability of a key parameter in drought
resistance: the xylem vulnerability to cavitation. Previous studies have shown this trait
to be under phenotypic plasticity. The main objective of this thesis is to study the
consequences of this plasticity in the hydraulic functioning and to identify its structural
basis, which is the priority for the search of the genetic determinants for this trait.

Poplar saplings were cultivated under grown in contrasted water availability or light
exposure in order to induce acclimation in cavitation resistance. The measurements of
several functional traits reveal that the leaf area and the cavitation resistance vary the
most as response of drought. Simulations using a model (SurEau) confirm the
importance of these two traits in drought response, in particular for cavitation resistance.
The search of structural determinants was conducted at three levels: xylem, vessel
dimensions and pit ultrastructure using several microscopy techniques (S.E.M., T.E.M.,
optical) and X-ray microtomography. The results show that acclimation of vulnerability
to cavitation relies on changes in xylem and vessel dimensions while pit structure
remains constant. X-ray microtomography reveals the importance of connectivity
between vessels to improve embolism resistance. Plasticity for this trait was also
observed on poplar leaves and wheat stems. This calls for research of structural
determinants for the primary xylem, and more generally for herbaceous species.

Keywords: Anatomy, Cavitation, Drought, Embolism, Functioning, Hydraulic, Pit, Plasticity,
Poplar, Vessel, Xylem
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Figure 1 : Réponse de la plante face a une sécheresse. A :
Embolie du xyleme avec l'augmentation du stress hydrique.
Le dégradé de couleurs représente la diminution des
potentiels hydriques. Les vaisseaux fonctionnels (en blanc)
cavitent et se remplissent d’air (en noir), jusqu’a la mort de
I'individu. B : Evolution de la conductance stomatique et de
la perte de conductance en fonction de la diminution des
potentiels hydriques. € : Dynamique des réponses
fonctionnelles de I'arbre face a une sécheresse s’intensifiant
(Choat et al., 2018).



Synthese bibliographique

I. L'arbre en situation de

sécheresse

1)Vulnérabilité face a la sécheresse

Les plantes consomment de trés grandes quantités d’eau. Un arbre de 20 meétres
consomme entre 10 et 200 1 d’eau par jour, avec méme des observations dépassant les 400 1 par
jour (Jordan & Kline, 1977 ; Wullschleger et al., 1998). Seule une petite partie de cette eau est
effectivement utilisée pour le métabolisme, la majorité étant évapotranspirée dans
I’atmosphere.

Les conséquences d’une diminution de la quantité d’eau disponible dans le sol peuvent
étre dramatiques pour les arbres. Il a été montré dans une méta analyse que de nombreux
dépérissements forestiers sont liés a la sécheresse ou a la chaleur (Allen et al., 2010). Cette
étude montre que tous les biomes sont impactés par la sécheresse et qu'un déficit hydrique par
rapport a une situation considérée comme normale pour le biome en question peut conduire a
de la mortalité. Face aux changements climatiques a venir, il est indispensable de comprendre
les mécanismes a I’origine de la mortalité de la plante en situation de sécheresse (Allen et al.,
2015 ; Choat et al., 2018). Une des conséquences des changements climatiques se fait déja
sentir a I’heure actuelle en France. Les communautés végétales, sont constituées d’espéces
préférant des températures plus chaudes en comparaison aux especes relevées dans les mémes
communautés 10 ans auparavant (Martin et al., 2019). Ce changement s’observe surtout pour
les especes annuelles. Cela pose la question de la survie des arbres, qui peuvent avoir des durées
de vie tres longues, et donc la problématique du comportement des populations naturelles. La
plasticité phénotypique est un mécanisme qui permet a un individu de modifier son phénotype
pour s’acclimater a de nouvelles conditions environnementales et ainsi maintenir (voire
augmenter) sa valeur sélective dans ce nouvel environnement. Ce mécanisme pourrait permettre
aux arbres de survivre dans un environnement plus contraint au niveau hydrique (Choat et al.,

2012 ; Allen et al., 2015). Dans cette these, nous étudierons quels sont les parametres






anatomiques qui sont a 1’origine de la plasticité phénotypique de la tolérance a une sécheresse
extréme.

Les causes de la mortalité en situation de sécheresse ont été identifiées et sont le résultat
de dysfonctionnement hydraulique : du fait des contraintes hydriques, les forces de tension dans
le xyléme augmentent, jusqu’a provoquer la rupture des colonnes d’eau (Tyree et al., 2002 ;
Adams et al., 2017). La rupture des colonnes d’eau provoque I’apparition d’une bulle d’air dans
le systeme, on parle alors de cavitation. Les vaisseaux ainsi remplis d’air sont dits embolisés et
ne sont plus fonctionnels. Si le pourcentage de vaisseaux impactés par I’embolie est trop éleve,
le systeme vasculaire ne peut plus approvisionner les tissus en eau, provoquant la mort de
I’individu (Fig. 1) (Tyree et al., 2002 ; Adams et al., 2017 ; Choat et al., 2018). La tolérance a
la cavitation du xyléme est donc la derniere protection qu’a un arbre avant la discontinuité
hydraulique entre le houppier et les racines, qui entraine la mort de I’individu. Ce trait est
primordial car c’est lui qui déterminera la différence entre une plante qui survie ou qui
succombe a la sécheresse. Afin de retarder 1’échéance, il est possible pour un arbre de construire
un xyleme plus tolérant aux forces de tension, donc a la cavitation. La résistance a la sécheresse
a souvent été exprimée par le trait du « Pso », ¢’est-a-dire les forces de tension nécessaires pour
induire 50 % de perte de conductance dans le xyleme ; et ce trait est aujourd’hui le plus utilisé
pour comparer les especes ou variétés pour leur résistance a la sécheresse (Cochard et al., 2008).

Pour étudier la question de la plasticité de la résistance a la cavitation, nous utiliserons
une espece modele, le peuplier. Cette espece a été retenue car c’est une espece vulnérable a la
cavitation dont la croissance est rapide (Cochard et al., 2007), chez laquelle la plasticité de la
vulnérabilité a la cavitation a déja été mise en évidence (Awad et al., 2010 ; Plavcova & Hacke,
2012). De plus, le séquencage du génome facilite les études moléculaires et autorise la
production de mutants (Awad et al., 2012 ; Allario et al., 2018). Nous utiliserons un hybride,
Populus tremula x alba, déja utilisé par 1’unité dans des recherches précédentes (Awad et al.,
2010 ; Niez et al., 2019), car sa multiplication clonale in vitro est maitrisée en routine dans le

laboratoire.

2) Limiter les pertes en eau : la fermeture

stomatique

En cas de sécheresse, les arbres ont toute une diversité de réponses afin de limiter les

pertes en eau et ainsi d’épuiser les réserves en eau du sol. L’un des principaux outils de controle






des relations hydriques dont disposent les plantes sont les stomates (Fig 1). Les stomates sont
des pores a la surface des feuilles qui permettent 1’entrée du CO- et la sortie d’H20. En les
fermant, les plantes peuvent contrdler la conductance hydraulique ou le niveau d’embolie dans
leur xyleme (Meinzer & Grantz, 1990 ; Jones & Sutherland, 1991). I1 y a de ce fait coordination
entre fermeture stomatique et cavitation du xyleme (Sparks & Black, 1999 ; Brodribb et al.,
2003).

En situation de sécheresse, les plantes font face a un compromis concernant la fermeture
stomatique : soit elles ferment leurs stomates afin de limiter les pertes en eau et contrdler les
forces de tension de leur xyleme, se privant ainsi des entrées de CO> nécessaires a leur
métabolisme ; soit elles gardent leurs stomates ouverts mais s’exposent ainsi au risque de
dysfonctionnement hydraulique lorsque les réserves en eau du sol seront épuisées ou que les
forces de tension seront trop importantes (Tardieu & Simonneau, 1998 ; McDowell et al.,
2008). En effet, du fait de leur petite taille, les molécules d’eau s’échappent beaucoup plus vite
que le CO; n’entre par les stomates : le ratio entre eau perdue et CO»> fixé est appelé efficience
de ['utilisation de I’eau (WUE) (Viets, 1962). La WUE des plantes a métabolisme classique
(dites « C3 ») est tres faible : pour 1 mole d’eau évaporée seule 0,5 a 1,5 mmol de CO; sont
fixées (Nobel, 1991).

La stratégie de fermeture stomatique en fonction de I’intensité du stress a fait 1’objet de
nombreuses études ces dernieres années et les auteurs ont décrit deux stratégies en fonction de
la fermeture stomatique : iso- ou anisohydrique (Tardieu & Simonneau, 1998). Une espece qui
ferme ses stomates afin de maintenir son niveau de stress (aussi appelé potentiel hydrique)
constant malgré la diminution de la demande évaporative au cours d’une journée ou saison sera
qualifiée d’isohydrique tandis qu’une espeéce favorisant le maintien les échanges gazeux et donc
ne fermant pas ses stomates au cours d’une journée ou saison sera qualifiée d’anisohydrique
(Tardieu & Simonneau, 1998). A titre d’exemple, le peuplier est considéré comme une espéce
isohydrique méme si certains génotypes ont un comportement anisohydrique (Attia et al.,
2015). Mais des auteurs appellent aujourd’hui a dépasser ce concept, remis en cause par une
méta-analyse (Martinez-Vilalta et al., 2014) et discuté par des revues récentes (Martinez-Vilalta
& Garcia-Forner, 2017, Hochberg et al., 2018). Au-dela de ces deux stratégies définies
arbitrairement, on retrouve surtout un degré d’iso ou d’anisohydrie lorsque la stratégie de
fermeture stomatique d’une espéce tend vers I'une de ces deux stratégies (Martinez-Vilalta &
Garcia-Forner, 2017). Une des critiques qui est faite est qu’en se basant uniquement sur le
niveau de stress hydrique subit par la plante pour fermer ses stomates sans prendre en compte

la tolérance de la plante pour la sécheresse, ce concept range les especes dans des catégories
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Figure 2 : Dysfonctionnement hydraulique et famine carbonée. A : Représentation conceptuelle du
mécanisme conduisant a la mort de I'arbre en fonction de l'intensité et de la durée de la sécheresse. B :
Réponse physiologique en lien avec le dysfonctionnement hydraulique (PLC, Niveau d’embolie) et la famine
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rouges, gymnospermes. Cadre vert, résultats compatibles avec le dysfonctionnement hydraulique ; cadre
rouge, résultats compatibles avec la famine carbonée (A. McDowell et al., 2008 ; B. d’aprés Adams et al.,
2017).



arbitraires et éloignées des observations expérimentales. Par exemple, un changement de
stratégie (de aniso- vers isohydrique) a pu étre observé suivant I’intensification d’un stress
hydrique pour un cultivar de vigne (Charrier ef al., 2018). Le débat concernant ’utilisation de

ce concept est toujours en cours (Ratzmann et al., 2019).

3) Face a une sécheresse qui se prolonge,

I'arbre risque-t-il de mourir... de faim ?

Lorsqu’il y a fermeture stomatique, les plantes vivent sur leurs réserves en carbone stocké
sous forme de sucres. En cas de sécheresse prolongée, celles-ci doivent parfois en arriver a
I’autolyse (respiration de défense) pour survivre. Dans une revue faisant date, McDowell et al.
(2008) expliquent que la fermeture stomatique prolongée peut mener a la mort de 1’individu
(Fig. 2). On parle alors de famine carbonée (ou carbon starvation). Cette hypothese a été étoffée
par Sala et al., (2010) qui précisent que pour éviter la famine carbonée la plante peut diminuer
ses besoins en carbone. En réponse a une sécheresse, il y a ainsi a une diminution de la
respiration racinaire sous |’effet de la diminution de la teneur en eau du sol (Bryla ez al., 1997 ;
2001) et a une diminution de la respiration (Atkin & Macherel, 2009). En cas extréme, on
observe de la mortalité foliaire et racinaire fines (Rojas-Jiménez et al., 2007). Toutes ces
réponses conduisent a réduire la demande en carbone donc retarde le risque de famine carbonée
(Sala et al., 2010). De plus, Sala et al., (2010) ajoutent que la plante peut mourir de famine
carbonée méme si les réserves en eau ne sont pas totalement épuisées, par exemple si la plante,
trop affaiblie, est incapable de mobiliser ses réserves stockées. Il serait donc possible pour un
individu de mourir de famine carbonée tout en disposant encore de réserves de sucres. O’Brien
et al., (2014) ont montré I’'importance des réserves en sucres dans la survie a une sécheresse
extréme. Toutefois, des dispositifs expérimentaux testant spécifiquement ce compromis ainsi
qu'une méta-analyse récente montre que le dysfonctionnement hydraulique est
systématiquement présent lors de la mort de I’individu (Fig. 2) (Hartmann et al., 2013 ; Sevanto
etal., 2014 ; Adams et al., 2017). Ces résultats montrent I’importance de prendre en compte la

tolérance a la cavitation lorsque I’on étudie la résistance a la sécheresse.
4) La mortalité en situation de sécheresse

Depuis plusieurs décennies, il a été montré que I’embolie constitue un facteur pouvant

mener a la mort des individus (Tyree et al., 2002), méme si les mécanismes expliquant la mort
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de ’arbre lors d’un dysfonctionnement hydraulique sont, aujourd’hui encore, mal connus. S’il
peut étre intéressant de comprendre quels sont les mécanismes en jeu lors de la mortalité sous
I’effet d’un stress hydrique, connaitre les seuils entrainant la mort des individus est suffisant
pour comprendre la capacité de survie des peuplements forestiers (Allen et al., 2015 ; Choat et
al., 2018). En ce sens, le niveau d’embolie a partir duquel certains individus ne reprennent pas
leur croissance méme lors d’une reprise de I’arrosage (aussi appelé point de non-retour) a été
quantifié récemment a 90 % de perte de conductance pour les angiospermes (Barigah et al.,
2013) et 50 % pour les coniferes (Brodribb et al., 2009 ; bien que ce seuil soit toujours 1’objet
de débats : Hammond et al., 2019). Ainsi, ’embolie est un parametre majeur lorsque 1’on
s’intéresse a la survie des plantes a une sécheresse.

Afin de rendre compte de la stratégie hydrique des especes en réponse a la sécheresse, les
auteurs ont développé un nouveau concept en tenant compte de leur tolérance a la cavitation. Il
s’agit de la Marge de Sécurité Hydraulique, définie comme étant 1’écart séparant le potentiel
hydrique le plus bas, mesuré sur le terrain, du potentiel hydrique pour lequel on a le
dysfonctionnement hydraulique (Meinzer et al., 2009). Cet écart est exprimé en mégapascal,
I’unité servant a décrire I’intensité d’un stress hydrique (voir partie I1.3. Le potentiel hydrique).
Ainsi, certaines especes ferment leurs stomates en limite de dysfonctionnent hydraulique tandis
que d’autres ont une marge de sécurité plus importante les rendant moins vulnérables face a
une sécheresse. Pour de trés nombreuses especes en revanche, la marge de sécurité est similaire
quel que soit le biome considéré, en moyenne de 2 MPa, signe qu’il y a une convergence

évolutive sur ce parametre (Choat et al., 2012).

Dans le méme temps, il est important de garder a I’esprit que les sécheresses capables
d’induire de tels niveaux d’embolie sont des évenements extrémes, donc peu communs (Fig. 3)
(Cochard & Delzon, 2013 ; Delzon & Cochard, 2014). Par exemple, une sécheresse intense
peut laisser le systeme hydraulique des arbres intacts si les mécanismes de contrdle sont
suffisants (Dietrich et al., 2019). Cependant, lorsque I’un de ces événements extrémes se produit
c’est tout un peuplement qui est affecté, comme cela a pu étre le cas lors de sécheresses au
Texas et en Californie ou plusieurs millions d’arbres sont morts (Asner et al., 2016 ; Moore et
al., 2016). Du fait de la marge de sécurité hydraulique similaire quel que soit le biome (Choat
et al., 2012), ces dépérissements de peuplements entiers ont lieu dans tous les biomes de la
planéte, y compris dans des milieux que I’on pourrait penser épargnés, comme les foréts
tropicales humides (Allen et al., 2010 ; pour un recensement récent de ce type d’événements a

travers le monde : Hartmann et al., 2018). Les modeles prévoient que les climats futurs
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imposeront aux arbres des contraintes plus fortes, ce qui rend nécessaire leur capacité a ajuster
leurs mécanismes de contrdle des relations hydriques et de tolérance a la sécheresse (Cochard
2019 ; Brodribb et al., 2019). Des lors, comprendre la capacité des arbres a s’acclimater a des
conditions plus stressantes sur le plan hydrique en augmentant leur résistance a la cavitation est
essentiel pour anticiper les modifications de composition des massifs forestiers sous un climat
changeant.

Avant de nous pencher sur la variabilité de la résistance a la cavitation, aussi bien lorsque
I’on compare les especes que dans le cas de la variabilité a 1’échelle intra-spécifique, nous
devons nous pencher tout d’abord sur les relations hydriques des plantes et le transport de 1’eau
dans le xyleme ; puis sur les mécanismes de formation et de propagation de la cavitation dans

le xyleme.

II. Fonctionnement hydraulique

Comprendre le phénomene de la cavitation chez les plantes va nous demander quelques
rappels concernant le fonctionnement hydraulique et le transport de 1’eau.

Comme pour tout étre vivant, I’eau est d’une importance primordiale chez les plantes car
nécessaire a leur métabolisme. Chez les plantes, I’eau répond a des enjeux supplémentaires :
refroidissement des feuilles chauffées par la photosynthese, transport d’éléments minéraux
puisés dans le sol. L’eau et les sels minéraux sont puisés dans le sol par les racines puis
transportés jusqu’aux feuilles par un tissu spécialisé, le xyleme (Fig. 4). Ce flux ascendant est
appelé « seve brute ». Dans les feuilles, la majorité¢ de I’eau est transpirée par les stomates. La
fraction restante de seve brute se charge en sucres issus de la photosynthese, devenant ainsi de
la « seve élaborée ». Puis elle est transportée de fagon basipéte par le phloéme afin d’assurer la
nutrition carbonée de tous les tissus de la plante. Dans cette étude, nous nous intéresserons

principalement au transport de 1’eau sous forme de seve brute dans le xyleme.

1) Le continuum hydrique sol - plante -

atmospheére

L’absorption de 1’eau au niveau des racines se fait au niveau des cellules de 1’épiderme

et de leurs poils absorbants par osmose inverse (Fig. 5). Son acheminement jusqu’au xyleme
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Figure 5: Absorption de l'eau par les racines. Les voies symplasmiques et
apoplasmiques sont représentées respectivement en noir et vert. Entre le cortex et
le péricycle, le cadre de Caspary (en rouge) force l'eau a emprunter la voie
symplasmique (Taiz & Zeiger, 2010).

Figure 6: Trajet de I'eau dans les feuilles. En bleu, trajet dans le
xyleme ; en rouge, trajet dans la voie symplasmique dans les cellules
du mésophile. Trait plein, eau liquide ; Trait en tirets, vapeur d’eau.
X, xyleme ; S, stomate (Scoffoni et al., 2017).



de la racine a travers le cortex se fait par diffusion passive et peut suivre trois voies appelées
apoplasmique, symplasmique et transmembranaire (Scott & Priestley, 1928 ; Newman, 1976 ;
Steudle, 2000). Dans la voie apoplasmique, principalement utilisée, 1’eau circule dans
I’épiderme et le cortex via les parois pectocellulosiques des cellules et les espaces
intercellulaires, sans jamais traverser de membrane plasmique. Puis la circulation dans les
parois est bloquée par le Cadre de Caspary, ou les cellules de I’endoderme présentent un cadre
compos¢ de cires hydrophobes, la subérine, qui empéche le passage de I’eau. Avec les solutés,
elle est contrainte de traverser la membrane plasmique, ce qui permet a la plante de filtrer les
sels absorbés. Dans la voie symplasmique, 1’eau circule de cellule en cellule en passant par les
plasmodesmes, des canaux traversant la paroi des cellules végétales et permettant de ce fait une
connexion directe entre les cytoplasmes de cellules adjacentes. En utilisant la voie
symplasmique, I’eau n’a pas a franchir de paroi cellulaire ainsi que la forte résistance qui y est
associée. Enfin, la derni¢re voie est la voie transmembranaire, ou I’eau passe de cellule en
cellule en traversant les membranes cellulaires grace a des protéines transmembranaires, les
aquaporines (Javot et al., 2003).

L’eau est ainsi transportée suivant ces trois voies jusqu’au xyléme, puis par le xyleme
jusqu’aux feuilles (Fig. 6). Elle passe alors la paroi des cellules du mésophylle puis est évaporée
dans la chambre sous-stomatique. Enfin, par diffusion due a la différence de concentration de
vapeur entre la chambre sous-stomatique et 1’atmosphere, 1’eau gazeuse passe le stomate
(Darwin, 1916 ; Jeffereys, 1918 ; Larmor, 1918). Aussi, I’on parle de continuum hydrique entre
le sol, la plante et ’atmosphere (van den Honert, 1948 ; Vaadia et al., 1961).

Le trajet de I’eau dans la plante se fait contre la force de gravité : il existe donc une force

a ’origine de cette montée.
2) La tension-cohésion

Un tube trés fin permettrait une montée de I’eau en utilisant les forces de capillarité mais
cette montée s’ oppose a une résistance due aux forces de frottement (Fig. 7.A). A I’inverse, un
tube de diametre plus important qui ne permet pas d’utiliser les forces de capillarité offrira une
résistance au flux bien moindre. Afin de maximiser la conductance de leurs tissus conducteurs,
les plantes ont choisi la seconde option (Fig. 7.B) (Sperry 2011). En conséquence, elles doivent
utiliser d’autres mécanismes que la capillarité comme force motrice pour la montée de la seve.

La théorie de la tension cohésion explique aussi bien la force permettant la montée de

I’eau contre la gravité que le maintien de I’intégrité de la colonne d’eau (Dixon & Joly, 1895).
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; ¢s, cadre de Caspary ; m, mésophylle ; ep ; épiderme. D : Représentation de la liaison hydrogéne du fait
de la polarité des molécules d’eau (A-C, : Lucas et al., 2013; d’apres Sperry, 2011 ; D, Jones, 2014).



Cette théorie fait ’objet d’un large consensus dans la communauté scientifique comme étant le
mécanisme expliquant la montée de 1’eau dans les plantes (Milburn 1996 ; Angeles et al., 2004).
L’eau transpirée au niveau des stomates crée un « appel d’eau » qui va tirer les molécules

d’eau alentours, et, de proche en proche, I’ensemble de la colonne d’eau, a la maniére d’une
corde que I’on tire par le haut. (Fig. 7.B). Ces forces sont a I’origine de la montée de 1’eau dans
I’arbre et exposent les colonnes d’eau a des forces de pression négative (on parle alors de
tension). Du fait de la polarité des molécules d’eau, les liaisons hydrogenes lient les molécules
entre elles et les colonnes d’eau conservent ainsi leur intégrité méme sous tension. Si les forces
de tension sont trop importantes il est possible que la colonne d’eau rompe : ce phénomene est
appelé cavitation (voir partie lI1.1. Cavitation d’'un liquide sous tension).
Ainsi :

1- Les colonnes d’eau sont soumises a des forces de tension, qui sont a I’origine de

la montée de I’eau dans la plante.

2- Les forces de cohésion entre molécules d’eau assurent I’intégrité des colonnes

d’eau malgré ces forces de tension.

Si la demande évaporative augmente, alors les quantités d’eau sortant par les stomates
peuvent étre plus importantes que les quantités d’eau entrant par les racines. La plante peut
alors combler ce déficit hydrique en puisant dans des tissus de réserves : parenchyme, moelle,
phloéme, cambium. Cette utilisation de 1’eau stockée provoque une contraction de la tige due a
la décharge des réserves en eau (Kramer, 1937 ; Schroeder & Wieland, 1956 ; Fritts, 1958). Ce
phénomene peut étre utilisé pour suivre I’état hydrique des plantes (Impens & Schalck, 1965 ;
Steppe et al., 2005) ou en lien avec la résistance a la cavitation (Rosner et al., 2009). Dans des
études récentes, le contenu en eau de ces tissus a été¢ couplé avec le taux d’embolie des tiges

chez plusieurs especes (Knipfer et al., 2019 ; Rosner et al., 2019).
3) Le potentiel hydrique

Le potentiel hydrique représente 1’énergie libre de ’eau par unité de volume (J.m™). Le
potentiel hydrique d’un systeme (cela peut-étre le sol, ’atmosphere, une cellule végétale)
représente ainsi 1’affinité de I’eau pour son systéme, autrement dit la force nécessaire pour
extraire I’eau de ce systeme (Taiz & Zeiger, 2010). Pour des raisons historiques, les biologistes

le mesurent en utilisant une unité de pression, le Pascal (symbole Pa) (Slatyer & Taylor, 1960).
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hydrique de la cellule est égal a 0. (Turner, 1981). B : Relation entre le potentiel matriciel et la quantité
d’eau d’un sol (Sack, 2004).



a) Composantes du potentiel hydrique

Le potentiel hydrique, noté ¥, est la somme de plusieurs composantes. Selon la
convention la plus largement adoptée par la communauté, il peut étre décomposé de la facon
suivante (Milthorpe, 1960):

V=¥Y+ Y%+ ¥+ ¥n
Avec :

- ¥, le potentiel osmotique, représente 1’action des solutés dissous dans I’eau, qui
réduisent 1I’énergie libre de celle-ci en la diluant. II est donc contr6lé par la concentration
en soluté dans 1’eau. Il est calculé par la relation de van’t Hoff (Zur, 1966):

Y5 =- RTcs

oll R est la constante des gaz parfaits (8,32 J.mol'.K'!), T'la température en Kelvin et cs
la concentration en soluté de la solution, exprimée en molaire (mol.L™).

- ¥, le potentiel hydrostatique, représente 1’effet de la pression sur le potentiel
hydrique (Fig. 8.A). Si il est positif dans une cellule végétale en turgescence, il est en
revanche négatif dans le xyleme (ces pressions négatives sont appelées des tensions)
(Holbrook et al., 1995 ; Pockman et al., 1995 ; Steudle 1995).

- ¥, le potentiel gravitationnel, dépend de la différence de hauteur (/) entre le
point considéré et le point de référence (dans le cas d’une colonne d’eau dans les
vaisseaux d’arbre, le niveau du sol) selon la relation :

Vs = pw.g.h

Avec pw la densité de I’eau et g I’accélération due a la gravité. Ainsi, une différence de
10 m induite une différence de potentiel de 0.1 MPa.

- ¥Ym, le potentiel matriciel, utilisé dans le cas d’un sol, représente les forces de
capillarité du sol. Sa valeur dépend du type de sol, de sa granulométrie et de I’abondance
et diametres des colloides (particules solides en suspension dans une solution) (Fig.
8.B). Ce terme est ajouté par convenance pour des raisons historiques mais est la

résultante d’interactions entre ¥ et ¥, (Passioura, 1980).

Une autre convention consiste en la décomposition du potentiel hydrique de la facon
suivante :

Y=rt-mp

ou 7 représente la pression osmotique a I’équilibre « en dialyse » (une solution est en

équilibre « en dialyse » avec un systéme lorsqu’elle est a I’équilibre chimique en étant séparée
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(Taiz & Zeiger, 2010).
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Figure 10 : Plante et son environnement représentés comme un circuit hydraulique. A : Schéma
de la plante. B : Réseau de résistance du sol, racines, tige et feuilles. C : Représentation de la
plante comme une série de résistances (R). D : Ajout de l'effet capacitance di a I'eau stockée
dans les tissus (C). E : Ajout de résistances pour les effets capacitances et de générateurs, qui
représentent les potentiels osmotiques de chaque compartiment (¥, ) (Jones, 2013).



du systtme par une membrane semi-perméable) et zp un mélange entre la pression
hydrostatique et osmotiques qui, d’aprés certains auteurs, ne peuvent éEtre séparées

expérimentalement (Passioura, 1980).

b) Moteur du mouvement de lI'eau

L’eau se déplace du systéme au potentiel hydrique le plus haut (beaucoup d’énergie libre)
vers le systeme au potentiel le plus bas (peu d’énergie libre) (Slatyer & Taylor, 1960). Les
potentiels hydriques du sol et de I’atmospheére étant négatifs (autour de - 0.01 MPa pour un sol
a capacité au champ, et - 2.5 MPa pour un sol sec (Fig. 8.B ; Sack 2004), autour de - 100 MPa
pour I’atmospheére), les potentiels dans la plante doivent étre négatifs et compris entre ces deux
valeurs afin que la plante se place dans le gradient naturel (passage de 1’eau du sol vers
I’atmosphére a cause du gradient de potentiels). Lorsque le sol devient plus sec, 1’air remplace
I’eau dans les interstices (Fig. 9.A). Les chemins pour I’eau sont plus tortueux et moins
nombreux. Les forces nécessaires pour extraire 1’eau restante sont alors plus importantes : le
potentiel hydrique du sol est plus bas (Gardner & Ehlig, 1962). En réponse, le potentiel hydrique
de la plante diminue, condition nécessaire pour pouvoir continuer a extraire de 1’eau du sol (Fig
9.B), jusqu’au point de flétrissement permanent (pression a partir de laquelle la plante ne peut
pas retrouver sa pression de turgescence, méme de nuit) (Gardner, 1960 ; Leclerc, 1999).

Le mouvement de 1’eau peut étre calculé selon les lois thermodynamiques (Edlefsen &
Anderson, 1943), notamment en utilisant la Loi de diffusion de la matiére de Fick (van den
Honert, 1948) ou la loi d’Ohm pour caractériser les résistances du systeme. De ce fait, le circuit
hydraulique est souvent représenté par analogie sous forme d’un circuit €lectrique avec
résistances, générateur (la différence de potentiels hydriques entre sol et atmosphere) et
condensateurs (I’effet capacitance dii aux tissus stockant de 1’eau) (Cowan, 1965). Si cette
représentation ne permet pas de visualiser 1’effet de ’architecture hydraulique (voir partie V.2.
Organisation du xyleme), elle permet de synthétiser les différentes résistances s’opposant au
passage de I’eau et est encore utilisée aujourd’hui (Fig. 10) (Sperry et al., 2016 ; Martin-StPaul
etal., 2017).

c) Mesure

La mesure du potentiel hydrique peut se faire de deux manieres.
Le psychrometre, tout d’abord, qui permet une mesure rapide du potentiel hydrique ¥

d’un milieu (sol, tige, feuille), a été inventé il y a une cinquantaine d’années (Spanner, 1951 ;
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Richard & Ogata, 1958 ; Barrs, 1964 ; Rawlins, 1966). Le principe de la mesure repose sur la

relation suivante :
" R.T 1 (p )
= —X In(—
|4 Po

avec R la constante des gaz parfaits (8.314 J.mol'.K™"), T température en Kelvin, V volume
molaire de I’eau (18.069 x 10°m>.mol™! 4 20 °C), p 1a pression de vapeur en Pa et po la pression
de vapeur saturante a la température T. L’appareil est composé d’un thermocouple dans une
chambre fermée en contact avec le milieu a mesurer et d’une partie en contact avec le milieu
extérieur, servant de référence. La chambre est refroidie par effet Peltier jusqu’a ce que de la
condensation se forme. Puis la chambre remonte en température, provoquant 1’évaporation de
I’eau. La température que prendra la chambre durant ce processus sera fonction de I’humidité
relative p/po, permettant ainsi de calculer ¥.

La chambre a pression, a été développée a la méme période spécifiquement pour
I’écophysiologie (Scholander et al., 1965). Le principe consiste a placer un échantillon (tige,
feuille) dans une petite chambre hyperbare, en laissant dépasser hors de la chambre une partie
de I’échantillon avec du xyleme apparent. La chambre est fermée de facon hermétique autour
de 1’échantillon & I’aide d’un joint. A I’aide d’air comprimé, la pression dans la chambre est
augmentée progressivement et mesurée en continu. Lorsque la pression dans la chambre est
¢gale au potentiel hydrique de 1’échantillon, I’eau jaillit hors de I’échantillon par la partie du
xyleme exposée a I’air. Le potentiel hydrique est la pression appliquée pour laquelle on observe

une sortie de ’eau de I’échantillon.
d) Variabilité du potentiel hydrique

Le potentiel hydrique varie selon un cycle quotidien (Fig. 11) : lorsque la demande
évaporative augmente, le potentiel diminue dans les tissus de la plante, pour atteindre un point
bas autour du midi solaire (appelé potentiel minimum, ¥mia ou ¥min) (Cowan, 1965 ; Klepper,
1968). A I’inverse, la nuit les contraintes hydriques sont moindres et le potentiel remonte dans
les tissus de la plante (les forces de tension diminuent) jusqu’a atteindre un équilibre avec le
potentiel hydrique du sol. Le potentiel a son point le plus haut, en équilibre avec le sol de nuit
avant ’aube, est appelé potentiel de base (¥pa).

Le potentiel hydrique de la plante doit tre inférieur au potentiel hydrique du sol pour
qu’elle puisse y récupérer 1’eau (Fig. 12). Du fait de I’osmose inverse au niveau de leurs racines,
les plantes extraient de 1’eau des espaces interstitiels du sol en luttant non seulement contre le
potentiel matriciel mais également contre la force de potentiel osmotique du sol. Ainsi, les
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2010).




plantes des mangroves puisent leur eau directement de 1’eau de mer, qui a un potentiel
osmotique de - 2 MPa. Cela implique que leur potentiel hydrique soit encore plus bas afin de
compenser les forces de frottement et I’action de ¥, (Milburn, 1996). De méme, le potentiel
dépend de I’aridité du sol. Par exemple, dans les déserts, les plantes luttent contre des potentiels
hydriques du sol qui peuvent étre inférieurs a - 5 MPa (Sperry, 2011). Enfin, a cause des forces
de frottement et de la gravité, plus on s’¢loigne de la base d’un arbre plus les potentiels
hydriques diminuent. C’est une des limites a la hauteur des grands arbres (Koch et al., 2004 ;

Domec et al., 2008).

III. Dysfonctionnement hydraulique

En cas de sécheresse intense, les potentiels diminuent de facon plus importante que ce
que nous avons vu jusqu’ici. La colonne d’eau est soumise a de telles forces de tension que son
intégrité méme est menacée, et avec elle tout le transport en eau de la plante. Dans ce
paragraphe, nous proposons d’étudier en détail comment la cavitation se forme et comment elle
affecte le xyleme. Nous passerons également en revue les controverses qui existent

actuellement au sein de la communauté sur le sujet.

1) Cavitation d’un liquide sous tension

Lorsqu’un liquide est sous tension, il est dans un état dit métastable. Si les forces de
tension dans le liquide surpassent les forces de cohésion entre les molécules, une bulle de vapeur
peut apparaitre spontanément. Ce phénomene s’appelle la cavitation. Si une bulle d’air apparait
dans le systeéme vasculaire des plantes, du fait des forces de tension la bulle d’air augmente de
volume jusqu’a occuper tout le vaisseau concerné (Fig. 13). L’embolie qui en résulte empéche
I’eau de passer; le vaisseau n’est plus fonctionnel. Les modeles prédisent que I’eau a
température ambiante cavite a des pressions comprises entre - 30 et - 180 MPa (Temperley,
1947 ; Fisher, 1948 ; Kwak & Panton, 1985), et des études expérimentales sur des inclusions
de quartz montrent qu’effectivement 1’eau peut atteindre des tensions extrémes sans caviter,
avec des tensions atteignant - 140 MPa (Green et al., 1990 ; Zheng et al., 1991). Du fait que les
potentiels hydriques mesurées in planta sont dix fois plus faibles que ces valeurs, certains ont
considéré que la cavitation n’était pas envisageable dans les tissus des plantes (Oertli, 1971).

Pourtant, les vaisseaux des plantes sont bien sujets a cavitation, mais elle n’est pas le fait d’une
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rupture spontanée en un endroit aléatoire de la colonne d’eau (nucléation homogene) mais la
cavitation s’organise autour d’un point de nucléation, qui peut étre une impureté, la perte
d’adhésion des molécules d’eau a la paroi du vaisseau, une cavité remplie d’air, efc. (cavitation
hétérogene) (Fisher, 1948 ; Tyree et al., 1994). Cochard et al. (1992b) ont comparé la résistance
a la cavitation d’échantillons de tiges suivant deux méthodes de mesure, 1’'une exposant le
xyleme des échantillons a des tensions, I’autre exposant le xyleme a des pressions positives.
C’est a dire dans le second cas, des conditions ou 1’eau est dans un état stable et de ce fait ou il
ne peut y avoir de nucléation. La résistance a la cavitation similaire observée dans les deux
modalités montre que la nucléation homogene n’est pas nécessaire pour expliquer la cavitation
chez les plantes.

De méme, les valeurs de tensions extrémes atteintes par Green et al. (1990) et Zheng et
al. (1991)) sur quartz posent question (Davitt et al., 2010). Les résultats en eux-mémes ne sont
pas remis en cause car I’expérience a été reproduite par d’autres équipes (Shmulovich et al.,
2009). Certains auteurs se demandent si ce ne serait pas la technique utilisée pour produire les
inclusions de quartz qui — soit en produisant un matériau exceptionnellement dénué d’impureté
soit au contraire en produisant des «impuretés stabilisatrices » (stabilisant les liaisons
hydrogenes entre molécules d’eau) — permettrait d’atteindre des pressions aussi basses (Davitt
et al., 2010). Pour toutes les autres méthodes expérimentées a I’heure actuelle I’eau cavite entre
-20 et - 30 MPa pour les pressions les plus basses (Hiro et al., 2003 ; Wheeler & Stroock, 2008 ;
Davitt et al., 2010). Cela pourrait s’expliquer par de la nucléation hétérogéne autour
d’impuretés présentes de la méme maniere dans chacune de ces expérimentations. Un bon
candidat serait I’ion hydronium, présent de facon spontanée dans I’eau du fait de son
autoprotolyse (Davitt et al., 2010). Cette derniere valeur est a rapprocher des mesures de
résistance a la cavitation récemment mesurées pour 1’espece la plus résistante, un conifere
australien du genre Callitris, chez lequel le xyleme perd la moitié seulement de sa conductance
du fait de la cavitation a une pression de - 18 MPa (Larter et al., 2015).

La premiere détection expérimentale chez les végétaux d’événements de cavitation a été
faite par Milburn & Johnson (1966). Si la présence dans le xyléme d’événements de cavitation
dus a des forces de tension a été débattue (Milburn & McLaughlin, 1974 ; Tyree & Dixon,
1983), ce n’est que relativement récemment que le mécanisme de cavitation dans les conditions
de sécheresse a été définitivement mis en évidence (Sperry, 1986). Puis les auteurs ont identifié
I’effet mortel de la cavitation par dysfonctionnement hydraulique lorsqu’une proportion
significative du xyleme est embolisé (Tyree et al., 2002) et ce n’est que récemment que des

valeurs chiffrées de niveau d’embolie constituant un seuil mortel a ét€ mesuré : 50 % du xyleéme
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Figure 14 : Lien entre survie et embolie pour deux angiospermes. Courbe en tiret, perte de conductance
de segments de tiges due a 'embolie ; barres, suivi de mortalité. Trait rouge horizontal, temps a partir
duquel le transport de I'eau est réduit de 90 % du fait de 'embolie. Nous remarquons que cette limite
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Figure 15 : Diffusion de I'embolie dans le xyleme. A : Fonctionnement normal d’un xyleme ; les ponctuations
permettent le passage de I'eau. B : Un vaisseau est embolisé, les ponctuations ne permettent pas le passage
de l'air. C : Des ménisques se forment entre les microfibrilles de cellulose a l'interface eau-air. D : Si la
différence de pression n’est pas suffisante entre les deux compartiments, I'embolie est contenue dans un
vaisseau. E : Si la différence de pression permet la rupture d’'un des ménisques, des bulles d’air envahissent
le vaisseau rempli d’eau (A-C : Venturas et al., 2017 ; D, E : Tyree et al., 1994).



embolisé pour les coniferes (Brodribb & Cochard, 2009 ; Brodribb et al., 2010), 88 % pour les
angiospermes (Fig. 14) (Barigah et al., 2013 ; Urli et al., 2013).

2) Diffusion de I'embolie dans le xyleme

a) Rupture de ménisques eau-air

Résister a la cavitation et a ’embolie qui en résulte consiste a prévenir ou limiter sa
progression dans le xyleme (Lens et al., 2013). La théorie du germe d’air, ou air seeding, stipule
que la cavitation se propage de vaisseau en vaisseau via les ponctuations (Crombie 1985 ;
Sperry & Tyree; 1988 ; Cochard et al., 1992b). Ces connexions hydrauliques entre les
vaisseaux permettent le passage de 1’eau tout en empéchant celui de I’air (Fig. 15.A.B). Lorsque
parmi deux vaisseaux adjacents, 1’'un d’eux est fonctionnel (rempli d’eau, sous tension) et
I’autre embolisé (rempli d’air, a pression atmosphérique), la différence de pression entre les
deux crée le risque qu’une bulle d’air traverse la paroi des ponctuations, ce qui constitue alors
un site de nucléation de cavitation dans le vaisseau fonctionnel (Fig. 15.D.E). L’enchevétrement
de microfibrilles de cellulose constituant la paroi des ponctuations représente autant d’obstacles
a la progression de 1’air dans la paroi. Pour progresser la différence de pression doit étre
suffisante pour briser le ménisque a I’interface air-eau. La pression nécessaire a la rupture du
ménisque P, (en MPa) est d’autant plus importante que les pores entre les fibres seront petits,
comme le montre 1’équation de Young-Laplace :

__4tcos(a)
m — Dmp

avec a I’angle entre les microfibrilles et le ménisque, 7 est la tension de surface de la
solution (72.8 mN.m™! pour I’eau a 20 °C) et D est le diametre du pore ot se situe le ménisque.
Certains termes ont pu €tre expérimentalement li€és a une variabilit¢ de la résistance a la
cavitation. Le r6le de la tension de surface dans la résistance a la cavitation a été montré en
comparant chez Pinus mugo le Pso mesuré avec une solution présentant une tension de surface
de 74 mN.m™! a celui lorsque la tension de surface était de 45 mN.m™! (Losso et al., 2017).
Changer de solution permet une variation du P50 de 1.77 MPa. Les équipes de recherche
réalisant des mesures d’hydrauliques utilisent des solutions dont nous connaissons la
concentration : dans le cas de notre laboratoire, 10 mM KCI + 1 mM CaCl; dans de 1’eau
ultrapure, présentant une tension de surface de 74.7 mN.m"! (Cochard et al., 2009 ; Losso et al.,

2017). Le diametre des pores de la ponctuation (Dmp) €st une question qui a intéressé les
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écophysiologistes dés que la théorie du germe d’air a été formulée (Sperry & Tyree, 1988).
Aujourd’hui, ce parametre a également été relié a la résistance a la cavitation lors de
comparaisons entre especes (Jansen et al., 2009 ; Lens et al., 2011). Ces travaux seront détaillés

plus loin (voir partie V.3. Les connexions entre éléments conducteurs : les ponctuations).
b) Autres hypothéses

Des auteurs proposent des mécanismes supplémentaires. La présence de surfactant
enrayerait la progression des bulles dans la paroi de la ponctuation (Schenk ez al., 2015 ; 2017).
Des phospholipides et protéines hydrophobes présents dans la séve pourraient entourer les
bulles d’air franchissant la paroi de la ponctuation, bloquant ainsi leur progression ou leur
expansion voire jusqu’a permettre leur dissolution dans 1’eau (Schenk et al., 2017). Toutefois,
cette hypothese ne fait pas consensus, car elle ne semble pas compatible avec les observations
de Cochard et al. (2009), qui ont montré que 1’ajout de surfactant dans I’eau augmente la
vulnérabilité a la cavitation du xyleme.

Si la question de la rupture de la paroi de la ponctuation a été évoquée comme une
explication possible pour la propagation de 1’embolie (Crombie et al., 1985), celle-ci a
aujourd’hui été réfutée par plusieurs études. Il a été remarqué que lorsque I’on mesurait la
résistance a la cavitation d’un échantillon qui avait déja ét¢ embolisé une premicre fois, il
apparaissait, lors de la seconde mesure, plus vulnérable que lors du premier test (phénomene
appelé « cavitation fatigue ») (Hacke et al., 2001b). Mais cette augmentation de la vulnérabilité
est trop faible pour étre compatible avec I’hypothese de la rupture de la paroi de ponctuation
(Torres-Ruiz et al., 2016b). L’explication de la fatigue serait plutdt due a 1’augmentation du
diametre de la taille des pores, conséquence soit du tassement de la paroi de la ponctuation
lorsqu’elle est embolisée et de ce fait exposée a I’air (Li et al., 2016), soit de dommages sur la
membrane par la cavitation (Plavcovd et al., 2013). Une seconde observation infirmant la
rupture de la paroi comme mécanisme de propagation de I’embolie est 1’augmentation de la
vulnérabilité observée suite a un changement de tension de surface de la seve, compatible avec
I’hypothese du germe d’air par la rupture de ménisque mais pas avec la rupture de la paroi de
ponctuation Cochard et al. (2009). Enfin, la troisiéme observation allant dans le sens de
I’absence de rupture de la paroi est I’absence d’augmentation de la conductance de I’échantillon
a l’air aprés exposition a des pressions provoquant I’embolie des vaisseaux (Sperry & Tyree,

1990). Malgré ces travaux, I’hypothése de la rupture de la paroi continue d’étre citée comme
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Figure 16 : Implosion de trachéides de méléze. A : Xyleme fonctionnel. B et C : Trachéides ayant implosé
marquées par une étoile. L'échelle indique 50 um pour A et B et 25 um pour C (Rosner et al., 2018).



une possible explication de la propagation de I’embolie dans les revues récentes (Venturas et

al., 2017).

3) Formation de I'embolie : le premier

évenement de cavitation

Nous I’avons vu, I’embolie se propage dans le xyléme entre vaisseaux adjacents. Reste a
déterminer comment 1’air s’est introduit dans le systéme : plusieurs facteurs peuvent expliquer
d’ou viennent les premiers événements de cavitation.

L’embolie hivernale a ét¢ documentée depuis longtemps (Lybeck, 1959 ; Sucoff, 1969).
L’eau du xyléme gele lorsque les températures sont négatives. L’air dissous dans 1’eau n’est
pas soluble dans la glace et de petites bulles d’air se forment. Au dégel, si les bulles sont de
trop grand diametre, elles ne pourront pas se dissoudre dans I’eau, le risque étant qu’elles
augmentent de volume sous 1’effet de la différence de pression jusqu’a rendre le vaisseau non
fonctionnel. Les déterminants structuraux de I’embolie hivernale sont connus et c’est le
diametre des vaisseaux qui prédomine (Sperry & Sullivan, 1992). En effet durant I’hiver, dans
un vaisseau de plus grand diametre des bulles d’air plus grandes peuvent se former, qui,
lorsqu’elles ont atteint d’un certain diametre défini par une équation, ne pourront pas étre
résorbées au printemps (Yang & Tyree, 1992). Il est a noter que si la méme relation a été trouvée
par certains auteurs dans le cas de I’embolie estivale (voir partie V.1. Les éléments
conducteurs), il n’y a pas de théorie liant directement le diamétre des vaisseaux a la résistance
a la cavitation en situation de sécheresse.

L’effondrement (ou collapse) des vaisseaux du fait de tension trop importantes dans les
colonnes d’eau a également été¢ évoqué dans la littérature comme étant une cause probable
d’origine de I’embolie dans le systéme (Fig. 16) (Hacke et al., 2001a). Un effondrement des
vaisseaux a été mis en évidence dans des aiguilles de pin mais sans provoquer d’embolie
(Cochard et al., 2004). Cela a également été observé dans le xyleme de peupliers mutés
déficients en lignine (Kitin ef al., 2010). Cependant, des auteurs considerent que le xyleme
secondaire ne peut pas étre sujet a I’implosion grace a ses structures lignifiées donc tres rigides
(Domec et al., 2009 ; Bouche et al., 2014). Mais une étude récente a permis d’en observer in
situ suite a une sécheresse extréme (Rosner et al., 2018).

En dernier lieu, I’air peut également étre introduit dans les vaisseaux par I’exposition du

xyléme a I’air suite a événements d’origine biotique (herbivore) ou abiotique (casse de branche
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sous I’effet du vent), des blessures etc. Les différents événements pouvant étre a 1’origine de

I’entrée d’air sont passés en revue par Venturas et al. (2017).

y Y

4) Mesure de la vulnérabilité a la cavitation

Le sujet de cette these étant d’expliquer la plasticité de la résistance a la cavitation, la
mesure de ce parametre est donc un point essentiel. Plusieurs méthodes coexistent, ayant
chacune leurs avantages et inconvénients. Afin de garder un regard critique sur les méthodes
retenues et leurs limites, nous proposons dans ce paragraphe un bref historique et une revue des
méthodes disponibles. Cela nous parait d’autant plus important que certaines des méthodes
parmi les plus utilisées par la communauté sont soumises a des artefacts de mesure qui peuvent
changer radicalement les résultats, donc la compréhension des mécanismes de formation et

diffusion de la cavitation dans le xyleme.

a) Méthodes historiques

Tout d’abord, mesurer la résistance a la cavitation demande de gérer deux parametres :
provoquer la cavitation dans un échantillon de branche et mesurer ou estimer les dégats causés
par I’embolie. Pour provoquer la cavitation, la méthode la plus simple consiste a laisser
I’échantillon de branche se dessécher sur une paillasse (bench dehydration) tout en mesurant
réguliecrement son potentiel hydrique. Concernant I’estimation des dégats, il est possible
d’enregistrer les signaux sonores émis par les événements de cavitation. C’est par cette méthode
dite «acoustique » que la cavitation a ét€ mise en évidence chez les plantes (Milburn &
Johnson, 1966). Mais la méthode dite «de Sperry », la plus largement utilisée jusqu’a
récemment permettait une mesure de la perte de conductance causée par I’embolie en estimant
le taux d’embolie d’un échantillon (Sperry et al., 1988).

Les points de mesure Perte de Conductance (Percentage of Loss Conductance — PLC) vs
Pression peuvent ensuite étre ajustés selon la fonction sigmoidale de Weibull (Fig. 17)
(Rawlings & Cure, 1985 ; Pammenter & Vander Willigen, 1998). Ce type de courbe est appelé
« courbe de vulnérabilité » a la cavitation et constitue un outil répandu dans la communauté de
I’hydraulique des plantes.

De cette courbe, deux parametres principaux sont estimés : le Pso, pression requise pour
induire 50 % de perte de conductance (en MPa) et S la pente de la courbe sigmoidale au niveau
du Pso (en %.MPa!). Ces paramétres suffisent a tracer une courbe de vulnérabilité et sont ceux
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Figure 18 : Schéma du fonctionnement d’un cavitron, vu de profil. Un segment
de tige (rectangle gris foncé, au centre) est placé dans le rotor modifié d’une
centrifugeuse. Les extrémités de I'échantillon sont placées dans des réservoirs,
des cuves de spectrophotométrie, dont l'un d’entre eux (downstream) posséde
un trou servant de trop-plein. Lorsque le rotor tourne, I'eau vient se plaquer sur
les parois extérieures des réservoirs du fait de la force centrifuge. Le trop plein
permet a I'un des réservoirs d’évacuer une partie de son eau. Les deux réservoirs
n‘ont pas la méme hauteur d’eau et un gradient de pression se met en place, ce
qui entraine un flux d’eau a travers la branche. Un source de lumiere permet de
repérer les position des ménisques. La vitesse du déplacement du ménisque
mobile (upstream) par rapport au ménisque fixe (downstream) permet de
calculer la conductance. Dans sa version actuelle, le microscope est remplacé
par une caméra et la détection de la position du ménisque se fait de maniére
automatique (Cochard et al., 2005).



qui sont utilisés par toute la communauté. Le Pso s’est rapidement imposé comme étant le trait
le plus utilisé pour comparer les échantillons entre eux (Tyree & Ewers, 1991 ; Cochard et al.,
2008). Deux parametres supplémentaires peuvent ensuite étre calculés : le P2 et Pgsg, selon les
relations suivantes (Domec & Gartner, 2001), qui sont les pressions nécessaires pour induire
12 et 88 % de PLC. D’un point de vue fonctionnel, le P12 a été relié au point a partir duquel on
a une entrée d’air dans le systéme (Brodribb er al., 2003 ; Meinzer et al., 2009) ; le Pso
correspond au seuil de non-retour pour les gymnospermes (Brodiribb & Cochard, 2009) : a
partir de ces niveaux d’embolie, méme si 1’on réhydrate les individus en sécheresse, de la
mortalité sera observée. Enfin, le Pgg est considéré comme le seuil de non-retour pour les
angiospermes (Barigah et al., 2013 ; Urli et al., 2013). Toutefois, des recherches récentes
tendraient a remettre en cause ce seuil, Hammond et al. (2019) ont montré une reprise au-dela
du seuil de 90 % de PLC pour des gymnospermes. La question du lien de causalité entre PLC
et mortalité fait actuellement 1’objet de recherches au sein de I’équipe.

Les méthodes évoquées jusqu’a présent demandent du temps pour caractériser les especes
les plus résistantes a la cavitation (jusqu’a plusieurs jours). L’arrivée de la méthode d’injection
d’air permet d’accélérer le processus (Cochard et al., 1992b). Avec cette méthode, il n’est plus
nécessaire d’attendre que 1’échantillon se déshydrate jusqu’a la valeur de potentiel souhaitée
pour faire une mesure de PLC mais de 1’air peut directement étre injecté dans les vaisseaux a la
pression souhaitée. En effet, c’est la différence de pression entre les compartiments remplis
d’air et ceux remplis d’eau qui est importante pour mesurer la résistance a la cavitation. Ainsi,
I’action de 1’air sous pression sur des vaisseaux remplis d’eau a pression atmosphérique est le
méme que le cas naturel, ol des vaisseaux embolisés sont remplis d’air a pression
atmosphérique et I’eau dans ces vaisseaux subit des forces de tension.

Toutefois, les méthodes présentées jusqu’a maintenant nécessitent une grande quantité de
matériel végétal disponible puisqu’a I’exception de la méthode acoustique, chaque point de
mesure de PLC demande de sacrifier un échantillon. Face a la nécessité de gagner en temps et

d’économiser du matériel végétal, de nouvelles méthodes vont étre développées.

b) Le Cavitron, méthode par centrifugation

La méthode consistant a utiliser une centrifugeuse pour provoquer des forces de tension
jusqu’a la cavitation d’un liquide est ancienne (Briggs, 1955). Des écophysiologistes ont adapté

cette méthode pour permettre d’appliquer des forces de tension dans un échantillon de tige tout

19



56-111 112-167

168-222 223-278 279333

334-389 | 390-444

’ 'l
B L.
L AR

Figure 19 : Evénement de cavitation
observé chez Rosmarinus officinalis par
méthode optique. Les nombres
indiquent les images (intervalle entre
chaque image : environ 10 min) ; le
potentiel auquel ont cavité les
vaisseaux est indiqué par [Iéchelle
colorée (Brodribb et al., 2017).

Acer pseudoplatanus Fagus sylvatica

Figure 20 : Evénement de cavitation observé chez deux
angiospermes par microtomographie a rayons X. Sur
chacune des images, on peut apercevoir : un échantillon
de tige (a gauche sur chaque image), un pétiole (en haut
a droite) et une racine fine (en bas a droite). Les points
noirs représentent les vaisseaux embolisés. L'échelle
représente 1,25 mm (Losso et al., 2019).




en contrdlant finement la tension appliquée (Holbrook et al., 1995 ; Pockman et al., 1995 ;
Steudle 1995). La technique s’est rapidement diffusée et a été améliorée (Alder et al., 1997 ;
Cochard et al., 2000). Aujourd’hui, la méthode de centrifugation, appelée méthode du
« cavitron », permet a la fois d’induire la pression par centrifugation et de mesurer la
conductance en observant le débit d’eau passant a travers 1’échantillon en temps réel (Fig. 18)
(Cochard, 2002 ; Cochard et al., 2005). Cette technique, qui permet de réaliser une courbe de
vulnérabilité a la cavitation en quelques minutes et avec un seul échantillon, a permis
d’augmenter considérablement le débit de phénotypage pour ce trait. La plupart des valeurs
présentées dans cette revue bibliographique ont été obtenues a I’aide d’un cavitron (Cochard et
al., 2013). C’est notamment grace a I’apport de cette méthode qu’ont pu étre menées des études
incluant un grand nombre d’échantillons, nécessaire pour une étude a large échelle (Delzon et
al., 2010 ; Choat et al., 2012), pour estimer la variabilité génétique sur ce trait (Wortemann et
al., 2011 ; Lamy et al., 2011 ; Chauvin et al., 2019). Aujourd’hui, la résistance a la cavitation
est considérée comme un trait majeur dans la compréhension de la distribution des especes

(Brodribb, 2017 ; Larter et al., 2017).

c) Nouvelles méthodes

Ce n’est que récemment que de nouvelles avancées ont été faites dans la mesure de la
résistance a la cavitation, avec I’apparition de trois nouvelles méthodes dans la derniere
décennie. La derniere-née, la méthode pneumatique, mise au point par une équipe brésilienne
est facile a mettre en ceuvre a moindre colt (Pereira et al., 2016 ; Zhang et al., 2018). Elle
propose d’estimer la PLC en mesurant le volume d’air contenu dans les vaisseaux embolisés.
La méthode optique, en observant des changements de transmission de la lumiere traversant le
xyléme est modifiée par ’embolie (Ponomarenko et al., 2014 ; Brodribb et al., 2016). Elle
permet de phénotyper d’autres organes que les branches, notamment les feuilles ou les racines
fines (Fig. 19) (Brodribb et al., 2016 ; Brodribb et al., 2017). Enfin, la microtomographie
permet une visualisation directe grace a des rayons X du statut hydrique des vaisseaux sur un
individu intact (Fig. 20) (Brodersen et al., 2010 ; Cochard et al., 2015). Les études comparant
ces nouvelles méthodes se multiplient ces dernieres années (Lamarque et al., 2018 ; Zhang et
al., 2018 ; Venturas et al., 2019), tout comme celles croisant ces approches pour tirer avantage
des points forts de chaque méthode (Jacobsen ef al., 2019). Cependant, pour ces trois nouvelles
méthodes, la cavitation est induite dans I’échantillon soit par centrifugation d’un segment de

tige (ce qui expose ces nouvelles méthodes au méme biais que le cavitron ; voir la sous-section
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Figure 21 : Courbe de vulnérabilité a Ia
cavitation de forme exponentielle, tracée en
pointillés. Les espéces présentant ce type de
courbe seraient tellement vulnérables que la
cavitation serait un phénomene quotidien, d’ou
la nécessité de réparer I'embolie (Cochard et al.,
2010).



suivante Controverses liées aux méthodes les plus utilisées), soit en laissant une branche se
déshydrater sur une paillasse (ce qui peut étre long si I’espece est résistante a la sécheresse).
Ainsi, malgré le développement de ces nouvelles méthodes, le cavitron reste ’outil de
phénotypage haut débit.

Mais le choix de la méthode de mesure par soucis technique ou scientifique n’est pas un

choix neutre et il est important de connaitre les limites de ces méthodes.

d) Controverses liées aux méthodes les plus utilisées

Dans le cas du cavitron, la controverse est d’autant plus sensible que les limites de la
méthode changent les hypothéses concernant le comportement des vaisseaux sous tension.
Certains échantillons montrent une vulnérabilité extréme a la cavitation lorsque caractérisés par
méthode du cavitron : ils atteignent les seuils létaux de 88 % d’embolie a des valeurs de
potentiels hydriques élevés (Fig. 21 ; a comparer avec les mesures de potentiel tels que mesurés
sur le terrain Fig. 12). Certains auteurs estiment que la longueur des vaisseaux de I’échantillons
est a I’origine d’un artefact dans la mesure (appelé artefact lié aux vaisseaux ouverts) (Cochard
et al., 2010 ; Martin-StPaul et al., 2014 ; Wang et al., 2014) tandis que d’autres estiment que
les mesures sont valides quelle que soit la longueur des vaisseaux de I’échantillon (Cai et al.,
2010 ; Jacobsen & Pratt, 2012 ; Sperry et al., 2012 ; Hacke et al., 2015). La prise en compte ou
non de cet artefact peut modifier des résultats et leurs interprétations (Torres-Ruiz et al., 2016a).
Afin de clore le débat, la nouvelle méthode de visualisation directe par tomographie a rayons
X est mise a contribution par les chercheurs travaillant avec la méthode du cavitron (Choat et
al., 2015 ; Charrier et al., 2016 ; Torres-Ruiz et al., 2017 ; Choat et al., 2019 ; Lépez et al.,
2019). Considérer que ce type de courbe est le signe d’une vulnérabilité extréme ou un artefact
de mesure a des conséquences sur la présence ou pas chez les plantes de mécanismes de
réparation de I’embolie (voir la section suivante Irréversibilité de I’embolie ?).

Concernant la tomographie, si la méthode a été largement adoptée par la communauté,
des biais possibles sont soulignés par certains auteurs quant aux dommages causés par les
rayons X lors des scans. Cette technique semble plus destructive que ce que 1’on pourrait penser
au premier abord puisque I’exposition au rayons X affectent les cellules vivantes (Petruzzellis
et al., 2018). De plus, en visualisant I’ensemble des éléments remplis d’eau, on pourrait
comptabiliser a tort des éléments non-embolisés mais isolés (donc non conducteurs) et ainsi
surestimer la résistance a la cavitation d’un échantillon (Mrad et al. 2018 ; Jacobsen & Pratt,

2018 ; Pratt & Jacobsen, 2018).
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5) Irréversibilité de I'embolie ?

Une des questions concernant la résistance a I’embolie est de savoir si celle-ci est
réversible ou non. La réparation de I’embolie hivernale existe et ne fait aucun débat, elle se
produit au printemps par poussée racinaire (Ewers et al., 2001).

Tres tot, les auteurs se sont posés la question de la possibilité pour les plantes de réparer
les dégats dus a I’embolie en situation de sécheresse. Des essais de mesure par méthode
acoustique ou par observation en cryo-miscroscopie laissent a penser a ces auteurs qu’il y a
cavitation de maniére quotidienne, ce qui nécessite 1’existence d’'un mécanisme quotidien de
remplissage des vaisseaux embolisés (refilling) (Borghetti et al., 1991 ; Salleo et al., 1996 ;
Canny, 1997). Une preuve supplémentaire en faveur du refilling viendra avec le développement
de la méthode de centrifugation et les courbes exponentielle (Cochard et al., 2013). Ces courbes
montrent que certaines especes a vaisseaux longs apparaissent extrémement vulnérables a tel
point que les potentiels minimums hauts suffiraient a les faire caviter, faisant de la cavitation
un phénomene quotidien. Des lors, il est nécessaire que les plantes soient capables de réparer
I’embolie également de maniere quotidienne. Les mécanismes restent a identifier. IIs pourraient
étre analogue au cas de la cavitation hivernale. La poussée racinaire répare I’embolie hivernale,
la pression dans le xyleme est positive. Un xyleme en fonctionnement est soumis a des pressions
négatives, ce qui fait douter certains auteurs de I’existence d’un tel mécanisme de réparation
sous tension (Yang & Tyree, 1992 ; Tyree & Yang, 1992 ; Holbrook & Zwieniecki 1999). La
réparation serait possible grace a des transports de solutés : des sucres et ions seraient déchargés
depuis les cellules du parenchyme dans les vaisseaux embolisés, diminuant leur potentiel
osmotique. Ces sucres pourraient provenir du phloéme, par transport latéral. Le gradient de
potentiels ainsi formé entre vaisseau fonctionnel plein d’eau et vaisseau non fonctionnel a trés
faible potentiel osmotique provoque I’entrée d’eau dans ce dernier jusqu’a sa réparation (pour
une synthese sur le sujet, voir les revues de Nardini ef al., 2011 ou Klein et al., 2018).

Mais a Dlinverse, d’autres auteurs, dont nous faisons partie, estiment que cette
vulnérabilité extréme observée au cavitron n’est qu’un artefact de mesure dii a la méthode
(Cochard et al., 2013 ; voir également les débats sur 1’artefact lié aux vaisseaux ouverts dans la
sous-section précédente, Controverses liées aux méthodes les plus utilisées). Ainsi, en excluant
les courbes exponentielles, les potentiels hydriques minimums mesurés en conditions normales

sont supérieurs au Pso et cela montre que la cavitation n’est qu’un phénomeéne rare ne se
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produisant qu’en cas de sécheresse extréme (Cochard & Delzon, 2013 ; Delzon & Cochard,
2014). De ce point de vue, I’embolie n’est pas un phénoméne quotidien et 1’existence de
mécanismes de réparation de I’embolie n’est pas nécessaire pour expliquer la survie des plantes.
En I’absence d’observation formelle du phénomene, il est plus parcimonieux de considérer que
ces mécanismes n’existent pas.

Comme pour la controverse liée a I’artefact de vaisseau ouvert, les auteurs se sont saisis
des nouvelles méthodes d’imagerie par visualisation directe pour confirmer I’existence du
refilling (Knipfer et al., 2016 ; Brodersen et al., 2018) ou infirmer cette hypothese (Charrier et
al., 2016 ; Lamarque et al., 2018 ; Choat et al., 2019). Considérant que la réparation de
I’embolie n’est pas possible sous tension, dans le cas de cette étude nous ne discuterons pas la

résistance a la sécheresse a la lueur de ce mécanisme.

6) La segmentation hydraulique, cloisonner

I'embolie

En cas de sécheresse extréme, il est possible pour certaines especes de sacrifier certains
tissus de fagon a protéger ceux qui sont les plus importants pour la survie ou les plus coliteux
en carbone. Le cas habituel est un sacrifice des feuilles afin de protéger la tige. Du fait d’un
gradient de potentiels hydriques avec la hauteur de I’individu, les organes distaux (feuilles,
branches) sont exposés a des potentiels plus bas, ce qui en fait des organes difficiles a protéger.
Mais, la phénologie en fait des organes peu colteux, faciles a produire et donc sacrifiables
(Tyree et al., 1993 ; Hochberg et al., 2017).

La segmentation hydraulique, discutée par Tyree & Ewers (1991), est une séparation
physique des systemes hydrauliques au sein de certains organes d’un individu, afin d’y contenir
I’embolie. Par exemple il a été décrit que les points d’abscision des feuilles et des fruits
contiennent de nombreuses terminaisons de vaisseaux, afin de permettre a I’individu de se
séparer de ces organes sans exposer ses vaisseaux (André et al., 1999). De la méme maniere,
les bourgeons ont été décrits comme ayant un systeéme hydraulique isolé, afin de les préserver
lors de sécheresses intenses des forces de tension et donc de 1’embolie qui affecte le reste du
xyleme (Barigah et al., 2013). Ceci permet a 1’individu de reprendre sa croissance une fois
I’épisode de sécheresse terminé, méme si son xyléme a été exposé a des niveaux importants

d’embolie.
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Outre cette segmentation hydraulique, les auteurs ont décrit une segmentation de la
résistance a la cavitation, c’est-a-dire une vulnérabilité différente selon les organes (Fig. 22).
L’abscision des feuilles a été mise en relation avec la segmentation de la vulnérabilité a la
cavitation entre le pétiole et la tige (Tyree et al., 1993). La perte de ces tissus sacrifiables permet
de protéger des tissus plus importants, comme la tige (Wolfe et al., 2016 ; Hochberg et al.,
2017). Tyree et al. (1993) montrent que les pétioles des feuilles agissent comme des fusibles et
voient leur xyleme embolisé a un potentiel hydrique pour lequel le xyleme de la tige ne subit
que des niveaux marginaux d’embolie. En limitant les pertes en eau par diminution de la surface
foliaire, la chute des feuilles ralentit la diminution du potentiel hydrique dans la tige, la
protégeant ainsi de tensions qui provoqueraient I’embolie de son xyléme. Ainsi il a ét€ montré
que chez I’hévéa, les pétioles sont plus vulnérables que les branches (Jinagool et al., 2015).
Grace aux nouvelles méthodes de construction de courbe de vulnérabilité par méthode optique
et par imagerie a rayons X qui permettent d’étudier une plus grande variét¢ d’organes, la
question de la segmentation hydraulique fait I’objet d’études récentes. Ainsi, la racine d’olivier
a été montrée comme €tant plus résistante que la tige, elle-méme plus résistante que la nervure
principale de la feuille, avec une différence de 2,3 MPa entre racines et feuilles (Fig. 22)
(Rodriguez-Dominguez et al., 2018). Une différence de résistance a la cavitation a été montrée
entre feuilles et tiges chez le laurier et le bouleau mais pas chez le tulipier (Klepsch et al., 2018).
Par tomographie a rayons X, Hochberg et al. (2016) observent une plus grande vulnérabilité du
pétiole par rapport a la tige chez la vigne. Avec cette méme méthode, Losso et al. (2019)
montrent sur une méme prise de vue la vulnérabilité a la cavitation du pétiole et de la racine par
rapport a la tige chez 1’érable sycomore et son absence chez le hétre. Egalement, les racines
sont plus résistantes a la cavitation que la tige chez Juniperus ashei et chez Bumelia lanuginosa,
mais pas chez Quercus fusiformis (McElorne et al., 2004). A I’inverse de ces résultats, des
auteurs ayant conduit une étude sur quatre especes de pinacées estiment que les différences de
résistance a la cavitation observées sont trop faibles pour soutenir I’hypothese de segmentation

de la résistance a la cavitation (Bouche et al., 2016).
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Figure 23 : Variabilité inter-spécifique de la vulnérabilité a la cavitation. A : Courbes de vulnérabilité pour
plusieurs espéces. C, Ceanothus megacarpus ; J, Juniperus virginiana ; R, Rhizophora mangle ; A, Acer
saccharum ; T, Tuja occidentalis ; P, Populus deltoides (Tyree et al., 1994). B : Comparaison des Pg, par
groupes. Poacées (n = 16 especes), herbacées eudicotylédones (n = 20), ligneux angiospermes (n = 301) et
ligneux gymnospermes (n = 103) (Lens et al., 2016).




IV. Vulnérabilité a la cavitation des

arbres

Maintenant que le fonctionnement hydraulique des plantes et les mécanismes a 1’origine
de la cavitation ont été précisés, nous pouvons étudier quelles sont les gammes de résistance a

la cavitation observées chez les plantes, qu’il s’agisse de variabilité inter- ou intra-spécifique.
1) Variabilité inter-spécifique

En constatant que les végétaux présentaient des potentiels hydriques tres variés, et que
ces variations dépendaient des biomes et des especes considérées (Scholander et al., 1965), les
auteurs ont cherché a comparer la variabilité de la résistance a la cavitation entre especes. Par
exemple en comparant des especes de chénes ou de coniferes, avec des Pso compris entre - 2,4
et - 3,3 MPa pour les especes de chénes (Cochard, 1992 ; Cochard et al., 1992a). En comparant
plusieurs especes entre elles, Tyree et al., 1994 observent des Pso comprises entre - 0,7 et - 11
MPa (Fig. 23.A). Du fait de sa variabilité entre especes, le Pso s’est imposé comme le trait le
plus utilisé dans les études de la résistance a la sécheresse et pour comparer les especes entre
elles (Cochard et al., 2008 ; Brodribb, 2017). Dans une méta-analyse regroupant 167 especes
issues de différents biomes, Maherali ef al. (2004) concluent a la grande variabilité du trait,
observant des Pso situés entre - 0,18 et - 14,1 MPa. Notons que d’une part le résultat de - 0,18
MPa peut étre questionné au regard de 1’artefact di aux vaisseaux ouverts que nous avons
mentionné dans le paragraphe précédent (Cochard et al., 2010 ; voir également partie 1I1.4
Mesure de la vulnérabilité a la cavitation) et d’autre part le Pso le plus bas a aujourd’hui été
dépassé puisque qu’un Pso de - 18,8 MPa a été mesuré sur une espece australienne. Cette valeur
constitue encore a I’heure actuelle le record de tolérance a la cavitation (Larter et al., 2015).

En regroupant les especes par biomes, il est possible de constater des différences de
moyennes de Pso qui peuvent étre liées a 1’aridité (Maherali et al. 2004 ; Choat et al., 2012),
avec les especes de milieux méditerranéens a - 5 MPa, de foréts tempérées autour de - 3 MPa
et de foréts tropicales a - 1 MPa. Les auteurs ont constaté une corrélation entre Pso et
précipitations (Maherali et al., 2004), avec les indices d’humidité de biotope de Rameau
(Brendel & Cochard, 2011) ou avec I’indice d’aridité (F) d’Ellenberg (Lens et al., 2016). De
maniere générale, les especes sont considérées comme vulnérables a la sécheresse avec des Pso

supérieurs a - 3 MPa et les especes xérophiles ont des Pso inférieurs a - 4,5 MPa.
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especes possedent au moins une population présentant une marge de sécurité négative. (Benito-Garzoén et




La grande résistance a la cavitation dont peuvent faire preuve certains clades est apparue
plusieurs fois de fagon indépendante au cours de I’évolution (Maherali et al., 2004 ; Larter et
al., 2017 ; McAdam & Cardoso, 2019). En remarquant que 62 genres de 20 ordres différents
présentent au moins une espece au Pso inférieur a - 5 MPa, McAdam & Cardoso (2019)
suggerent que la résistance extréme du xyléme est une innovation évolutive qu’il est possible
d’acquérir relativement facilement. A ce titre les auteurs comparent cette innovation avec un
mode de vie aquatique ou avec la stratégie consistant a perdre ses feuilles a la mauvaise saison
(plantes décidues), qui sont également deux innovations évolutives apparues de fagon
indépendantes chez plusieurs genres.

Si ’on s’intéresse aux différences entre groupes taxonomiques, les gymnospermes
présentent en moyenne des Pso plus faibles que les angiospermes ligneux, ces derniers peuvent
malgré tout faire preuve de grande résistance, avec des Pso descendant jusqu’a - 10 MPa
(Delzon et al., 2010 ; Choat et al., 2012). Concernant les monocotylédones, leur Pso moyen est
similaire a celui des arbres avec des espeéces présentant une résistance extréme, jusqu’a
- 7,5 MPa (Lens et al., 2016). Ainsi si les moyennes de Pso sont différentes il est frappant de
constater que les gammes de Pso se recouvrent presque intégralement pour chacun des trois
groupes, signe d’une convergence évolutive (Fig. 23.B) (Maherali et al., 2004 ; Choat et al.,
2012). Entre groupes fonctionnels, on remarque que pour un méme biome, les arbustes ont des
Pso plus faibles que les arbres (Maherali ez al., 2004 ; Brendel & Cochard 2011). Cela peut
s’expliquer par la nécessité pour les premiers d’étre tolérants a la sécheresse, du fait d’une
compétition importante pour 1’eau dans les couches superficielles du sol. Les arbres, quant a
eux, peuvent prospecter un volume de sol plus grand et plus en profondeur.

Une méta-analyse récente montre que presque toutes les especes fonctionnent en
moyenne a des valeurs de potentiels hydriques minimums proches de leur Pso et ce quel que
soit le biome considéré (Choat et al., 2012). Explorant cette approche, certains auteurs signalent
que toutes les especes présentent au moins une population pour laquelle la marge de sécurité
est négative (Benito-Garzon et al., 2018), c’est-a-dire qu’elles sont exposées a des potentiels
minimums inférieurs a leur Pso (pour les gymnospermes) ou leur Pgg (pour les angiospermes).
Cect les expose a un risque de mortalité par dysfonctionnement hydraulique a court terme (Fig.
24). Pour prendre un cas particulier, une faible résistance a la cavitation a par exemple été
évoquée pour expliquer le déclin de populations de Rhamnus ludovici-salvatoris, endémiques
des iles Baléares (El Aou-ouad et al., 2017).

En ce qui concerne notre espece modele, le Populus tremula x alba a un Pso de - 1,8 MPa

(Awad et al., 2010), ce qui est peu résistant dans le genre Populus, qui contient des especes
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extrémement vulnérables a I’image du Populus deltoides (Pso = - 1,35 MPa) et d’autres a la

résistance plus marquée, comme le Populus nigra (Pso = - 2,95 MPa) (Cochard et al., 2005).
2) Variabilité intra-spécifique

Nous avons vu que les plantes fonctionnent en limite de potentiel hydrique, ce qui pose
la question de leur maintien sous un climat aux conditions hydriques plus contraintes (Aitken
et al., 2008 ; Allen et al., 2015). Nous avons également vu que la variabilité inter-spécifique
peut étre grande pour la vulnérabilité a la cavitation. Dans le paragraphe précédent nous avons
considéré le Pso comme un trait fixé pour I’espéce. Nous allons voir dans ce paragraphe que la
résistance a la cavitation est un trait également soumis a variation a 1’échelle intra-spécifique et
verrons dans quel ordre de grandeur. Il a été montré dans une méta-analyse compilant 33 études
pour 46 especes que la variabilité intra-spécifique de la résistance a la cavitation représente
33 % de la variabilité totale entre especes a I’échelle d’un genre (Anderegg, 2015). Lorsque
I’on compare des populations, de la variabilité phénotypique est souvent observée sur la
résistance a la cavitation, mais cela n’est pas systématique. Par exemple, dans une étude menée
sur quatre especes (deux coniferes et deux angiospermes) échantillonnées le long de leur aire
de répartition en Europe, Gonzdles-Muioz et al. (2018) concluent a 1’absence de variabilité
phénotypique pour trois des quatre especes considérées (Betula pendula, Picea abies, Pinus
sylvestris ; mais pas Populus tremula). De méme, Sdenz-Romero et al. (2013) n’observent pas
de différences entre population le long d’un gradient altitudinal. Ainsi, selon certains auteurs le
Pso est un trait propre a chaque espece et, en se basant sur le potentiel hydrique, il peut tre
utilisé pour connaitre I’embolie native en champ (Vitra et al., 2019) ou les marges de sécurité
hydrauliques (Benito-Garzon et al., 2018).

La variabilité phénotypique d’un trait a I’échelle intra-spécifique peut avoir deux composantes :

- Variabilité génétique : les différences de phénotypes exprimés entre individus au sein

d’une population (ou entre populations) viennent de différences de génotypes, par
sélection naturelle.

- Plasticité phénotypique : les changements de phénotypes exprimés viennent de

changements d’expression du génotype, en réponse a des changements de conditions

environnementales. On parle alors d’acclimatation aux conditions environnementales.

27






a) Composante génétique

La recherche de variabilité génétiques de la résistance a la cavitation est récente et
facilitée par 1’amélioration de I’efficacité des méthodes de phénotypage (notamment par la
méthode du Cavitron) (Lamy et al., 2011 ; Wortemann et al., 2011). Ces études montrent que
la diversité génétique est faible sur ce trait pour le hétre et le pin maritime (Wortemann et al.,
2011 ; Lamy et al., 2014); ceci étant interprété comme le signe que le trait est canalisé du fait
de contraintes génétiques (Lamy et al., 2012). En d’autres termes, I’architecture génétique
pourrait réduire la variabilité d’un trait afin de préserver des phénotypes fonctionnels (Sdenz-
Romero et al., 2013). Cela va dans le méme sens que les résultats obtenus dix ans plus tot par
Maherali et al. (2002), qui n’observaient pas de divergence évolutive ni de variabilité de Pso
entre populations de Pinus ponderosa poussant dans des environnements contrastés. La
comparaison de cultivars pour les especes cultivées, qu’il s’agisse de variétés de noyers ou
d’hévéas, a montré une absence de variabilité génétique du Pso pour ces deux especes (Jinagool
et al., 2015 ; 2018). Plus récemment, des résultats similaires ont ét€ obtenus sur chéne sessile,
ou aucune différence dans le Pso n’a €t¢ montrée entre provenances plantées dans un jardin
commun (Lobo et al., 2018). Quelques études ont pu mettre en évidence de la différenciation
génétique associée a la vulnérabilité a la cavitation, par exemple chez Pinus canariensis et
Pinus halepensis, mais celle-ci reste faible (Lopez et al., 2013 ; David-Schwartz et al., 2016).
La synthese des études précédemment citées montre que la composante génétique ne joue pas
de role important quant aux variations intra-spécifiques de la résistance a la cavitation, qui

auraient majoritairement pour origine la plasticité phénotypique.
b) Plasticité phénotypique

Les études ayant exploré les deux composantes de la variabilité intra-spécifique observent
généralement une variabilité par plasticité phénotypique supérieure a celle due a la composante
génétique (Corcuera et al., 2011 ; Lopez et al., 2013 ; Aranda et al., 2015 ; Jinagool et al.,
2015). Une étude récente incluant des populations de hétres en marge d’aire de répartition
montre des différences entre les populations en marge de I’aire de distribution, que les auteurs
attribuent a de la plasticité (Stojni¢ et al., 2018). De la méme maniere sur gymnospermes, une
étude comparant plusieurs jardins communs met en évidence une variabilité phénotypique en
lien avec la température des aires d’origines de différentes populations de Pinus canariensis

(Lopez et al., 2016). Seulement, cette plasticité phénotypique n’est observée que dans le jardin
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commun avec les conditions climatiques les plus contraignantes (précipitations basses). Il est
possible que cette grande variabilité soit le fait des conditions tres contraintes dans lesquelles
les individus ont pouss¢, qui auraient favorisé 1’émergence de nouveaux phénotypes peu
communs (Schlichting, 2008).

En comparant les Pso de plusieurs populations de hétres, Herbette ef al. (2010) observent
des différences de résistance a la cavitation dues a la plasticité au sein d’'un méme individu : les
branches les plus exposées a I’ombre sont plus vulnérables que les branches en pleine lumiére.
En comparant des populations, des différences de Pso sont rapportées sans qu’elles puissent étre
liées a des variables climatiques (latitude, altitude, exposition Nord/Sud) (Herbette et al., 2010).
Cette derniére observation est similaire aux observations faites par d’autres auteurs un an plus
tot en comparant des populations de pin sylvestre (Martinez-Vilalta et al., 2009). Herbette et
al. (2010) suggerent que 1’absence de lien entre les variables climatiques et les Pso mesurés
pourrait s’expliquer de deux maniéres : soit les populations les plus exposées a la sécheresse
s’acclimatent sur des parametres de résistance a la sécheresse davantage que sur la tolérance a
la cavitation ; soit une acclimatation a la résistance a la cavitation est nécessaire chez de
nombreuses populations non exposée a la sécheresse, du fait, par exemple, d’une exposition a
la cavitation hivernale due au gel. De méme, dans une étude utilisant un dispositif d’exclusion
de pluies sur le long terme (10 ans), Limousin et al. (2010) n’observent pas de changement de
résistance a la cavitation sur chéne vert malgré une diminution de potentiel hydrique, pourtant
signe d’un stress hydrique plus important.

L’acclimatation a certaines conditions environnementales a ¢été identifiée comme
augmentant ou diminuant la résistance a la cavitation par plasticité phénotypique : un régime
hydrique contraint permet d’obtenir des individus plus résistants (Fig. 25.B) (Awad et al.,
2010 ; Fichot et al., 2010 ; Plavcovd & Hacke, 2012), I’ombre est connue pour augmenter la
vulnérabilité a la cavitation (Barigah et al., 2006 ; Plavcova et al., 2011) et le méme effet a été
obtenu par 1’augmentation des apports azotés (Cooke et al., 2005 ; Plavcova & Hacke, 2012).
Dans une revue, Anderegg (2015) montre que la plasticité phénotypique sur la résistance a la

cavitation est bien plus faible chez les coniferes que chez les angiospermes (Fig. 25.A).

Tantdt qualifiée de « faible » (Lamy et al., 2014), tant6t de « substantielle » (Anderegg,
2015), la variabilité de la résistance a la cavitation a donc bien été mise en évidence a 1’échelle
intra-spécifique. Cette variabilité serait davantage due a la plasticité phénotypique plutot qu’a
de la variabilité génétique (Corcuera et al., 2011 ; Lopez et al., 2013). Cela souleve la question

de savoir si la plasticité phénotypique de la résistance a la cavitation peut étre d’'une amplitude
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Figure 26 : Dépodts de paroi secondaire
organisés en couches. A : Couches S1 a S3
chez les angiospermes. B : Cas particulier
du bois de tension chez les angiospermes
(Badel et al., 2015).
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Figure 27 : Eléments conducteurs du xyléme des
angiospermes (Taiz & Zeiger, 2010).



suffisamment importante pour permettre une acclimatation aux conditions climatiques futures.
Une étude récente va dans ce sens : dans des plantations en jardins communs en limites d’aires
de répartition, en comparant plusieurs populations de Douglas, il a été constaté une corrélation
entre Pso et survie (Chauvin et al., 2019).

La recherche des bases génétiques a 1’origine de la variabilité phénotypique de la
vulnérabilité a la cavitation se heurte a la difficulté¢ de 1’identification de genes candidats
(Allario et al., 2018). Comprendre les bases structurelles de la vulnérabilité a la cavitation a

I’échelle intra-spécifique est un préalable a la recherche de génes candidats pour ce trait.

V. Structure du xyleme

Nous avons vu que, tant a 1’échelle intra- qu’inter-spécifique, le Pso est soumis a
variabilité. Pour explorer la question des déterminants structuraux a [’origine de cette
variabilité, nous devons tout d’abord nous pencher sur ’organisation du xyléme et rappeler
comment sa constitution détermine la résistance a la cavitation. Dans le paragraphe qui suit,
nous nous pencherons sur le xyleme secondaire, un tissu lignifié issu de la croissance radiale

(en diametre) chez les plantes.

En plus de leur membrane plasmique, les cellules végétales possedent une paroi
pectocellulosique, elle-méme composée de la lamelle moyenne, de la paroi primaire et de la
paroi secondaire. Les dépdts de paroi secondaire sont organisés en couches de cellulose :
habituellement nommées couches S1 a S3 (Fig. 26). C’est un changement de 1’orientation des
micro-fibrilles de cellulose qui explique ces séparations entre couches. Les couches S1 et S3
sont fines alors que la couche S2 est bien plus épaisse. Il y a des cas particuliers, par exemple,
le bois de tension des angiospermes ne présente pas de couche S2 ni S3 mais une couche riche
en cellulose et hémicellulose, appelée G, avec des micro-fibrilles orientées dans le sens de
I’¢longation (Timell et al., 1967 ; Badel et al., 2015).

Le xyleme est composé de plusieurs types de cellules :
- Des cellules vivantes formant le parenchyme. Les cellules sont allongées dans le
sens radial (les rayons) ou axial (cellules associées au vaisseau) assurant la nutrition du
xyleme (van Bel 1990) ; le role de ces cellules a été passé en revue récemment par

Morris et al. (2018)
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- Des cellules mortes formant le sclérenchyme. Il est composé de fibres (tissu de
soutien), de trachéides et de vaisseaux (tissu conducteur ; Fig. 27). Il est a noter que
chez les gymnospermes, le sclérenchyme est composé uniquement de trachéides, qui

jouent le double rdle de tissu de soutien et de tissu conducteur de seéve brute.

En situation de sécheresse, ce sont les éléments conducteurs qui, si exposés a des forces
de tension trop élevées, sont soumis au risque de cavitation. Notre attention se portera donc sur

le lien entre les propriétés structurelles et hydrauliques des éléments conducteurs.

1) Les éléments conducteurs

a) Circulation de I'eau dans le vaisseau

Dans les vaisseaux, I’eau circule au contact de la paroi S3. L’écoulement du flux d’eau
dans un vaisseau suit la loi de Hagen-Poiseuille (Dimond, 1966). Elle est définie par la relation

suivante :

= K, X —
q h X3

Avec g le flux en m’.s'; AP/Ax le gradient de pression entre les deux extrémités du
vaisseau et K la conductance théorique en m>.MPa!.s!, elle-mé&me définie comme suit :
K = X Dy
"7 128y

Avec Dy le diamétre du vaisseau en m et 5 ’indice de viscosité de I’eau (1.002 x 10
m* MPa'l.s! 420 °C). Ainsi, le rapport entre le diamétre d’un vaisseau et sa conductance varie
a la puissance 4. Un vaisseau de 40 um de diametre aura la méme conductance que 16 vaisseaux
de 20 um de diametre (Fig. 28) (Tyree et al., 1994).

Parce qu’elle ne prend pas en compte la résistance opposée par les ponctuations, la loi de
Hagen-Poiseuille ne peut pas étre utilisée pour calculer la conductance d’un segment de tige
(Giordano et al., 1978). Si la conductance théorique calculée a partir du diametre des vaisseaux
ne peut pas étre atteinte in planta, il s’agit malgré tout d’un trait trés utilisé en physiologie
végétale car il permet de comparer des sections de xyleme entre elles. La conductance théorique

montre le lien direct entre diametre des vaisseaux et efficacité du transport de 1’eau.
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b) Dimensions

Alors que chez les gymnospermes une trachéide est de petit diametre (autour de 10 um),
chez les angiospermes les vaisseaux ont un diametre compris de 10 a 500 um suivant les especes
(van der Graaff & Baas, 1974 ; Tyree et al., 1994). Chez le peuplier, des diametres de vaisseaux
de 23 a 33 pum ont ét€ mesurés respectivement chez Populus tremuloides et Populus
balsamifera (Jacobsen et al., 2012). Chez Populus tremula x alba, une étude réalisée par
I’équipe indique un diamétre de vaisseaux moyen autour de 45 um (Awad et al., 2010). Notons
qu’au sein d’un individu, le diamétre des vaisseaux est connu pour décroitre a mesure que 1’on
se rapproche de 1’apex, un phénomeéne appelé étiolement (Fig. 29) (Petit et al., 2010). Les
vaisseaux les plus larges en partie basale de la tige opposent une résistance moindre au flux
d’eau et permettent ainsi a ’arbre de transporter ’eau a de plus grandes hauteurs (Koch et al.,
2004 ; Domec et al., 2009).

I1 existe un lien entre la vulnérabilité a la cavitation et I’augmentation du diametre des
vaisseaux lorsque 1’on compare i) les especes entre elles (Fig. 30) (Tyree et al., 1994), ii) des
especes d’un méme genre (Lens et al., 2011 ; Scholz et al., 2013b), iii) dans le cas de la
plasticité (Awad et al., 2010) ou iv) les organes d’un méme individu (McElorne et al., 2004).
Toutefois, cette relation est moins claire lorsque 1’on étudie des espéces provenant de biomes
différents (Hacke et al., 2017). Malgré 1’observation de ces corrélations, il n’existe pas
d’explication liant directement la résistance a la cavitation d’un vaisseau avec son diametre : le
lien doit étre indirect (Badel et al., 2015 ; Hacke et al., 2017). Le nombre important d’études
testant le lien entre diametre et résistance peut étre expliqué par la simplicité de la mesure du
parametre : une simple coupe transversale observée en microscopie suffit (Scholtz et al., 2013).

L’autre parametre décrivant la forme des éléments conducteurs est leur longueur. Chez
les gymnospermes, les trachéides sont de faibles longueurs (quelques millimetres tout au plus)
car constituées d’une seule cellule tandis que les vaisseaux sont un assemblage d’¢léments de
vaisseaux, chacun constitué d’une cellule, et interconnectés par des plaques perforées. Chaque
élément de vaisseau fait de 200 & 2000 pm de long et les vaisseaux qu’ils forment vont de
quelques centimetres a plusieurs metres de long pour les lianes (van der Graaff & Baas, 1974 ;
Tyree et al., 1994). Concernant le peuplier, des mesures chez Populus tremuloides et Populus
balsamifera font apparaitre des longueurs moyennes de 2 a 7 cm respectivement et des
longueurs maximales de 15 a 35 cm respectivement pour les vaisseaux les plus longs (Jacobsen
et al., 2012). 1l est a noter que ce parametre est plus délicat a mesurer que pour le diametre

(Scholz et al., 2013a), car la plupart des méthodes de mesures sont des méthodes statistiques,
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Figure 31 : Ornementations de la paroi des vaisseaux. A : épaississement hélicoidaux chez Hoheria
populnea. B : épaississements « en verrue » chez Callitris endlicheri (Kohonen & Helland, 2009).



comme ’injection de silicone (Sperry et al., 2005 ; Wheeler et al., 2005), qui est la méthode la
plus répandue, ou I’injection d’air (Cohen et al., 2003), qui est une méthode tres pratique pour
estimer la longueur maximale des vaisseaux mais rarement utilisée pour estimer la distribution
des vaisseaux. De plus, lors d’études portant sur la résistance a la cavitation, il y a le risque
d’étre exposé a I’artefact dii aux vaisseaux longs qui impacte la mesure de résistance a la
cavitation (Cochard et al., 2010 ; voir également partie 111.4. Mesure de la vulnérabilité a la
cavitation). Par exemple, le lien entre longueur de vaisseaux et résistance a la cavitation entre
especes a été mis en évidence en comparant des especes du genre Acer mais pas chez Prunus

(Lens et al., 2011 ; Scholz et al., 2013b).
c) Comportement de I'eau au contact du vaisseau

La question de la composition de la couche S3, surface intérieure des vaisseaux
directement en contact avec 1’eau, se pose. De cette composition peut directement dépendre
I’adhésion entre paroi et eau. Si la surface est hydrophobe (ce qui est le cas de la lignine
(Laschimke, 1989)), le flux d’eau est peu freiné par des forces de frottement sur les parois car
une fine couche d’air se forme entre 1’eau et la paroi (Sendner et al., 2009). Mais dans un
contexte de flux sous tension, le risque de cavitation est accru car le risque de nucléation
hétérogene est augmenté par la perte d’adhésion de la colonne d’eau a la paroi. A I’inverse, une
surface hydrophile provoque une adhésion importante de I’eau a la paroi, augmentant les forces
de frottement et créant ainsi une bande appelée « couche limite » ol le déplacement de I’eau
est nul (Sendner et al., 2009). Les mesures d’angles de contact entre I’eau et la paroi donnent
des valeurs d’angles comprises entre 0 et 90 ° (Kohonen, 2006 ; Lee ef al., 2013 ; McCully et
al., 2014). L’hydrophobicité des surfaces des vaisseaux serait donc comprise entre purement
hydrophobe et purement hydrophile. Une analyse de la composition de la surface de la paroi du
vaisseau en contact avec la seve montre qu’elle est majoritairement composée de cellulose et
d’hémicellulose, avec une concentration significative de lignine et de lipides (Schenk et al.,
2018). Des protéines ont également été mises en évidence mais les auteurs ne peuvent
déterminer si elles sont présentes a la surface du vaisseau ou transportées par la seve.

Enfin, les surfaces intérieures des vaisseaux de certaines especes possedent des
ornementations (Fig. 31). Une étude en Nouvelle Zélande a permis de les mettre en évidence
chez la moitié des 178 especes étudiées (Meyland & Butterfield, 1978). De maniere plus
générale, dans une étude portant sur plusieurs especes issues de différents biomes, van der

Graaff & Baas (1974) estiment que ces ornementations se retrouvent chez les especes présentes
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Figure 32 : Dénombrement des groupements de vaisseaux sur deux coupes
transversales Verbascum thapsus. A et B : Observation des coupes en microscopie
optique venant de site sec (A) ou humide (B). C et D : Décompte du nombre de
vaisseaux par groupement par analyse d’image. La couleur indique le nombre de
vaisseaux du groupement: blanc, vaisseau solitaire ; bleu, groupe de deux vaisseaux ;
rouge, trois vaisseaux ; violet, quatre vaisseaux ; vert, cing vaisseaux et jaune, huit
vaisseaux. L'échelle représente 200 um (von Arx et al., 2013).



dans les zones tempérées et subtropicales a hauteur de 30-60 %, alors qu’on ne les trouverait
que chez 15 % des especes tropicales. Le trait est également corrélé au diametre des vaisseaux ;
les vaisseaux de 10 a 50 um de diametre présentaient des ornementations alors que les vaisseaux
plus gros n’en présentaient pas (van der Graaff & Baas, 1974). Dans des études récentes, des
auteurs constatent que les vaisseaux ornementés présentent une surface plus hydrophiles que
les non-ornementés (Kohonen, 2006 ; Kohonen & Helland, 2009). IIs attribuent également aux
ornementations un role dans la dissolution de bulles d’air (Kohonen & Helland, 2009), mais
leurs conditions expérimentales étant tres éloignées des conditions in planta, les auteurs eux-
mémes considérent que d’autres expérimentations sont nécessaires sur ce dernier point. Des
simulations d’écoulement de fluides montrent que des canaux sur les surfaces pouvaient
notablement augmenter la vitesse de fluide s’y écoulant, méme si la paroi était hydrophile
(Sendner et al., 2009 ; Calabro et al., 2013). Cela pourrait apporter une autre explication sur le

réle des ornementations.

En plus des vaisseaux, il a ét€ évoqué que les fibres puissent avoir un role dans le transport
de I’eau (Cai et al., 2014 ; Pan & Tyree, 2019). D’apres cette hypothese encore récente, leur
part dans la conductance serait minime mais elle pourrait servir de chemin alternatif au trajet

d’eau en cas d’embolie des vaisseaux.

2) Organisation des vaisseaux

Dans le bois hétéroxylé, les vaisseaux peuvent €tre plus ou moins interconnectés. Cela
n’est pas le cas chez les monocotylédones, ol le xyleme est organisé en faisceaux, ou chez les
gymnospermes, dont le bois homoxylé est homogene et majoritairement constitué de petites
trachéides. Ce paragraphe ne concernera donc que le bois des angiospermes.

On observe peu d’interconnexions entre les cernes d’années différentes, a tel point que
des auteurs ont développé le concept de pipe model theory (Shinozaki et al., 1964). Ce concept
considere que chaque feuille ou branche est alimentée par un circuit hydraulique dédié et de ce
fait, il n’y a que peu d’interconnexions entre les vaisseaux de cernes différents.

L’acces a la structure en trois dimensions d’un réseau de vaisseaux reste récent car
longtemps des obstacles méthodologiques ont empéché d’avoir accés a cette information. Sur
une coupe transversale observée en microscopie optique, les vaisseaux peuvent apparaitre
solitaires ou groupés et des parametres comme le groupement des vaisseaux peuvent étre

mesurés a I’échelle de la coupe (Fig. 32) (Scholtz et al., 2013 ; von Arx et al., 2013). Mais ces
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Figure 33 : Visualisation de terminaisons de vaisseaux en tomographie a rayon X. Aet B :
Observation d’une terminaison de vaisseau (jaune) en contact avec un vaisseau plus long
(bleu). Le volume en 3D a subit une rotation de 90 ° entre les deux images. C : Extraction
du volume en 3D correspondant aux deux vaisseaux étudiés. Des champs de ponctuations
intervaisseaux sont représentés par les fleches noires. Deux plaques de perforations sont
représentées par des fleches blanches. D : Représentation schématique de deux
terminaisons de vaisseaux. L'échelle représente 100 um (Wason et al., 2017).



observations en deux dimensions ne sont qu’un instantané de I’organisation des vaisseaux en
un plan. En réalisant une succession de coupes en microscopie, il est possible d’avoir une vue
du systeme en trois dimensions (Zimmermann & Tomlinson, 1966). Cette méthode était
extrémement chronophage. Une autre méthode consiste a réaliser des micro-moulages des
vaisseaux en injectant de la silicone sous pression dans le systeme vasculaire. Apres
polymérisation de la silicone, la digestion du bois par des acides rend possible la visualisation
des vaisseaux (André et al., 1999). Cette technique permet une visualisation en 3D des
vaisseaux mais ne permet pas de conserver toute 1’architecture du xyléme. Ces premiéres
méthodes ont permis de montrer que les vaisseaux sont arrangés de facon aléatoire dans le
xyléme, sauf aux points d’abscission des feuilles et fleurs (André et al., 1999).

Les avancées récentes en imagerie directe, avec le développement des méthodes de
tomographie a rayons X, ont permis des études de 1’architecture du xyléme, d’abord qualitatives
(Fig. 33) (Steppe et al., 2004). Des études quantitatives portant sur 1’architecture en 3D
commencent a voir le jour (Brodersen et al., 2011 ; Page et al., 2011 ; Wason et al., 2017).
Ainsi, ’acces a I’organisation du xyléme est de plus en plus aisé et cela laisse présager des
études portant sur la diffusion de I’embolie dans le xyléme qui tiennent compte de sa structure
tridimensionnelle (Ponomarenko et al., 2017). Tant que ces obstacles méthodologiques
n’auront pas ét¢ franchis, les seules études que nous pourrons mener seront des études
statistiques a partir de paramétres mesurés en combinant différentes techniques d’observation

(Lens et al., 2011 ; Scholtz et al., 2013).

3) Les connexions entre éléments

conducteurs : les ponctuations

a) Structure des ponctuations

Les ponctuations sont des structures permettant le mouvement de 1’eau a travers la
paroi des vaisseaux. Au niveau de la ponctuation, la paroi primaire joue le role d’une membrane
hémiperméable (perméable a 1’eau mais pas a ’air). Il existe deux types de ponctuations : les
ponctuations simples, entre un vaisseau et une cellule du parenchyme, et les ponctuations
bordées, situées entre deux éléments conducteurs. Les ponctuations entre les vaisseaux et le
parenchyme sont des structures relativement simples (absence de dépdt de paroi secondaire de

forme circulaire). En revanche, les ponctuations situées entre des éléments conducteurs
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Figure 34 : Observation de ponctuations en microscopie électronique. A : Ponctuation
de peuplier vue en coupe transversale en microscopie électronique a transmission
(TEM). D,, diametre de l'ouverture ; D, diamétre de la paroi ; T, épaisseur de la paroi
; L, profondeur de la chambre de ponctuation (Allario et al., 2018). B : Ponctuation
d’érable sycomore vue en coupe longitudinale en microscopie électronique a balayage
(MEB). (Lucas et al., 2013). Les barres d’échelles font 2 um.



(vaisseaux ou trachéides), appelées ponctuations aréolées ou bordées, sont des structures
complexes du fait de leur double role : permettre le passage de 1’eau tout en empéchant la
propagation de 1I’embolie dans le systéme vasculaire. Nous ne nous intéresserons pas aux
ponctuations simples car elles n’ont aucun role dans la résistance a la cavitation. En revanche,
les ponctuations bordées entre vaisseaux sont I’une des structures-clé dans la mise en place de
cette résistance, nous allons donc nous attarder sur leurs paramétres. L’ultrastructure des
ponctuations bordées consiste en une zone circulaire, voire elliptique, dans laquelle les parois
secondaires sont soulevées, constituant ainsi une cavité appelée « chambre de ponctuation ».
Dans cet espace, la paroi primaire n’est pas interrompue et forme ainsi la paroi de la ponctuation
(Fig. 34).

La structure de la paroi des ponctuations differe entre angiospermes et
gymnospermes puisque pour ces derniers la paroi est modifiée de fagcon a former deux
zones aux propriétés hydrauliques contrastées : le torus et la marge (Sachs, 1963). Le torus est
un épaississement au centre de la paroi de ponctuation. Cette structure joue un rdle dans la
résistance a la sécheresse des coniferes : lorsqu’une trachéide cavite, les torus des trachéides
adjacentes se déplacent jusqu’a recouvrir I’ouverture des ponctuations entre ces deux vaisseaux,
bloquant le passage de 1’air, agissant comme des soupapes. Cette structure peut expliquer la
résistance a la cavitation record dont les gymnospermes peuvent faire preuve (Delzon ef al.,
2010 ; Bouche et al., 2014). Du fait de la faible longueur des trachéides par rapport aux
vaisseaux des angiospermes, 1’ascension de 1’eau nécessite de franchir un plus grand nombre
de ponctuations chez les gymnospermes. La marge est la partie périphérique de la paroi,
constituée de faisceaux de microfibrilles de cellulose organisés en réseau lache laissant de
larges pores. Elle a pour role de limiter les résistances dues aux parois de ces ponctuations dans
le xyleme des gymnospermes et ainsi de rester compétitifs par rapport aux angiospermes
(Pittermann et al., 2005). En effet, la résistance de la ponctuation au flux d’eau représente
environ 50 % de la résistance totale du systeme hydraulique (Wheeler et al., 2005 ; Schulte et
al., 2015) et méme jusqu’a 80 % pour les angiospermes (Choat et al., 2006).

Divers parameétres permettent de caractériser I'ultrastructure d’une ponctuation :
son diametre, le diamétre de I’ouverture, la profondeur de la chambre, 1’épaisseur de la paroi et
sa porosité (Jansen et al., 2009 ; Tixier et al., 2014). Dans le cas des gymnospermes, [ effet
valve peut étre caractérisé en comparant le diametre du torus avec celui de I’ouverture de la
ponctuation (Delzon et al., 2010). Pour ces mesures, la tomographie promet des avancées en

effectuant toutes les mesures sur une méme ponctuation (Koddenberg et al., 2019).
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Figure 35 : Mise en évidence de pores de grande taille sur des ponctuations de
bouleau (A) et de fréne (B), en microscopie électronique a balayage (Sano, 2004).



b) Taille des pores

La paroi de la ponctuation a été montrée comme étant d’une importance majeure dans la
résistance a la sécheresse. En effet, la théorie expliquant actuellement la propagation de la
cavitation d’un vaisseau a 1’autre prédit que ’air passe a travers la paroi de la ponctuation et
que la différence de pression entre le vaisseau fonctionnel (sous tension) et le vaisseau embolisé
(a pression atmosphérique) provoque la rupture d’un ménisque eau-air (Crombie et al., 1985 ;
Sperry & Tyree, 1988 ; voir également partie II1.2. Diffusion de [’embolie dans le xyleme).
Ainsi, deux parametres structuraux sont couramment considérés au niveau de la paroi de la
ponctuation: son épaisseur et le diametre de ses pores. Ces deux parametres sont corrélés entre
eux (Jansen et al., 2009).

Nous ’avons vu, I’embolie se propage a des vaisseaux adjacents en traversant la paroi.
Plus la paroi est épaisse, plus elle sera difficile a traverser pour ’air, aussi, il existe une
corrélation entre épaisseur de la paroi et résistance a la cavitation (Li ef al. 2016). La différence
de pressions entre un vaisseau fonctionnel et un vaisseau embolisé amene les parois des
ponctuations a se plaquer sur la chambre de ponctuation du vaisseau fonctionnel. La paroi se
retrouve ainsi étirée, déformée par ce mouvement (Choat et al., 2004) ; I’impact des parametres
décrivant 1’ultrastructure de la ponctuation sur les déformations subies par la paroi a pu étre
relié a la résistance a la cavitation par un modele (Tixier ef al., 2014).

Etudier la taille des pores de la paroi est un défi, car il ne suffit pas de s’intéresser a la
taille moyenne des pores de la paroi : selon la loi de Young-Laplace 1’eau passera par le pore
le plus gros, ou la différence de pressions nécessaire a la rupture du ménisque sera moindre
(Jansen et al., 2009). Ainsi, une seule ponctuation, celle portant le plus gros pore, est
responsable du passage de la cavitation d’un vaisseau a I’autre (Christman et al., 2009). On
appelle cette ponctuation la ponctuation faible. Certains auteurs estiment que la grande taille
des plus grands pores est si critique qu’elle peut résulter d’erreurs lors de la formation des
vaisseaux (Fig. 35) (Plavcova et al., 2013). Mais 1’observation de ce trait est rendue difficile
par le défi que représente 1’observation de 1I’élément le plus gros lorsque I’on observe une coupe
(qui, par définition, n’inclut pas la totalité des ponctuations du vaisseau étudi¢). Une difficulté
supplémentaire vient du fait que la taille des pores est un parametre qui est sensible a la
préparation des échantillons (Li et al., 2016) ou au statut hydrique du vaisseau — un vaisseau
embolisé ayant sa paroi étirée, donc des pores agrandis (Choat et al., 2004, Sperry & Hacke

2004).
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c) Composition de la paroi

La composition biochimique des parois des ponctuations peut également influencer la
résistance a la cavitation (Awad et al., 2012 ; Herbette et al., 2015). Mais étudier la composition
des parois représente un défi technique du fait de la taille et de la localisation de I’objet a étudier.
Ce champ d’études a bénéficié des innovations de la microscopie : utilisation de colorations
histologiques, exposition des échantillons a des lumieres ultraviolettes, micro-spectrométrie,
utilisation de solutions de contraste pour la microscopie électronique (Bamber, 1961 ; Bauch &
Berndt, 1973 ; Sano & Fukuzawa, 1994 ; Fromm et al., 2003 ; Schmitz et al., 2008). Ce n’est
que récemment que le développement de techniques permettant une plus grande précision a
permis de réelles avancées. L’immunomarquage, qui permet de cibler des molécules par
anticorps (Kim et al., 2011 ; Kim & Daniel, 2013 ; Herbette et al., 2015 ; Klepsch et al., 2016)
et la microscopie a force atomique couplée avec la spectroscopie infrarouge (Atomic Force
Microscope Infrared-Spectroscopy, AFM-IR), qui permet de réaliser une mesure de
spectroscopie directement sur la membrane (Pereira er al., 2018), ouvrent de nouvelles
perspectives d’avancées rapides sur cette question. A ces études nous pouvons ajouter la
détection de molécules dans la seve par un suivi individuel de particules (Nanoparticle Tracking
Analysis, NTA), qui a été utilisé pour détecter des lipides présents sur la paroi (Schenk et al.,

2017).

4) Formation des éléments conducteurs

Le cambium bifacial est le tissu assurant la croissance secondaire des plantes. Il est
constitu¢ d’une monocouche de cellules qui se renouvellent par divisions des cellules cambiales
dans le sens tangentiel. Les cellules cambiales peuvent se différencier en cellules constituant le
xyleme et le phloeme. Concernant la formation du xyleme, deux étapes permettent de passer
des cellules cambiales aux éléments conducteurs :

- La différenciation : Les cellules cambiales se différencient en cellules initiales
cambiales puis en cellules de xyleme immature puis enfin en précurseurs des éléments
conducteurs. On observe lors de ces différentes étapes un allongement cellulaire et le

dépot de la paroi secondaire.
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Figure 36 : Différenciation des cellules cambiales. A : Coupe transversale de peuplier montrant le cambium
bifacial, le phloeme et le xyleme. TE, éléments conducteurs ; XF, fibre B : Schéma des voies de signalisation
de la différenciation des cellules cambiales en éléments conducteurs. Notez que A est représenté avec une

rotation de 90 ° par rapport a B (Lucas et al., 2013).



- Les éléments conducteurs immatures deviennent matures : la paroi se lignifie et la
cellule se vide de son contenu par apoptose, dans ce cas appelée Mort Cellulaire

Programmée (PCD).
a) Différenciation

Les cellules cambiales peuvent se différencier en cellules composant le phloeme ou le
xyleme (Fig. 36.A). Dans le second cas, elles pourront devenir des éléments conducteurs, du
sclérenchyme ou du parenchyme. Des génes ont pu étre reli€s avec 1’organisation des faisceaux
de vaisseaux chez Arabidopsis thanliana : si le phénotype sauvage présente les faisceaux de
xyléme et de phloéme cote a cote (I’ont dit qu’ils sont collatéraux), une mutation du gene
IFL1/REV entraine un développement du xyleme autour du phloeme (on parle alors de
faisceaux amphivassaux) (Zhong & Ye 2004). Les genes AtKTNI1 et AtVRLK1 ont été associés
a la régulation de 1’¢longation cellulaire (Burk et al., 2001 ; Huang et al., 2018). De plus
I’analyse d’ARN messagers de l’expansine, une protéine de la paroi pectocellulosique
impliquée dans la différenciation des cellules cambiales en vaisseaux, montre que ces protéines
sont exprimées de facon spécifique au xyleme, confirmant ainsi leur role (Im et al., 2000).
Enfin, chez le mais, la mutation wilted a été repérée comme bloquant la différenciation des
cellules cambiales en méta-xyleme (Postlethwait & Nelson, 1957).

Le controle de la différenciation des cellules cambiales en cellules xylémiennes se fait
par I’inhibition dans le phloeme via la voie de signalisation TDIF-TDR (Fig. 36.B). Les genes
CLE41 et CLE44 codent le peptide TDIF (Tracheary element Differenciation Inhibitory
Factor) dans le phloeme (Ito et al., 2006). Le récepteur TDR (TDIF RECEPTOR) est
principalement exprimé dans le cambium (Hirakawa et al., 2008). 1l a pour effet 1) d’activer le
gene WOX4 qui entraine ’auto-régénération du cambium (Ji et al., 2010 ; Suer et al., 2011) et
i1) d’inhiber la différenciation des cellules cambiales en éléments conducteurs par suppression
des genes VND6 et VND7 (Hirakawa et al., 2010 ; Kondo et al., 2011). Ces geénes sont
essentiels a la formation de xyleme car, chez Arabidopsis comme chez le peuplier, ce sont eux
qui induisent la différenciation des cellules cambiales en vaisseaux (Kubo et al., 2005 ;
Yamaguchi et al., 2008 ; 2010). En effet, les VND6 & 7 activent les facteurs de transcription
MYB46 et MYBS83, a I’origine de la biosynthese et des dépots de cellulose, xylane et lignine
dans les vaisseaux et les fibres (Fig. 37) (Zhong et al., 2007 ; McCarthy et al., 2009).

Les microtubules corticaux — qui sont formés de polymeres de tubulines organisés pour

former un tube creux et qui sont I’'un des composant du cytosquelette — orientent les dépots de
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micro-fibrilles de cellulose de la paroi secondaire par les protéines CesA (cellulose synthase A)
(Taylor et al., 1999 ; 2000 ; Baskin 2001). Ce sont les protéines MAP65 et MAP70
(microtubule-associated protein) qui permettent la mise en place des microtubules corticaux

(Mao et al., 2006 ; Pesquet et al., 2010).
b) Formation des ponctuations

Concernant les ponctuations entre ¢léments conducteurs, leur formation résulte d’une
absence de dépdt de cellulose de la paroi secondaire (Fig. 38) (Oda & Fukuda 2012a). En effet,
la protéine MIDD1 (microtubule depletion domain), en recrutant Kinesin-13A, la protéine de
dépolymérisation des microtubules, empéche les dépots de cellulose (Oda et al., 2010 ; Oda &
Fukuda 2013). Cet espace sans paroi secondaire formera une ponctuation. Le recrutement de
MIDDI1 est controlé par ROP11 GTPase, elle-méme controlée par ROPGAP3 (inhibiteur) et
ROPGEF4 (activateur) (Oda & Fukuda, 2012b). Les renflements de paroi secondaire des
ponctuations inter-vaisseaux se formeraient également suivant 1’orientation des microtubules
corticaux (Uehara & Hogetsu, 1993 ; Chaffey et al., 1997), mais les mécanismes a I’origine de
I’absence de dépot au niveau de 1’ouverture de la ponctuation demeurent inconnus (Savidge,
2014). 11 est a noter que la composition des renflements de la ponctuation est différente de celle
du reste de la paroi secondaire (Savidge, 2014 ; 2016). Enfin, I’hydrolyse de la paroi primaire
assure sa maturation en paroi de ponctuation (O’Brien, 1970 ; Butterfiled & Meylan, 1982).

c) Lignification et mort cellulaire

La maturation du vaisseau continue avec les dépots de lignine, qui sont également régulés
par les facteurs de transcription MYB46 et MYB83 (Zhong et al., 2007 ; McCarthy et al., 2009).
Des monolignols sont synthétisés dans le cytosol puis exportés et polymérisés au niveau de la
paroi pectocellulosique pour former la lignine (Freudenberg, 1959 ; Davin & Lewis, 2000).

Des travaux montrent que la mort cellulaire serait régulée par VND6 et 7 via les genes
XCP1 et XCP2 (XYLEM CYSTEINE PROTEASE 1 et 2), eux-mémes impliqués dans la
production de protéases a I’origine de 1’autolyse des composants de la cellule (Avci et al., 2008 ;
Ohashito-Ito et al., 2010). Préférentiellement exprimés dans les éléments conducteurs, ces
génes permettent 1’accumulation de protéases dans la vacuole, qui les libere lors de son
implosion, entrainant la dégradation de 1’ensemble des constituants de la cellule (Groover et
al., 1997 ; Avci et al., 2008). Ainsi vidé de ses constituants, le vaisseau est a présent mature et

fonctionnel.
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VI. Déterminants structuraux de la

vulnérabilité a la cavitation

1) Déterminants a I’échelle inter-spécifique

La cavitation se répandant dans le xyléme selon I’hypotheése du germe d’air, un xyléme
résistant a la cavitation est un xyléme qui bloque efficacement la diffusion de I’embolie. Ainsi,
deux hypotheses non-exclusives expliquent le lien entre anatomie et résistance a la cavitation
du xyleme des angiospermes : la qualité et la quantité de ponctuations (Lens et al., 2013).

Concernant la qualité des ponctuations, la forme de la ponctuation a un impact sur la
résistance a la cavitation. Par exemple, plus la paroi est épaisse plus les bulles d’air auront des
difficultés a la franchir en se frayant un passage entre les microfibrilles de cellulose. Cela est
principalement la conséquence de la taille des pores : une corrélation négative a été observée
entre la taille maximale des pores et 1’épaisseur de la paroi (Jansen et al., 2009). Egalement,
une paroi plus épaisse va moins se déformer qu’une paroi fine a pression constante, les
déformations pouvant provoquer une augmentation de la porosité (Tixier et al., 2014). Ces
mémes auteurs montrent par la modélisation que la forme de la chambre de ponctuation permet
un déplacement plus ou moins grand de la paroi, ce qui permet ou limite les déformations de
celle-ci (Tixier et al., 2014). Lorsque I’on compare des especes entre elles (Li et al., 2016) ou
au sein d’un méme genre (Lens et al., 2011), I’épaisseur de la paroi de ponctuation est un trait
fortement corrélé a la résistance a la cavitation. L’ultrastructure des ponctuations a aussi été
montrée comme liée a la résistance a la cavitation a 1’échelle inter-spécifique (Tixier et al.,
2014).

La qualité des ponctuations peut aussi tre modifiée par la composition de la paroi, qui
peut jouer un rdle dans la résistance a la cavitation en changeant les propriétés biochimiques
des parois. Par exemple, la lignine est hydrophobe et renforce la rigidité des parois. Le
changement d’hydrophobie de la paroi modifie I’angle de contact air-eau et ainsi la différence
de pressions nécessaire pour rompre le ménisque (parametre a de 1’équation de Young-Laplace,
voir partie II1.2. Diffusion de [’embolie dans le xyleme). La rigidité de la paroi lui permet de
moins se déformer a pression constante par rapport a une paroi plus souple (soit un changement
de Module d’Young ; voir Tixier et al., 2014). Si certaines études ont mis en évidence des

différences de composition des parois de ponctuation (Kim et al., 2011 ; Herbette et al., 2015),
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Figure 39 : lllustration de la redondance. Un
ensemble de vaisseaux connectés subit de
I'embolie (cercles). A : Sans redondance, la
conductance est nulle.. B : Des
interconnections entre vaisseaux permettent
d’assurer le transport de |'eau avec un impact
réduit de I'embolie sur la conductance (Tyree
et al., 1994).



la composition biochimique des parois et a fortiori sa variabilité reste peu explorée. De plus, le
phénotypage des propriétés hydrauliques qui résultent d’un changement de composition reste
une barriere méthodologique (Herbette et al., 2015 ; Allario et al., 2018).

Quant a la quantité de ponctuations, leur influence sur la résistance a la cavitation a été
évoquée il y a quelques dizaines d’années par les auteurs (Tyree et al., 1994 ; Choat et al ;
2003) et a été formalisée récemment au travers de I’hypothése de la ponctuation faible (ou rare
pit hypothesis) (Christman et al., 2009). D’aprés cette hypothése, pour qu’un vaisseau soit
embolisé, il suffit que 1’air passe a travers un seul pore, celui avec le plus grand diamétre. Ainsi,
le diametre du plus gros pore est le seul qui compte pour expliquer la vulnérabilité a la cavitation
d’un vaisseau. Augmenter la surface en ponctuations d’un vaisseau augmente le risque que ce
vaisseau porte un pore de taille importante, donc augmente sa vulnérabilité. La résistance a la
cavitation passerait donc par une diminution de la surface en ponctuations par vaisseau. Selon
cette hypothese, faire varier les parametres qui régissent les dimensions des vaisseaux et
I’organisation du xyléme dans un sens qui tend a diminuer la surface de ponctuations par
vaisseau permet de diminuer la vulnérabilité a la cavitation : longueur et diametre des vaisseaux
plus petits, surface de connexions entre vaisseaux réduite etc. Les validations expérimentales
de cette hypotheése manquent. Si Christman et al. (2009) ont mesuré des diametres de pores
compatibles avec I’hypothése chez plusieurs especes du genre Acer, Lens ef al. (2011) ont
obtenu des résultats contredisant cette hypothese lors de leurs mesures de résistance a la
cavitation chez plusieurs especes de ce méme genre. Les nouvelles méthodes d’imagerie a
rayons X permettraient une observation directe de la propagation de I’embolie dans le xyléme
en tenant compte de sa structure tridimensionnelle, mais la méthode est encore en
développement (Ponomarenko et al., 2017).

A ces hypothéses concernant la résistance a la cavitation il est important d’ajouter une
considération supplémentaire : de nombreuses études mesurent la PLC (pourcentage de perte
de conductance) en réponse a une diminution de potentiel hydrique. Ainsi, il est possible que
les vaisseaux ne soient pas davantage résistants a la cavitation mais simplement que les
événements de cavitation aient moins d’impact sur la diminution de conductance du xyléme
(Lens et al., 2013). Par exemple, une plus forte interconnexion permet une redondance du
systeme hydraulique et le flux pourra se maintenir en empruntant des voies alternatives (Fig.
39). Mais en contrepartie cela offre également davantage de voies d’acces a 1’air pour envahir
les tissus fonctionnels. Ce dilemme a été énoncé tres tot mais le tester expérimentalement est
complexe (Tyree et al., 1994). 1l faut attendre des études récentes pour que les questions de

I’architecture du xyléme et de son rdle sur la résistance a la cavitation puissent étre explorées.
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Des travaux en mod¢lisation permettent d’observer 1’effet de la connectivité des vaisseaux sur
la résistance du xyleme a la cavitation, avec des résultats parfois contradictoires (Ewers et al.,
2007 ; Loepfe et al., 2007 ; Martinez-Vilalta et al., 2012). Un modele publié récemment (Mrad
et al., 2018) tient compte des avancées de ces dernieres années concernant le role de I’anatomie
dans la propagation de I’embolie (Jansen et al., 2009 ; Christman et al., 2009 ; Lens et al.,
2011 ; Tixier et al., 2014). Toutefois, dans ce dernier modele le xyleme représenté est modélisé
sur un plan et ne tient donc pas compte de 1’agencement tridimensionnel des vaisseaux.

Les déterminants évoqués jusqu’a présent peuvent servir d’hypothese dans 1I’étude de la
plasticité de la résistance a la cavitation du xyleme de peuplier. Certains déterminants
structuraux, pourtant évoqués par des auteurs, n’ont pas été détaillés dans le paragraphe ci-
dessus. Par exemple, les chambres de ponctuations peuvent arborer des ornementations qui
empéchent les déformations trop importantes de la paroi et donc augmentent la résistance a la
cavitation (Jansen et al., 2004 ; Lens et al., 2013). Mais les travaux portant sur les
ornementations comparent les especes en les classant selon deux catégories (présence/absence
d’ornementations) (Jansen et al., 2004 ; Medeiros et al., 2019), ce qui n’est pas compatible avec
une étude a I’échelle intra-spécifique. Mais surtout, les ponctuations du peuplier ne sont pas
concernées car non ornementées (Metcalfe & Chalk, 1950). De méme, la surface intérieure des
vaisseaux peut €tre sculptée et une étude a montré que la profondeur ou densité de ces sculptures
étaient corrélées avec la résistance a la cavitation (Lens et al., 2011). Cependant, comme pour
les ornementations des ponctuations, les vaisseaux du peuplier ne présentent pas de telles
structures (Metcalfe & Chalk, 1950). Enfin, des théories supplémentaires sont souvent
évoqueées mais du fait de I’absence de consensus scientifique les concernant, nous n’avons pas
axé notre analyse de maniere a les prendre en compte. Il s’agit de la résistance a I’implosion
des vaisseaux (que nous avons déja évoqué, voir partie II.3. Formation de I’embolie : le
premier évenement de cavitation) (Hacke et al., 2001b) et de la fatigue du xyleme, ce qui
nécessite qu’un premier évenement de cavitation ait eu lieu et ait été réparé (pour les
controverses concernant la réparation de la cavitation, voir partie IIL.5. Irréversibilité de

[’embolie ?) (Hacke et al., 2001a).
2) Déterminants a I’échelle intra-spécifique

I1 a été montré que dans le cas de la résistance a la cavitation, plasticité phénotypique et
variabilité inter-spécifique étaient basées sur des mécanismes différents (Herbette & Cochard,

2010). Les données que I’on possede sont parcellaires dans le cas de la plasticité phénotypique :
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dans une étude portant sur I’acclimatation en réponse a un stress hydrique chez Populus tremula
x alba, Awad et al. (2010) trouvent une corrélation positive entre diametre des vaisseaux et Pso.
Cette corrélation a également été retrouvée par Plavcova & Hacke (2012) dans une étude sur
Populus trichocarpa x deltoides acclimatés a différentes contraintes environnementales (stress
hydrique, ombre, fertilisation) et par Matzner et al. (2019) dans une étude récente sur une espece
non ligneuse, le haricot, cette fois en réponse a I’acclimatation a des contraintes hydriques et
mécaniques. Lors de I’acclimatation en réponse a une réduction de la lumiére incidente de 80
% chez Populus trichocarpa x deltoides, Plavcova et al. (2011) associent une augmentation de
la vulnérabilité du xyleme a la cavitation a une diminution du diametre et une augmentation de
la longueur moyenne des vaisseaux. Une diminution de I’épaisseur de paroi de ponctuation est
également observée dans la condition présentant la plus grande vulnérabilité. Ainsi, a I’image
de ce qui a été fait a I’échelle inter-spécifique, une étude menée sur de nombreux traits a
différents niveaux (ponctuation, vaisseau, xyleme) est nécessaire pour avoir une vue

d’ensemble sur les déterminants agissant dans le cas de la plasticité.

VII. Contexte et objectifs de la these

1) Une thése inscrite dans un projet d’équipe

Cette these s’inscrit dans la continuité des avancées récentes réalisées par I’équipe du
front de science sur la question de la variabilité intra-spécifique de la résistance a la cavitation.
Dans une étude de 2010 menée sur le peuplier, Awad et al. mettent en évidence que la résistance
a la cavitation est un trait plastique qui peut €tre modifié en réponse aux conditions
environnementales de croissance. Dans le méme temps, Wortemann et al. (2011) a Clermont-
Ferrand et Lamy et al. (2011) a Bordeaux profitent du cavitron, outil de phénotypage de la
résistance a la cavitation a haut-débit inventé dans la décennie précédente, pour montrer qu’il
n’y a pas de variabilité génétique sur ce trait. Ainsi, la variabilité de la résistance a la cavitation
a I’échelle intra-spécifique serait surtout le fait de la plasticité phénotypique. La plasticité de la
résistance a la cavitation est d’autant plus intéressante a étudier qu’Herbette & Cochard (2010)
montrent qu’elle se base sur des mécanismes différents de la variabilité observée a I’échelle
inter-spécifique.

Dans les années précédant le début de la these, la compréhension de la cavitation est

affinée par 1’équipe sur deux points :
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Premi¢rement, le lien entre cavitation et mortalité est précisé. A I’échelle du
fonctionnement de I’individu, Barigah et al. (2013) observent un point de non-retour lorsque la
conductance est réduite de 90 % du fait de I’embolie chez les angiospermes, définissant un seuil
2 partir duquel la cavitation devient une menace pour la survie. A I’échelle d’un biome, une
méta-analyse majeure réunissant une partie de la communauté de I’hydraulique des plantes
(incluant les travaux de notre équipe) montre que les plantes sont en limite de fonctionnement
hydraulique et que tous les biomes peuvent étre sujets a la cavitation (Choat et al., 2012). Ainsi,
la plasticité de la vulnérabilité a la cavitation est 'un des traits nécessaires au maintien des
massifs forestiers soumis aux changements climatiques.

Deuxiémement, I’importance de la ponctuation dans la résistance a la cavitation est
montrée a I’échelle inter-spécifique. Des parametres, comme la qualité ou la quantité des
ponctuations (Lens et al., 2013), I’ultrastructure des ponctuations (Tixier et al., 2014) ou encore
les propriétés biochimiques de la paroi (Herbette et al., 2015) influent sur la résistance a la

cavitation. Mais dans le cas de la plasticité, les déterminants structuraux demeurent méconnus.

2) Contexte de la these

Cette these est cofinancée par I’Union européenne dans le cadre du Fonds Européen de
Développement Régional (FEDER). Elle s’inscrit dans le défi « Symbiose » du Contrat-Plan
Etat-Région (CPER) 2015-2020, & destination de la région Auvergne. Le but de ce projet est de
caractériser au niveau le plus fin la tolérance des plantes a la sécheresse et de mettre en place
les éléments d’une démarche de biologie translationnelle avec un transfert des outils et des
informations vers une espéce structurante et d’intérét agronomique, le blé. Ce projet finance
deux allocations de recherches post-doctorales et la présente these.

Cette these se déroule au sein de ’'UMR 547 PIAF (Physique et Physiologie Intégratives
de I’Arbre en Environnement Fluctuant) — porté par les instituts INRA et Université Clermont-

Auvergne — en intégration au sein de I’équipe SurEau (Streté Hydraulique).

3) Objectifs de la thése

La connaissance préalable des bases structurelles de plasticité de la résistance a la
cavitation est nécessaire pour rechercher les déterminants génétiques par approche transgénique
(Allario et al., 2018). La recherche des bases anatomiques a été menée a trois niveaux :

I’organisation du xyléme, les dimensions des vaisseaux et 1’ultrastructure des ponctuations ce
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qui a nécessité d’exploiter différentes techniques de microscopie (M.E.T., M.E.B. et optique).
Nous avons focalisé 1’étude sur les paramétres ayant un impact sur la qualité ou la quantité de
ponctuations. Cette analyse a été complétée par la recherche de déterminants a I’échelle
cellulaire, en nous appuyant sur une méthode non invasive de visualisation directe de I’embolie
par microtomographie a rayons X développée récemment (Cochard ef al., 2015). Les résultats
de cette partie constituent le premier chapitre de cette these.

L’acclimatation a la sécheresse ne reposant pas uniquement sur la variabilité de la
résistance a la cavitation du xyleme de tige, nous nous sommes intéressés a la plasticité de
différents traits impliqués dans la réponse a la sécheresse, notamment des traits foliaires. Les
avancées significatives de ces dernieres années des méthodes de phénotypage permettent de
choisir des traits peu explorés pour I’étude de 1’acclimatation. C’est notamment le cas en ce qui
concerne la dynamique des pertes en eau a travers les pertes minimales, qui ont pu tre mesurées
grace a un prototype développé spécifiquement pour ce type de mesures au sein de 1’équipe
(Cartailler et al., 2018 ; Billon et al., soumis). C’est également le cas de la mesure de la
vulnérabilité a la cavitation du xyleme de feuilles, pour laquelle nous avons pu nous appuyer
sur les travaux d’une équipe australienne qui a mis au point une technique permettant de
visualiser I’embolie dans cet organe via une méthode non invasive (Brodribb 2016). J’ai
participé a déployer cette technique au sein du laboratoire a Clermont-Ferrand. Il en résulte
pour cette thése une étude de la variabilité d’une combinaison de traits inédite dans le cas de
I’étude de I’acclimatation a la sécheresse. L’influence de chacun de ces traits dans la réponse a
la sécheresse a €té évaluée en s’appuyant sur un modele mécaniste qui simule le fonctionnement
des plantes en situation de sécheresse extréme et qui a été publié récemment (Martin-StPaul et
al., 2017). Ces résultats seront présentés dans le second chapitre de cette these.

Enfin, notre équipe a collaboré a montrer que la résistance a la cavitation des herbacées
est au moins équivalente a celle des ligneux, aussi bien en matiere de résistance moyenne qu’en
matiere de gamme de variations (Lens et al., 2016). Cette observation est importante et n’est
pas sans poser des questions pour certaines especes cultivées, en particulier pour le blé. Le
xyleme des herbacées étant organisé de facon totalement différente de celui des especes
ligneuses, la question des mécanismes de la plasticité de la résistance a la cavitation se pose
également avec des mécanismes potentiellement différents de ceux observés chez les arbres.
Aussi, la recherche de 1’existence de plasticité chez le blé sera I’'un des objectifs de la these.
Pour cela, nous pourrons nous appuyer sur une collaboration avec I’'UMR Génétique, Diversité,

Ecophysiologie des Céréales (GDEC) et un acces a la Plateforme de Phénotypage au Champ
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sous Contraintes Climatiques (Phéno3C). Ces résultats seront mis en perspective avec les
résultats du premier chapitre.

Les résultats des deux chapitres seront également discutés au regard des questions qui
nous semblent les plus intéressantes. La question des différences entre les bases structurelles de
la résistance a la cavitation aux échelles inter- et intra-spécifiques, et a 1I’échelle du vaisseau
sera abordée. Nous développerons également les implications écologiques qu’entrainent nos

résultats.
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Chapitre 1 : Déterminants
structuraux de la plasticité de

la vulnérabilité a la cavitation

I. Résumeé de l'article soumis a

Annals of Botany.

Il y a un besoin de connaissances sur les variations des traits de résistance a la sécheresse
pour prédire le potentiel d’acclimatation des arbres aux évenements de sécheresses extrémes
futurs. La vulnérabilité a la cavitation (VC) du xyleme est un parametre-clé 1ié a ces
sécheresses, et sa variabilité phénotypique dépend surtout de la plasticité environnementale.
Nous avons recherché les déterminants structuraux contrdlant la plasticité de la VC, en se
concentrant sur les éléments-clés impliqués dans 1’entrée d’une bulle d’air dans un vaisseau, et
plus spécifiquement sur les ponctuations inter-vaisseaux. Des peupliers (Populus tremula x
alba) mis en croissance dans des conditions contrastées pour la disponibilité en eau et
I’exposition a la lumiere ont montré jusqu’a 0,76 MPa de différences de VC. Les changements
structuraux ont été caractérisés a trois niveaux, desquels dépendent les ponctuations :
’organisation du xyléme, les dimensions des vaisseaux et la structure des ponctuations inter-
vaisseaux. Cette caractérisation a été effectuée en utilisant différentes techniques de
microscopie (M.E.T., M.E.B., optique). La microtomographie a rayons X a permis
I’observation de la vulnérabilité du vaisseau et de tester des relations entre des traits structuraux
et la VC a l’intérieur du xyléme. L’ultrastructure des ponctuations et leur comportement
mécanique n’ont pas été modifiés en fonction de la VC, tandis que les dimensions du vaisseau
ont augmenté et I’indice de groupement et la fraction de paroi en contact entre vaisseaux ont
diminué avec la VC. Ces résultats sont valables lorsque 1’on compare des arbres entre eux ou
lorsque I’on compare des vaisseaux dans un xyléme. Cela montre que la plasticité de la VC a
lieu par des changements de surface de ponctuations et de connectivité des vaisseaux davantage
que par des changements a I’échelle du vaisseau.

Note : les figures dont la 1égende est en frangais servent a illustrer cette theése mais ne
figurent pas dans I’article soumis.
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Plasticity of the xylem vulnerability to cavitation relies on xylem and vessel properties
rather than on pit structure

Cédric Lemaire !, Yann Quilichini 2. Nicole Brunel-Michac !, Jérémie Santini 2, Liliane Berti
2, Romain Souchal ', Julien Cartailler !, Pierre Conchon ', Eric Badel ' & Stéphane Herbette .
! Université Clermont Auvergne, INRA, PIAF, F-63000 Clermont-Ferrand, France.

2 UMR 6134 SPE, CNRS-Universita di Corsica, 20250 Corti, France

Running title. Structural determinants of plasticity of cavitation resistance

Corresponding author: Stephane.Herbette @uca.fr

49






w0Il.

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

29

Abstract.

Background and Aims Knowledge on variations of drought resistance traits are needed
to predict the potential of trees to acclimate to coming severe drought events. Xylem
vulnerability to cavitation (VC) is a key parameter related to such droughts, and its
phenotypic variability relies mainly on environmental plasticity. We investigated the
structural determinants controlling the VC plasticity, focusing on the key elements
involved in the air bubble entry in a vessel, especially the inter-vessel pits.

Methods Poplar saplings (Populus tremula x alba) grown in contrasted water
availability or light exposure exhibited differences in VC in a range of 0.76 MPa. We
then characterized the structural changes at three levels on which pit properties relate:
xylem organization, vessel dimensions and inter-vessel pit structure, using different
microscopy techniques (TEM, SEM, light). X-ray microtomography analysis allowed
observing the vessel vulnerability and testing some of the relationships between
structural traits and VC inside the xylem.

Key result The ultrastructure of pit and its mechanical behavior did not change, whereas
the vessel dimensions increased with VC and the grouping index and fraction of inter-
vessel cell wall decreased with VC. These findings holds when comparing trees or when
comparing vessels inside the xylem.

Conclusion These results evidenced that plasticity of VC occurs through changes in the

pit area and vessel connectivity rather than at the pit level.

30  Keywords. Cavitation, drought, embolism, hydraulic, pit, plasticity, poplar, vessel, xylem.
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According to the cohesion-tension theory (Steudle, 2001), the water columns in the xylem are
under tension, a metastable state. When tension forces increase during droughts, the water
columns are more prone to break, because of a cavitation event: vapour bubbles invade the
impacted vessels and hence make them embolized as they are not functional anymore, leading
to a loss of xylem conductance. When the loss of conductance reaches a high threshold limit,
the above organs are not supplied with water anymore leading to death (Barigah et al., 2013).
Thus, xylem vulnerability to cavitation (VC) is a key component in drought resistance (Choat
etal.,2012).

A global analysis pointed out the narrow hydraulic safety margin at which woody species
usually operate (Choat et al., 2012); their water potential being near those inducing cavitation.
Hence, the survival during drought events would depend on VC and its plasticity to acclimate
to new environmental conditions in a context of climate changes. Investigating the VC plasticity
will help in evaluating the potential of trees to adapt to coming severe droughts. The pressure
that induces 50 % of loss conductance in the xylem (Ps0) is the most widely used trait to quantify
VC at the organ or individual level and therefore comparing samples (Cochard et al., 2013).
Variability of Pso has been shown within different tree species (Martinez-Vilalta et al., 2009;
Herbette et al., 2010) despite a rather low genetic variability was measured for this trait in both
natural populations (Lamy et al., 2011, Wortemann et al., 2011) and cultivated species
(Jinagool et al., 2015; 2018). This trait would be genetically canalized (Lamy et al., 2012) such
that it varies mainly via plasticity due to environmental factors (Herbette ez al., 2010). Plasticity
of VC was reported mainly under water stress, with wood formed under drier conditions that
tends to be less vulnerable (Awad et al., 2010; Fichot et al., 2010; Plavcova and Hacke, 2012).

Other conditions such as shade or fertilization were associated to an increase in VC (Cooke et
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al., 2005; Barigah et al., 2006; Plavcové and Hacke, 2012). However, information is scarce on
the determinants that control the VC plasticity. The structural determinants need to be
deciphered first, before searching for their genetic control, as it can be complex to decipher the
role of candidate genes (Allario et al., 2018).

In angiosperms, water flows through the xylem in conduits such as the vessels that connect by
bordered pits. These pits are cavities in the secondary cell wall that allow the inter-vessel water
flow while they prevent air seeding from air-filled vessels to water-filled ones. Inter-vessel pits
have been identified as the key structures for VC (Lens et al., 2013). Thus, we assume that the
VC acclimation to environmental conditions implies changes in the pit properties. The pit
properties, in terms of quality and quantity, that relate to VC are organized at three anatomical
levels: xylem, vessel and pit (Lens et al., 2013). The research of structural determinants for the
VC plasticity must be achieved at these three levels. At the tissue level, the pit number depends
on the connectivity between vessels — evaluated via the grouping index (Lens ef al., 2011). At
the vessel level, Zimmermann and Jeje (1981) pointed out that the hydraulic vulnerability could
be related to the vessel volume that varies depending on both their diameter (Tyree et al., 1994)
and their length (Scholz et al., 2013 a). The importance of the pit ultrastructure in VC has been
evidenced in several studies (e.g. Lens et al., 2011; Tixier et al., 2014), especially the pit
membrane thickness (Jansen et al., 2009). The relationship between VC and pit properties has
been intensively studied at the inter-specific level, whereas the determinants of VC plasticity
remains unclear.

In this work, we investigated the plasticity of young poplars (Populus tremula x alba) and the
relationship with the xylem hydraulic structure at different anatomical levels. We grew sapling
poplar clones under three contrasted environmental conditions for two factors (water
availability and light exposure) known to induce VC plasticity. Then, their xylem anatomy was

analysed in relation to the changes in VC using different approaches. Transmission Electron

52






81

82

83

84

85

86

87

88

Microscopy (TEM) allowed investigations on the bordered pit ultrastructure and their deduced
mechanical properties. Parameters related to the pit-field were measured using Scanning
Electron Microscopy (SEM). We also measured parameters related to vessel dimensions and
vessel connectivity using light microscopy and silicon injections. Finally, a local approach
using direct observation of embolism spreading at the cellular level via X-ray microtomography
allowed us to assay some relationships between the hydraulic network structure and the VC

inside the xylem.

IV. MATERIAL AND METHODS
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1) Plant material and growth conditions

Plant Material: Saplings of hybrid poplar (Populus tremula x alba clone INRA 717-1B4) were
multiplied clonally in vitro on Murashige and Skoog medium on December 2016. Plantlets were
grown in hydroponic solution on February 2017 in a controlled environment room: 16 h day-
light at 21-22 °C, 40 umol.m?.s™! and 18-19 °C night, at 70 + 10 % relative humidity. On March
2017, plants were transferred in 1 Litre pots filled with potting soil (Humustar Terreaux,
Champeix, France) with a composition of 25 % brown peat, 40 % blond peat and 35 % pine
barkdust. The pots were placed in a greenhouse at the INRA research station of Clermont-
Ferrand, France (site of Crouél; N 45°77', E 3°14’; 300 m a.s.L.). After 20 days, plants were
transferred in 10 L pots filled with potting soil. Pots were regularly watered at soil field
capacity. Each pot weighted 6.4 + 0.4 kg. Ten days later, the new specific experimental growth
conditions were applied (see next). After one month of growth, stems were cut at 50 cm height.
The growth of a new apical bud occurred in May 2017, and any additional bud was removed.

Thus, a single stem completely grew under the new environmental conditions.
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Figure 40 : Dispositif expérimental en serre. A : vue du dispositif lors de la mise en croissance des plants. B :
vue a la méme date d’un plant LD et de la balance permettant de piloter son irrigation. C : vue trois
semaines plus tard des plants en condition SW. D : vue du dispositif le jour de la récolte.
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Experimental setup: Plants were split in three groups submitted to different growth conditions
(Fig. 40): (i) « LW » (full Light, well-Watered), plants grew under full Sun light and watered
at soil field capacity; (ii) « LD » (full Light, Droughted), plants grew under full Sun light and
watered at only 25-30 % of soil field capacity; (iii) « SW » (Shade, well-Watered) plants shaded
by a shade-house that intercepts 30 % of incident light and watered at soil field capacity. For
the nine LD plants, an irrigation at 25-30 % of soil field capacity was kept constant in each pot
individually using balances and valves for irrigation as described in Niez et al. (2019). We
measured the light interception by the shade house by comparison between the outside and
inside light intensities; two sensors (PAR/CBE 80, Solems, Palaiseau, France) were placed
inside the shade house and two sensors were placed outside. Both recorded during two months.
The level of water stress was set to be the most restrictive while allowing growth to produce
acclimatized xylem and enough material plant for further analyses. The stem diameter was
continuously measured using a LVDT sensor (Linear Variable Differential Transformer) on 3
LD, 2 LW, 3 SW plants. Plant height was also measured regularly using a tape measure.
Predawn water potential (¥pq) were measured on all plants 1 hour before the sunrise using a
pressure chamber (1505D, PMS Instrument, Albany, OR, USA) the day before sampling
(Scholender et al.,1965). The midday water potential (¥mia¢) was measured at the solar noon,
between 12h00 and 14h00 the same day.

Sampling protocol: the sampling was performed on 28 August 2017. Plants were cut at 20 cm
height. The plant shoot was immerged underwater. Then, the following stem segments were
sampled, from basal to apical direction (Fig. 41):

1) the 30 cm long basal part of the stem was removed because it was not fully grown under

acclimating conditions;
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Figure 41 : Plan d'échantillonnage pour
chacun des individus.

i) segment de 50 cm, non utilisé ;

ii) segment de 50 cm, utilisé pour mesure
de Py, au cavitron puis mesure longueurs
de vaisseaux par injection de silicone ;

ili) segment de 6 cm, utilisé pour analyses
en microscopie et subdivisé en trois
échantillons : un échantillon de 4 cm pour
observation en MEB, deux échantillons de
1 cm pour observation en MET et en
microscopie optique;

iv) segment de 50 cm, utilisé pour mesure
de conductivité hydraulique spécifique
puis pour mesure de P ;

v) segment de 10 cm, utilisé pour mesure
d’embolie native.

Lorsque la croissance du plant ne le
permettait pas, |‘échantillon iv) n’a pas été
prélevé.
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i) the first 50 cm long of the newly developed stem under the acclimation conditions was
wrapped in wet paper in a plastic bag and stored at 4 °C before they were used for measurements
of VC and vessel length;

iii) the above segment of 6 cm long was devoted to microscopy analyses. It was split into three
subsamples using a razor blade: two segments of 1 cm long were immerged in Karnvosky's
fixative solution and stored at 4 °C for light microscopy and TEM (following Li et al., 2016),
and a third segment of 4 cm long was immerged in a glutaraldehyde 3 % solution and stored at
4 °C for SEM;

iv) when the stem was long enough, an above segment of 50 cm long was wrapped in wet paper
in a plastic bag, and stored at 4 °C for measurements of specific conductivity (Ks) and for
additional measurements of VC;

v) the last 10 cm long was kept wrapped in humid paper for a native embolism measurement
performed during the sampling day.

Leaves were sampled under water and the mean leaf area (LA) per plant was measured in the
day using an area-meter (Li-3100c, Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE, USA).

After the sampling, plants were kept in the greenhouse, during the winter 2017. On March 2018,
they started growing, still under the same environmental conditions as described above, and on
July 2018 we performed a new sample collection: plants were cut at 25 cm height. Then the 30
cm long basal part of the stem were cut underwater. A 50 cm long sample was wrapped in wet

paper and stored in a plastic bag at 4 °C for measurements of specific conductivity (Ks).

2) Hydraulic traits:

Vulnerability to cavitation. The 50 cm long stem segment was cut underwater at 43 cm long
using a razor blade. Then, the VC was assessed using the Cavitron technique (Cochard, 2002;

Cochard et al., 2005) using a centrifuge (Sorvall RC3C, Thermo-Fisher Scientific, Waltham,
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MA, USA). The centrifugal forces increase water tension in branch segment and allows at the
same time measurement of loss conductance using a reference ionic solution of 10 mM KCI
and 1 mM CaCl; (Cochard et al., 2009). A vulnerability curve was built by plotting the
percentage loss xylem conductance (PLC) vs. xylem water pressure (P). A sigmoidal function

was used to fit each curve using the equation (1) (Pammenter and Willigen, 1998).

100
PLC = —=p=py (1
1+e 25

Where Ps is the pressure causing 50 % loss of conductance, and S the slope of the curve at this
point. The VC was built.

Specific conductivity. s,em segments of 50 cm long were cut underwater at a length (Lseem) of 40
cm long using a razor blade for LD (n = 8), LW (n=9) and SW (n =9) groups. The apical end
of the sample was sealed to a tubing system (polytetrafluoroethylene film) and plugged to an
embolism meter (Xyl’em, Bronkhorst, Montigny-lés-Cormeilles, France). The initial
conductance (K;) is then measured under low pressure (2 to 7 kPa). The xylem area of the apical
end Ax was measured: a scanner (V800, Epson, Nagano, Japan) recorded the cross section of
the sample and the area Ax was measured using the Image] software (version v.1.52c)

(Schneider et al., 2012). The Specific Conductivity Ks was defined according to equation (2).

KS — KiXLstem (2)

Ax
Native Embolism. The native embolism of each 10 cm long stem segment was measured the
day of their harvest for LD (n=9), LW (n=15) and SW (n = 6). Each sample was cut underwater
using a razor blade to become 8 cm long. Then, the initial conductance (K;) was measured under
low pressure (2 to 7 kPa) with the same method as specific conductivity. Then, the sample was
flushed with water two times for 5 min under high pressure (0.1 to 0.2 MPa) in order to remove
embolism. A new measurement of conductance without embolism gives the maximum
conductance (Kmax) of the sample. The native embolism was calculated according to the

equation (3).
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Table 1: Definitions of the symbols

Symbol  Definition Unit
LA Mean leaf area cm?
Ap Mean total pit area per vessel mm?
Ay Mean area per vessel mm?
Da Mean pit aperture diameter pm
Dy Mean pit diameter pm
Dv Mean vessel diameter um
Dy Vessel diameter pum
F. Mean contact fraction: mean membrane length in contact with

other vessels over total membrane length "
F¢ Vessel contact fraction: for each vessel, fraction of membrane

length in contact with other vessels %
Fp Mean pit fraction: mean total pit area in contact with other vessels

over total vessel area "
Ft Mean pit-field fraction: pit area over inter-vessel area %
Gl Vessel grouping index -
GS Vessel group size -
Lp Mean pit chamber depth pm
Ly Median vessel length pum
Pc Pressure inducing cavitation in a vessel MPa
S1 Vessel solitary index %
Tm Mean pit membrane thickness pm

Maximum membrane strain
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3) Light microscopy

Samples of 1 cm long were cut into 3 x 3 mm? blocks that were dehydrated in an ethanol series
(50, 70, 80, 95 %) and embedded in LR White medium. Transverse slices of 2 to 3 um thick
were cut using an ultramicrotome (Om U2, Reichert, Vienna, Austria). Sections were stained
with 1 % (w/v) toluidine blue, washed 4 times with water and mounted in Eukitt (Sigma-Alrich,
St-Louis, MO, USA). Images were processed using a microscope (Zeiss Axio Observer Z1), a
digital camera (AxioCam MRc) and Zen imaging software system (Zeiss, Jena, Germany).

Image analyses were performed using ImageJ software (Fig. 42). The vessel diameter (Dy) was
estimated as the diameter of the circle having the same area as the vessel lumen (for the
symbols, see Table 1). The contact fraction (Fc) was measured for each vessel as ratio of
membrane length shared with other vessels over the vessel perimeter. The grouping index (GI)
was measured as the mean number of vessels per group and the solitary index (SI) as the ratio
of the number of solitary vessels to the total number of vessels. These parameters were
measured for each individual slice containing a mean of 850 vessels, for LD (n =9), LW (n =

5) and SW (n = 6) groups.

4) Vessel length

The vessel length was measured by the silicon injection method (Sperry et al., 2005; Scholz et
al., 2013 b) on the samples used for Cavitron technique, after five months of drying at room
temperature. A fluorescent optical brightener (CAS number: 7128-64-5, Sigma-Aldrich, St-
Louis, MO, USA) was mixed in chloroform (1 % w/w) and added to a volume of silicon
(BLUESIL RTV-141 A, Bluestar Silicones, Lyon, France) with a proportion of one drop of

solution per gram of silicon. A Silicone hardener (BLUESIL RTV-141 B, Bluestar Silicones)
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Figure 42 : Observation d’un xyléeme de
peuplier en microscopie optique. Sur la partie
droite de l'image, les résultats de l'analyse
d’'images ont été affiché, faisant ressortir les
vaisseaux en rouge et les parois partagées
entre plusieurs vaisseaux en vert.

Figure 43 : Mesure de longueur de vaisseaux par méthode d’injection de silicone. De la silicone mélangée a un
agent fluorescent a été injectée dans le segment de tige. A : positions des coupes transversales : premiére
coupe a 0,5 cm du point d’injection de silicone (a gauche) puis tous les 2 cm. B, C, D : observation des coupes
transversales en microscopie a fluorescence des coupes situées a des distances de 0,5 (B), 8,5 (C) et 14,5 cm
(D) du point d’injection. On constate la diminution de la part de vaisseaux fluorescents a mesure que l'on

s’éloigne du point d’injection.
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was added to the mixture in 1:10 proportion. The mixture was then injected under pressure (30
to 40 kPa) basipetally in the stem sample using a pressure chamber during at least 8 hours. After
silicone hardening (3 days at room temperature), the samples were cut 5 mm far from the
injection point; then every 20 mm. For each segment, one 25 um thick slice was cut using a
rotary microtome (RM2165, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Cross section slices
were dyed with Astra Blue and mounted with a Lugol’s iodine solution.
Images were obtained using a fluorescence microscope (Axio Observer Z1) equipped with a
300 to 400 nm band pass excitation filter, a digital camera (AxioCam 506), Zen imaging
software system (Zeiss, Jena, Germany) and analysed using the Image] software. Fluorescent
vessels highlighted the open vessels, while white light allowed counting the total number of
vessels (Fig. 43). The decrease of the ratio of open vessels (Nx) (i.e. fluorescent vessels) to the
total number of vessels (No) over the distance (x) from the end of the sample followed a Weibull
function (Equation 4) where £ is the best-fit extinction coefficient (Cohen et al., 2003).

Ny, = N, x e ¥ 4)
The fraction of conduits of length x (P(x)) is given by x/No times the second derivative of
equation (4) (Wheeler et al., 2005):

P(x) = x X k? x e™* )

flx) = f:"xkz.e"‘xdx (6)
Equation (6) gives the continuous cumulative function of vessel length probability. When this
cumulative function is equal to 0.5, this gives the median value of vessel length (Ly) (equation
7).

f(Ly) =—(kL,+1).e7*v+1=0.5 (7
The solution of the equation (7) gives the median vessel length L, = 1.678/k. This vessel

length was estimated for 7 LD, 5 LW and 5 SW stem samples.
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Figure 44 : Observation d’'une ponctuation en microscopie électronique a transmission sur une coupe
transversale. A : Mesure du diametre de la ponctuation, des diamétres de ouvertures de la ponctuation et
de la profondeur de la chambre de ponctuation. B : Mesures de I'épaisseur de la paroi de ponctuation.

20.0um

Figure 45 : Observation d’'un champ de ponctuations en microscopie électronique
a balayage sur une coupe longitudinale. Les contours des ponctuations ainsi que
les limites du champ de ponctuation ont été réalisés manuellement.
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5) Transmission Electron Microscopy

Samples of 1 cm long, Previously fixed in Karnvosky's fixative solution and stored at 4 °C,
were cut into 2 x 4 mm? blocks that were dehydrated in an ethanol series (25, 50, 70, 100,
100 %) and embedded in Epoxy resin using Epoxy medium kit (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO,
USA). Then, ultra-thin sections (60-90 nm) were cut using an ultramicrotome (PowerTome PC,
RMC Boeckeler, Tucson, AZ, USA). The sections were placed on 200- and 300-mesh copper
grids and stained with contrast solutions: UranyLess (Delta Microscopies, Mauressac, France)
and lead citrate. Sections were observed using a transmission electron microscope (H-7650,
Hitachi High-Technologies Corporation, Tokyo, Japan) at a voltage of 80 kV. Measurements
of pit features were performed on images with pits showing two apertures (Fig. 34, A; Fig. 44).
Pits were characterized for their diameter (Dy), their aperture diameter (D,), their depth of pit
chamber (Lp) and their membrane thickness (7w). For each pit, D, was the mean of two
measurements while L, and 7, were the mean of four measurements. Pit features were
measured for five individual trees for each growth condition, with at least 10 pits measured per

individual tree.

6) Scanning Electron Microscopy

Previously fixed in glutaraldehyde 3 % fixative solution and stored at 4 °C, samples of 4 cm
long were cut in a longitudinal way and were dehydrated in an ethanol series (30, 50, 75,
100 %). After dehydration, samples were immerged in a 1:1 solution hexamethyldisilazane
(HMDS) + ethanol 100 % for 30 min and immerged in pure HDMS for 30 min. After air drying
overnight under a hood, the samples were mounted on aluminium stubs with carbon double-
sided adhesive disks, coated with gold/palladium in a sputter coater (SC7640, Quorum
Technologies Ltd, Newhaven, U.K.), and finally observed using a scanning electron
microscope (S-3400N , Hitachi High-Technologies Corporation, Tokyo, Japan) at a voltage of
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5 kV. The portion of area covered by bordered pits in each inter-vessel pit-field (Fpr) was
measured using the Imagel] software (Fig. 45). Five samples were measured per growth

condition, and seven pit-fields were characterized per sample.

7) Calculation of supplemental traits

Theoretical conductivities (Kn) of all samples characterized for light microscopy were
calculated according to Scholtz et al. (2013 b) and converted into mol.s’.MPalm'!

(equation 8).

z:1'1:D$
Ky = =2 x o ®)
Ax My,o0

with 7 the viscosity index of water (1.002 x 10 m*.MPa'.s! at 20 °C), p the density of water
(9.982 x 10° g.m™), Mo the water molar mass (18.0 g.mol ') and A the xylem area.
The pit fraction (Fp) was defined for five individual for each growth condition as the product
of the pit-field fraction (Fpf) and contact fraction (F;) (Equation 9).

F, = Foe x F, ©)
The vessel area (Av) was calculated for 7 LD, 5 LW and 5 SW individuals the area of a cylinder

according to the equation (10).

A, =Dy X Ly X 0+ 21 (D?)2 (10)
The pit area per vessel (Ap) was calculated for 4 LD, 5 LW and 4 SW individuals as the product
of the two above-cited traits (Equation 11).

Ap = Ay XE, (11)
Xylem water potentials at the beginning of xylem embolism (P12) and full embolism (Psg) were
calculated using equation (12) and (13) respectively (Domec and Gartner, 2001), with Pso and
S from equation (1).

50
P12=P50+§ (12)
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Figure 46: Measurement of the cavitation pressure (P,) of each individual vessel. A-D: Direct
observation of embolism spread using a x-ray microtomograph in an intact xylem stem under
increasing tension. Black areas reveal the embolized vessels. A: native state (¥ =0 MPa). B: ¥ =
- 1.5 MPa. C: Py, state (¥ = - 2.5 MPa). D: final state (¥ = - 4 MPa). E: Cut of the same stem
sample observed using light microscopy. The resulting image resolution allows us measuring
accurately the anatomical traits. Colour represents the pressure of cavitation (P,) of each vessel,
as measured with x-ray microtomography. Shown images are from a subset of approx. 230
vessels on a LW plant.
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8) Modelling pit membrane strain

The impact of the pit structural features measured with TEM on the membrane strain was
assessed as described in Tixier et al. (2014). For each pit measured with the TEM, the pressure
required to deflect the membrane against the inner aperture (Pb) was calculated according to

equation (14).

E Tin X L

1
Ph=3x (1-v2) " (p2-p2)z ~ 7P

(14)

Where E is the Young’s modulus of pit membrane, measured by Capron et al. (2014) to be
around 400 MPa on Populus and v is the Poisson’s ratio, estimated to be 0.3 by Tixier et al.
(2014).

The maximum pit membrane strain (¢) was then calculated for each pit depending on the
pressure (P):

When P < Pb, ¢ is calculated using equation (15); when P > Pb, ¢ is calculated using equation

(16) where &7 is ¢; at P = Pb.

3 a-) (3
—y2 Da
ez=—§X%X%X<P—Pb)x(1+e;)+si (16)

The € vs. pressure curve were drawn for each measured pit and the mean curves for each

condition were computed.
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Figure 47 : Coupe transversale de xyleme de peuplier réalisée au méme endroit et
observé selon deux techniques : microtomographie a rayons X (A) et microscopie
optique (B). On constate que la plupart des vaisseaux sont identifiables sur les deux

images.
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9) Measurement of individual vessel VC

using X-Ray microtomography

Four stem segments from LD and LW plants were sampled and prepared in the same condition
as for VC measurements (see Sampling protocol). We used the techniques described in Cochard
et al. (2015). Segments were cut underwater at 34 cm long using a razor blade, sealed in liquid
paraffin wax in order to prevent dehydration during the microtomography scans. A first 21 min
scan was acquired using a X-ray microtomography system (Phoenix nanotom, General Electric,
Boston, MA, USA) at the centre of the segment as described below to reveal the native state of
embolism in each shoot. The field-of view was 7.8 x 7.8 x 7.8 mm? and covered each full cross
section of the samples. X-ray source settings were 60 kV and 240 pA. 1000 images were
recorded during the 360 ° rotation of the sample.

Then, the paraffin was broken at the ends in order to allow the water flow and the sample was
set in a centrifuge (Sorvall RC3C) during 5 min at 0.08 MPa, immerged in paraffin and scanned
again with the microtomograph at the same location than previously to observe the new
embolism status. The same procedure was repeated for increasing pressure steps, until - 4 MPa
(Fig. 46).

Then, the stem sample was cut in the air at 5 mm above the scanned section in order to embolize
100 % of the functional vessels and a last microtomography scan was performed in order to
visualize the complete vessel network.

The sample was then dried several days in room conditions and a 25 pum thick cross section
slice was cut with a rotary microtome (RM2165, Leica Microsystems). Sections were dyed with
series of baths as following: bleach (about 15 sec), acetic acid, Astra blue (1 min), acetic acid,
safranin (1 min), acetic acid with a water bath between each solution, then an ethanol series
(50, 70, 100, 100 %). The sections were mounted in Eukitt. Images were processed using a
microscope (Zeiss Axio Observer Z1), a digital camera (AxioCam MRc) and Zen imaging
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Table 2: Characterisation of sapling physiology grown under the three different conditions.

Factor Unit LD LW SW
Ypa Mpa -0.59+£0442 -0.14£0.03" -0.11£0.02"
¥min MPa -1.44+0.332 -0.98 £0.06" -0.98£0.11"
LA cm? 87.64 £18.412 137.61 £17.55>  184.13£40.34 ¢
Height mm 1685 £ 1872 2237 £263 P 2282 £76"
Diameter mm 947+0.832 13.96 £0.49" 1094 +0.61"

K mol.s'.MPa'.m! 527.21 +186.632 766.92+154.71" 780.60 +110.01P
Ks mol.s' MPalm! 585.65+406.762 579.50+167.382 529.88 + 183.41 2

Pso MPa -3.03+£0.23¢® -249+0.10° -227+0.18P
P12 MPa -255+£0.34¢ -2.02+0.11"° -1.87+0.11"
Pss MPa -351+£0.24¢® -295+0.11"° -2.68+0.11"
Native
% 1.81+10472 -7.48 £7.91 32 -10.81 +7.847%
Embolism

Data are mean values + standard deviation for each growth condition. Values on each line not
followed by the same letter differ significantly at p < 0.05 (one-way ANOVA).

Figure 48 : Prélevement de plants issus des trois conditions
de croissance.
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software system (Zeiss, Jena, Germany). Image analyses were performed using Fiji software
(under ImageJ version 2.0.0-rc-68/1.52h) (Schindelin et al., 2012; Schneider et al., 2012).
Diameter of each vessel (Dy) was estimated as the diameter of the circle with the same area as
the vessel lumen. For each vessel, the number of vessel in the group (Group Size; GS) and the
fraction of membrane in contact with other vessels (F.") was also measured.

The microtomography scans were reconstructed in three-dimension (3D) using Phoenix datosx
2 software (General Electric, Boston, MA, USA) with spatial resolution of 6.8 x 6.8 x 6.8 pm3
per voxel. Then, for each 3D-reconstruction, a cross section was extracted at the exact same
location as with the microscopy section. Using the series of x-ray scans, the pressure inducing
cavitation in a vessel (P.) was defined as the pressure step from which the vessel appeared to
be air-filled.

A unique identification number was given to each vessel observed in both microtomography
observation (virtual cross sections built by 3D reconstruction) and microscopy observation
(stem cross section observed by light microscopy) in order to link the pressure of cavitation
with anatomical parameters (Fig. 46, E ; Fig. 47). 2570 vessels could be identified in both
techniques. Vessels were grouped per Dy, per F." and per GS classes. Classes were sized to be
as uniform as possible, counting from 183 up to 748 vessels. 1100 solitary vessels were grouped
in the same class when required. Cumulative number of embolized vessels were plotted

according to their P and, for each class, a Weibull function was fit (Equation 1).

10) Statistical analysis

The statistical analysis was performed using the RStudio software (version 1.1.456; running
under R core version 3.5.1, R Development Core Team, 2008). One way ANOVA were used
for comparing the means between the three growth conditions. When we found a significant

difference, we referred to Tukey’s multiple range test at P < 0.05 to compare the mean values
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Figure 49: Xylem hydraulic traits in trees depending on the growth conditions. A: Xylem
vulnerability to cavitation curve. Each line is the mean curve per condition: LD, n = 9 from 9 trees;
LW, n = 10 from 5 trees; SW, n = 12 from 6 trees. Dashed line, LD plants; full line, LW plants;
dotted line, SW plants. Grey areas represent the standard deviations around the means. Horizontal
dotted line indicates the 50 % loss of conductance. B: Hydraulic specific conductivity (Kj). Data are
mean values for LD, 8 trees; LW, 9 trees; SW, 9 trees. Error bars show the standard deviation.

e o | 8 Figure 50: Correlation between Ps, and several
xylem structural traits. Data are squares of the
. coefficient of correlation (R?) for each factor
: with Ps,. On the x-axis, a "+" symbol indicates a
positive correlation, while a "-" symbol
indicates a negative one. The bar colours
represent the three levels on which the traits
o were analysed: black refers to the pit-level;
_ white refers to the vessel-level and grey refers to
: the tissue-level. Stars indicate the significance
of the correlation: "***"  p-value < 0.001;
"HEE0.001 < p-value < 0.01; "ns", non-
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between growth conditions. The correlation between the structural traits and the Pso and P. were

calculated using linear regressions.

V. RESULTS

Continuous recordings of the radial growth showed a significant lower growth for the LD plants
(Table 2). LD plants also showed a lower height (Fig. 48), lower LA, lower ¥4 and lower Phid,
demonstrating that these plants grown under a constrained water regime were affected for their
development when compared to LW and SW plants. The higher LA for SW plants compared to
LW plants is an evidence that the shading conditions affected the plant development.

Growing clone plants under different environmental conditions aimed to induce wide variations
in xylem vulnerability to cavitation (VC). The three growth conditions spread the measured Pso
in arange from - 2.00 to - 3.47 MPa. A significantly lower Pso was found on LD when compared
to LW and SW plants (p-value < 0.001, Table 2), while the slopes of the vulnerability curves
were not different depending on the growth conditions (Fig. 49, A). Despite a slightly higher
native embolism measured on LD plants compared to SW plants, Ymia was higher than the
inflexion point of the vulnerability curve (P12) for each growth condition. This allows excluding
any effect of these quite low native embolism on measured Pso. There was no difference on
mean Ks between the growth conditions (Fig. 49, B), suggesting no plasticity for this trait in
our experimental conditions. When considering the vessel diameter measured by light
microscopy, a reduced Kn was measured in the LD plants compared to LW and SW plants
(Table 2).

The analyses combining diverse observation methods (light microscopy, TEM, SEM), allowed
measuring a large set of anatomical traits at tissue-, vessel- and pit levels. The correlation

between these traits and the Pso was assessed (Fig. 50; Fig. S1 [p. 70]).
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Figure 51: Maximum pit membrane strain
depending on pressure in trees grown under three
different conditions. The membrane strain vs.
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The traits measured at tissue level (GI, SI and F}) showed a strong linear correlation with Pso
(R? > 0.7; p-value < 0.001; Fig. 50), except F. that exhibited a weaker correlation (R? = 0.38;
p-value = 0.004). These results put in light a relationship between vessel connectivity and VC
(negative relationship for F¢, GI and Fp; positive relationship for S7). However, we also found
no correlation between Pit-field fraction (Fpf) and Pso, with no variation among the growth
conditions (Table S1 [Supplementary Information]). We observe a strong positive relationship
(p-value < 0.001) between Pso and the traits measured at vessel level (Ly, Dy and Ay) showing
that larger vessels with larger pit area tend to be associated with an increase in VC (R? > 0.75;
p-value < 0.001). The positive correlation between Pso and Ap (R’ = 0.78; p-value < 0.001)
enlightened the link between the area of vessel covered by bordered pits and the vulnerability
of the xylem to cavitation.

No linear correlation appeared between the structural features of bordered pits (Da, Dp, L, and
Tm) and the Pso: we observed no variation for Da, Dp and T among growth conditions. The
modelling of the mechanical behaviour of the pits (Tixier et al., 2014) relying on pit dimensions
did not show any difference for the pit membrane strains between the growth conditions
(Fig. 51).

The direct microtomographic visualization of embolism spread inside the xylem (Fig. 46)
allowed evaluating the VC of individual vessels classified depending on their structural
parameters (Fig. 52). The correlation between Dy and P. (Fig. 52, A) was clear: wider vessels
appeared more vulnerable than the narrower ones. F." showed a smaller influence on P. (Fig. 52,
B): solitary vessels (F." < 1 %) and weakly connected vessels (1 < F* < 20 %) were more
vulnerable than the highly connected vessels (F."> 20 %). The link between GS and P. (Fig. 52,
C) appeared to be the less clear: the most vulnerable vessels were the solitary ones whereas the

grouped vessels (GS > 2) were less vulnerable. Despite a significant correlation between P. and
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Figure 52: Structural determinants of cavitation pressure (P.) of vessels. Data are all vessel
measurements pooled from analyses on four individuals using X-ray microtomography. A-C:
Vulnerability to cavitation curves of vessels grouped by classes depending on structural traits. A:
Vessels grouped by diameter (D) classes. The dash sizes of the lines indicate the vessel diameter
class: from full line (narrow vessels) to dotted line (wide vessels). B: Vessels grouped by classes
for fraction of membrane length in contact with other vessels (F.). The dash sizes of the lines
indicate the vessel contact fraction class: from full line (non-contact vessels) to dotted line
(vessels sharing high portion of membrane length). C: Vessels are grouped by group size (GS)
classes. The dash sizes of the lines indicate the vessel group sizes: from full line (solitary vessels)
to dotted line (vessels in large groups). D: Correlation between P_ and xylem structural traits. Data
are squares of the coefficient of correlation (R?) for each factor with P.. On the x-axis, a "+"
symbol indicates a positive correlation, while a "-" symbol indicates a negative one. Stars indicate
the significance of the correlation for the trait: "***", p-value < 0.001.
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Dy, F and GS (p-value < 0.001; Fig. 52, D), the strength of the correlation was very poor

(R> < 0.25).
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Our experimental setup was designed to constrain the plants for water availability as much as
possible without stopping their growth (Table 2), using balances and valves for irrigation to
finely control the watering of the droughted (LD) plants (between 30 and 25 % of soil field
capacity). The continuous growth measurements (radial growth, using LVDT) was used to
adjust the water stress as much as possible until the limit that stops the growth. When the LD
plants were close to the lower limit (25 % of soil field capacity), stem radial contraction was
observed; reflecting the water stress. The water potential measurements also indicate the water
stress intensity for LD plants. In our experiment, shade caused no significant change on Pso
probably because our light interception treatment (30 %) was too weak when compared to a
previous study (80 % in Plavcova and Hacke, 2012).

The range of plasticity on Pso induced by the growth conditions was large: 0.76 MPa between
the mean Pso of droughted (LD) and shaded (SW) plants (Table 2; Fig. 49, A) and up to 1.47
MPa between two individuals. This is consistent with previous studies: Awad et al. (2010) got
a difference of 0.63 MPa between droughted and well-watered plants; Plavcova and Hacke
(2012) go a difference of 1.08 MPa between droughted and shaded Populus trichocarpa x
deltoides plants. In this latter study, they reported a variation of Pso up to 1.56 MPa but their
setup also included treatment in nutrient availability, and they recorded r-shaped curves that
cannot be compared with our S-shaped curves. Therefore, the plasticity induced by our
experimental setup was probably close to the maximum we could expect according to the

literature.

66






409

410

411

412

413

414

415

416

417

418

419

420

421

422

423

424

425

426

427

428

429

430

431

432

The absence of difference in specific hydraulic conductivity (Ks) between LD and LW plants
(Table 2; Fig. 49, B) was rather surprising since a correlation between VC and K; has often
been reported (Gleason et al., 2016). Nevertheless, this lack of trade-off between hydraulic
efficiency and safety was observed within species (Awad et al., 2010, Plavcova and Hacke,
2012, Schuldt et al., 2016). A significant decrease of the theoretical conductivities (Kn) was
found for LD plants compared to other plants (Table 2), relying on a decrease in Dy (Table
S1 [p. 69]); whereas the pit structure was not modified (Table S1 [p. 69]). The decrease in
lumen conductance in LD plants may be offset by other changes we did not investigate, such
as vessel wall carving, pit biochemistry or pit membrane porosity.

Pso was correlated with anatomical traits measured at the xylem and vessel levels (significant
correlations with R? > 0.7 for 7 out of the 9 traits measured at this level; Fig. 50). By contrast,
no correlation was found with the traits related to the pit dimensions (Da, Dy, Lp and Tm; Fig. 50).
In a previous work, shading caused an increase in VC with a decrease in both T and Dy
(Plavcova et al., 2011). The mechanical properties of pit membranes showed no significant
difference among the growth conditions (Fig. 51). Thus, the pit ultrastructure does not appear
as a driver of the VC plasticity in Populus tremula x alba. The pit membrane porosity may
contribute to the differences in VC (Jansen et al., 2009); but this parameter is difficult to
measure accurately assuming that only the largest diameter is relevant, not the mean diameter.
Because the pore diameter strongly relates to 7m (Jansen et al., 2009), the lack of difference in
Tm suggests that there would be no change in the membrane porosity between growth
conditions. The role of the biochemical composition of the pit membrane in VC plasticity
cannot be excluded. Once again, pit biochemistry was investigated using immunolabelling
(Kim et al., 2011; Herbette et al., 2015), but accurate techniques are needed to decipher within-

species difference in Pso. Moreover, calcium in pit membrane was reported to be a major
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determinant of between-species differences in VC, but not involved in the VC plasticity
(Herbette and Cochard, 2010).

Our results suggest that the VC plasticity is controlled at the tissue and vessel level, and not at
pit level. However, pit ultrastructure, especially the pit membrane thickness have been
identified as the major traits involved in variation in VC between species (Jansen et al., 2009;
Tixier et al., 2014). In addition, between species differences in VC also depend on pit
mechanical behaviour (Tixier et al., 2014). At the inter-specific level, the probability for air-
seeding through large pores appears to be higher when more pits are present (rare pit hypothesis
proposed by Christman et al., 2009). The pit area can thus explain differences in VC among
some angiosperm groups but not others (Lens et al., 2013). This trait, which depends on the
vessel dimensions and xylem organization, does not appear very relevant to explain variability
in VC between species. Lens et al. (2011) tested the relationship between several pit properties
and VC for 11 acer species. Unlike our study, they found that VC strongly correlated with depth
of bordered pit chamber (Lp) pit membrane thickness (7m) and diameter of pit membrane pore
whereas no relationship was found between VC and vessel diameter (Dy) and total pit area per
vessel (Ap). Thus, the mechanisms controlling the variability in VC inter-specific seem to be
different from the drivers of the within species plasticity.

Vulnerability curves are commonly used for measuring embolism rates, but not the cavitation
events. Because cavitation events in a vessel can induce different effects on the xylem
conductance and thus the value of Pso, depending on vessel size and Xylem organisation,
“vulnerability to embolism” (VE) would be a more suitable term when we compare xylems for
Pso. That is why we will use now the term VE in the following lines. Direct x-ray
microtomography observations allow the visualisation of embolized vessels, and not the loss of

hydraulic conductance. Thus, it really allows the comparison of vessels behaviour for VC.
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Supplementary Table S1: Xylem structural traits depending on the growth

conditions.
Trait Unit LD LW SW
A, mm? 1.20+0.51 2.94 +0.65 3.78 £0.27
Ay mm? 8.21 £3.93 20.63 + 3.64 26.65 + 8.22
D, pm 3.67+0.34 3.37 £0.61 3.98 +0.81
D, pm 9.18 +0.69 8.64 +0.55 8.89+0.72
D, pm 31.22+6.14 40.07 £ 1.98 4271 £2.28
F. % 20.35+2.70 19.01 £ 1.13 17.04 = 0.96
F, % 1595 +1.13 14.15 +£0.77 12.53 +£0.56
Fy % 74.45 +1.33 74.46 £2.93 74.13 +2.75
GI - 1.84 £0.20 1.63 £0.05 1.51 £0.05
L, pm 1.99 £ 0.06 2.08 +0.03 1.87 +0.11
Ly mm 70.79 £ 25.14 136.99 + 18.86 164.59 +48.4
SI % 33.13+5.43 38.46+2.19 43,73 £ 3.11
T um 0.26 +0.04 0.23 £0.04 0.24 £0.02

Data are mean values * standard deviation.
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Our results showing a strong relationship between Pso and some vessel and xylem parameters
provide three non-exclusive explanations for the acclimation of VE. These explanations are
related to changes in VC or to changes in the effect of cavitation on conductance. First, at the
vessel level, our study shows that vulnerable individuals exhibited bigger vessels (both longer
(Lv) and wider (Dy); Fig. 50). A bigger vessel has a higher water volume: when cavitation occurs
through an air-seeding event in a large vessel, it generates a greater impact on the hydraulic
conductivity compared to a smaller vessel. Thus, a xylem having a high proportion of large
vessels undergoes an important drop of conductivity after each air-seeding event. Second, we
found that vulnerable xylems had a lower vessel connectivity, i.e. a greater SI and a lower GI
and F.. Redundancy in the xylem has already been linked with a lower VE using modelling
(Ewers et al., 2007). High connectivity is an efficient way to maintain the hydraulic
conductance despite cavitation events in the xylem by providing alternative pathways to the
water flow (Carlquist, 1966; Schuldt et al., 2016). Third, larger vessels have a larger pit area
per vessel (Ap) and would thus be more prone to cavitation, according to the pit area hypothesis
(Christman et al., 2009). For the first time, direct observations using X-ray microtomography
allowed monitoring the emboli status of each individual vessel in the same stem sample during
the entire cavitation process (Fig.46; Fig. 52). This approach supports the third explanation,
since larger vessels (Dy) had a higher VC — as noticed by Cai and Tyree (2010) using a statistical
and indirect and destructive technique. Nevertheless, the poor correlation (low R? values)
between the cavitation pressure of each vessel (P¢) and Dy, F." or GS give us clue that the rare
pit hypothesis is far from being sufficient for explaining the VE inside a stem sample. Other
additional mechanisms would be involved to explain the VE plasticity observed among growth
conditions: they would include the effect of redundancy and of vessel embolized volume on the
loss of conductance. That is why we assume that the different mechanisms we described here

act together to design the VE during acclimation. The next step will be to test the respective
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Figure S1: Correlation between Ps, and two xylem structural traits. A: Relationship

between Ps, and pit area per vessel (A)). B: Relationship between Ps, and vessel

grouping Index (GI). Each point represents the mean value for an individual tree. Black

circles refer to LD plants; white circles refer to LW plants and white squares refer to SW

plants. The dotted line is the regression line.
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contribution of these mechanisms in VE plasticity using a model adapted from those reported
by Mrad et al. (2018) that takes into account the features of the hydraulic network at the xylem
and pit level.

In conclusion, we found that the acclimation of VC to contrasted growth conditions occurs
without any change in pit ultrastructure, contrary to what was reported when comparing species.
Thus, within-species plasticity and between-species variability for VC rely on different
mechanisms. Instead, we showed that an increase in resistance to embolism in poplar is related
to an increase in vessel connectivity and a decrease in vessel dimensions, leading to reduce the
likely of air seeding in a vessel and the effect of cavitation events on hydraulic conductance.
Such results will allow focusing on the relevant candidate genes controlling VE such as those
involved in connectivity between vessels or vessel dimensions. These genes include the
aquaporins involved in cell expansion during xylogenesis (Plavcova et al., 2013), some
transcription factors controlling the cell wall metabolism in xylem such as VND6, VND7 and
MYB46 which expression levels changed in response to an abiotic stress (Plavcova et al., 2013;
Taylor-Teeples et al., 2016) or CLE genes (CLE41 and CLE44) that repress the xylem

differentiation (De Rybel et al., 2016).
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VIII. Conclusion du premier chapitre

Dans ce premier chapitre nous nous sommes attachés a étudier la question des bases
structurelles de la plasticité de la vulnérabilité a la cavitation, car cette question est importante
pour permettre la recherche de déterminants génétiques de cette plasticité et donc comprendre
le comportement des foréts en réponse aux changements climatiques. En se focalisant sur
I’étude de traits portant sur la quantité de ponctuations ainsi que leur structure, nous faisons le
constat que la plasticité et la variabilité inter-spécifique de la vulnérabilité a la cavitation
reposent sur des bases structurelles différentes. En effet, les variations de 1’ultrastructure des
ponctuations sont I’un des déterminants majeurs du Pso lorsque I’on compare les espéces entre
elles (Jansen et al., 2009 ; Li et al., 2016). Cependant, dans le cas de la plasticité, nos résultats
ne mettent pas en évidence de changement de structure des ponctuations en lien avec un
changement de Pso. Notre étude associe la plasticité de la vulnérabilité a la cavitation a un
changement d’organisation du xyléme, avec des vaisseaux plus grands et porteurs d’une plus
grande surface de ponctuations dans les xylemes vulnérables. Par une analyse en observation
directe par microtomographie a rayon X menée a l’échelle du vaisseau, nous avons pu
déterminer que la diminution de la vulnérabilité a la cavitation est le fait d’un changement de
I’impact de ’embolie sur la perte de conductance a I’échelle du xyléme et non le fait d’un
changement de vulnérabilité a la cavitation du vaisseau en lui-méme.

La plasticité mesurée chez le peuplier pour la vulnérabilité a la cavitation du xyleme dans
ce premier chapitre est importante puisqu’en passant de - 2,27 a - 3,04 MPa entre les moyennes
des plants issus des conditions de croissance SW et LD, le Pso a diminué de 34 %. Mais ce n’est
pas parce qu’un trait varie beaucoup qu’il est important, ainsi se pose la question de I’impact
de ce changement de Pso sur la survie d’un arbre placé en situation de sécheresse extréme. Car
si jusqu’ici nous avons focalisé nos recherches sur la question de la vulnérabilité a la cavitation
du xyleme, nous avons vu en introduction de cette thése que ce trait n’est pas le seul impliqué
dans la stireté hydraulique.

Dans un second chapitre, nous nous posons donc la question de I’importance de la
plasticité de la vulnérabilité a la cavitation au regard de la plasticité d’autres traits. Nous nous
concentrons sur la plasticité de traits foliaires, car, en permettant le contrdle des pertes en eau,
ces traits sont impliqués dans la slireté hydraulique. Pour induire une acclimatation a une

contrainte hydrique, nous reprendrons un dispositif expérimental similaire a celui présenté en
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premier chapitre, avec des peupliers en conditions de croissance contrastées pour 1’eau du sol.
Concernant le phénotypage des traits foliaires, nous pourrons nous appuyer sur de nouvelles
méthodes (Brodribb et al., 2017 ; Cartailler et al., 2018). Nous caractériserons ainsi le degré de
plasticité d’un certain nombre de traits foliaires en réponse a la contrainte hydrique. Puis par
’utilisation d’un modé¢le reproduisant le fonctionnement des arbres en situation de sécheresse
(Martin St-Paul et al., 2017), nous étudierons 1’importance relative de ces différents traits pour

permettre de retarder le dysfonctionnement hydraulique lors d’une sécheresse extréme.
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Chapitre 2 : Implication de
traits fonctionnels dans la

réponse a la sécheresse

I. INTRODUCTION

De nombreux phénomenes de dépérissements de massifs forestiers dus a la sécheresse
sont observés a travers le globe (Allen et al., 2010). Les modélisations des climats futurs
indiquent que 1’on doit s’attendre a une aggravation du phénomene dans les décennies a venir
(Allen et al., 2015). Etudier les mécanismes a I’origine de la mortalité due a la sécheresse est
donc une piste de recherche essentielle (Adams et al., 2017 ; Choat et al., 2018). Une sécheresse
se caractérise par une diminution des potentiels hydriques des plantes (Steudle, 2001), avec,
dans les cas extrémes, des forces de tension menant a I’embolie les vaisseaux (Cochard et al.,
2008 ; Cochard & Delzon, 2013). Lorsque la perte de conductance associée a I’embolie est trop
élevée, un point de non-retour est atteint, qui menera a la mort de 1’individu (Barigah et al.,
2013 ; Adams et al., 2017). De ce fait, contrdler les relations hydriques afin de ne pas atteindre
ces niveaux d’embolie, et donc assurer la sureté hydraulique, est un point essentiel dans la
stratégie de survie des arbres (Brodribb et al., 2014).

Plusieurs traits sont potentiellement impliqués dans la sureté hydraulique et sont
également liés a la résistance a la sécheresse. Le plus connu est le controle stomatique (Tardieu
& Simonneau, 1998 ; Brodribb et al., 2014), ou encore le point de perte de turgescence,
représentant le potentiel a partir duquel les cellules de garde perdent leur turgescence et donc
le stomate ne peut plus s’ouvrir (Bartlett ef al., 2012). Lorsque les stomates sont fermés, c’est
la conductance stomatique minimale, c’est-a-dire les pertes en eau par diffusion a travers la
cuticule ou des stomates mal fermés, qui jouerait un rdle important dans la résistance a la
sécheresse (Schuster et al., 2016 ; Schuster et al., 2017). La vulnérabilité du xyleme a la
cavitation, quantifiée par le Pso (le potentiel pour lequel le xyleme perd 50 % de sa conductance)
est aussi un trait important de sureté hydraulique et de résistance a la sécheresse (Maherali et

al., 2004 ; Blackman et al., 2012 ; Lens et al., 2013 ; Larter et al., 2017). Bien évidemment,
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d’autres traits peuvent aussi assurer la suret¢ hydraulique : profondeur et densité racinaires,
surface foliaire, densité stomatique etc.

En comparant le potentiel de fermeture stomatique et le potentiel de non-retour (Pss), il a
été montré que les plantes fonctionnent en limite de rupture (Meinzer et al., 2009 ; Choat et al.,
2012). De ce fait, cela pose la question des capacités de maintien des foréts dans un contexte
climatique changeant (Allen et al., 2015). 11 a été montré que le Pso, le trait considéré comme
majeur dans la résistance a la sécheresse (Cochard et al., 2008 ; Lens et al., 2013), pouvait
varier par plasticité phénotypique en réponse a une contrainte hydrique (Awad et al., 2010).
Cependant, les faibles variations de Pso observées dans le cas de la plasticité phénotypique sont
sans commune mesure avec les variations extrémement importantes observées en comparant
les especes entre elles (Delzon et al., 2010 ; Anderegg, 2015), ce qui pose question quant a la
capacité de la plasticité du Pso a effectivement retarder le dysfonctionnement hydraulique
(Allen et al., 2015). De plus, le Pso n’est pas le seul a varier par plasticité phénotypique en
réponse a une contrainte hydrique. Les traits susmentionnés font de ce fait 1’objet d’une
attention particulierement intense ces dernieres années, et leur suivi permet de comprendre les
stratégies et coordinations entre traits mises en place par les plantes par plasticité phénotypique,
en réponse a un stress hydrique (Cardoso et al., 2018 ; Creek et al., 2018), permettant d’assurer
la survie méme dans des conditions particulierement stressantes (McDowell et al., 2019).
Toutefois, notons que notre étude propose une combinaison inédite de traits dans le cas de
I’acclimatation a la sécheresse. Pour comprendre les capacités d’adaptation des foréts a un
climat plus contraignant, il est indispensable de connaitre I'apport de résistance a la sécheresse
lié a la variation du Pso, tout en le mettant en relation avec les gains de résistance obtenus par
les variations des autres traits (Skelton et al., 2019). L’utilisation de mod¢les permet d’atteindre
cet objectif (Gleason et al., 2014 ; Blackman et al., 2016 ; Martin-StPaul et al., 2017), avec
pour la premiere fois I’'utilisation du modele SurEau dans le cas de 1’acclimatation a la
sécheresse.

L’objectif de cette étude est d’explorer le degré de plasticité de différents traits de sureté
hydraulique puis d’analyser la contribution de chacun d’entre eux dans I’acclimatation du plant
a la sécheresse. Dans un premier temps, des jeunes plants de peuplier ont €té mis en croissance
en serre sous deux conditions hydriques contrastées (favorable et sous contrainte) puis des
mesures de traits ont permis de caractériser la réponse par plasticité phénotypique chez cette
espece. Dans un second temps, un modele mécaniste (SurEau) simulant le fonctionnement
hydraulique des arbres en situation de sécheresse sera utilisé. Il permettra d’estimer ’effet de

I’acclimatation des plants sur le gain de résistance a la sécheresse, évalué comme le gain de
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Tableau 1 : Parameétres d’entrée du modeéle pour les conditions pédoclimatiques de croissance.

Température Température

Parametre S . . RH air mini RH air maxi PAR maxi Vent Taille du pot
alr mini alr maxi
Unité °C °C % % umol.m=2.st m.s-1 L
P
Cycle jour-nuit 18,00 28,00 25,00 60,00 400 1,00 10
Conditions NA 28,00 NA 60,00 400 1,00 10
constantes

Ces données sont celles qui ont été relevées lors de I'expérimentation d’acclimatation des peupliers dans
le chapitre 1 (Lemaire et al. soumis).



temps avant d’atteindre le point de non-retour, fixé a 88 % de perte de conductance (Barigah et
al.,2013 ; Martin-StPaul et al., 2017). Enfin, une analyse de sensibilité sera également conduite

afin de quantifier I’importance de chaque trait considéré isolément.

II. MATERIEL ET METHODES

1) Dispositif expérimental :

Conditions de croissance : Une partie du dispositif expérimental a déja été précédemment
décrite (Lemaire et al., soumis). Brievement, nous avons utilisé des peupliers hybrides (Populus
tremula x alba clone INRA 717-1B4) qui ont été multipliés in vitro puis replantés en pot de
10 L remplis de terreau et placés en serre. Les plants ont été séparés en 3 lots correspondant
chacun a une condition de croissance. Dans cette étude, nous nous concentrerons sur deux
conditions de croissance :

- Plants « LW » (full Light, well Watrered) : les plants se sont développés en
conditions hydriques favorables, arrosés a capacité au champ.

- Plants « LD » (full Light, Droughted) les plants se sont développés en conditions
hydriques contraintes, afin d’induire une acclimatation en réponse a un stress hydrique.

L’irrigation €tait en effet maintenue a 25-30 % de la capacité au champ.

Les plants ont été placés en croissance en serre a partir de mai 2017. Ces conditions sont
suffisamment contraignantes pour induire des potentiels hydriques de base et minimums
significativement plus bas chez les plants LD (Lemaire et al., soumis).

La température et I’humidité relative en serre €taient suivies de facon continue durant
toute la durée de I’expérience par un capteur de température/humidité relative (HOBO UX 100,
Onset Computer, Bourne, MA, USA). Le PAR (Photosynthetically Active Radiation) a été suivi
durant le mois de juin par deux capteurs d’intensité lumineuse (PAR/CBE 80, Solems,
Palaiseau, France). Les valeurs de température, d’humidité relative et de PAR correspondent
arbitrairement aux valeurs journalieres hautes et basses mesurées sur une période de plusieurs
jours (pics exclus). Ces données de conditions de croissance seront celles utilisées pour définir
les conditions pédoclimatiques dans la simulation du modele SurEau (Tableau 1). Deux plants
LW ont également été placés sur balances a partir de 25 juillet 2017 afin de suivre leur
transpiration. L’évapotranspiration quotidienne a été calculée comme étant la moyenne de I’eau

perdue quotidiennement sur 30 jours, du 26 juillet au 24 aolit 2017. Nous avons retenu cette
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période car c’était celle pendant laquelle les plants étaient les plus grands et donc les plus
proches des plants virtuels simulés par le modele.

Echantillonnage : un premier échantillonnage a été effectué le 28 aofit 2017. Une partie
de la méthode employée et des résultats ont déja été décrits (Lemaire et al., soumis). De cet
échantillonnage, nous retirons des mesures de hauteur, de diametre, de surface foliaire (LA), de
conductivité hydraulique spécifique (Ks) et de vulnérabilité a la cavitation sur tiges. Les pots
avec les tiges des plants ont été laissés en place durant I’hiver 2017-2018. A partir d’avril 2018,
les plants ont été recépés a 25 cm et ils ont repris leur croissance dans des conditions inchangées.
A partir du 02 juillet 2018, pour chacune des deux conditions de croissance les plants ont été
divisés en deux lots :

- Les plants du premier lot ont servi a des mesures de vulnérabilité a la cavitation
sur feuilles. Il s’agissait d’une méthode destructive qui nécessitait de sacrifier les plants.

- Les plants du second lot ont servi a des mesures de conductivité hydraulique
spécifique (Ks), de conductance minimale (gmin) €t de point de perte de turgescence
(P1Lp). Les tiges d’environ 190 cm ont été coupées a 25 cm de hauteur. Elles sont
placées sous I’eau, et un premier segment de 30 cm a été ¢liminé, pour supprimer la
partie de la tige embolisée par le prélevement. Puis, un échantillon de tige de 50 cm a
¢été coupé sous ’eau et il a servi a des mesures de conductivité hydraulique spécifique
(décrites par Lemaire et al., soumis). Des feuilles matures ont été prélevées, a partir de
la huitieme feuille en partant de I’apex : deux ont servi aux mesures de Prrp et six ou

sept ont servi a estimer le gmin.

Les plants du second lot ont a nouveau été laissés en croissance en serre jusqu’au 20
septembre 2018 ol un dernier échantillonnage a été réalisé. Les tiges d’environ 140 cm ont été
coupées a 20 cm de hauteur. Puis les tiges ont été placées sous 1’eau et un premier segment a
30 cm de la coupure est éliminé. Puis, un segment de 50 cm a été coupé sous ’eau et stocké a
4 °C, emballé dans du papier absorbant humide et dans un sac plastique opaque fermé

hermétiquement. Il a servi aux mesures de vulnérabilité a la cavitation sur tige.

r Y

2) Vulnérabilité a la cavitation sur tiges

Juste avant la mesure, les échantillons de 50 cm ont été recoupés sous eau a 43 cm de
long en utilisant une lame de rasoir. La vulnérabilité a la cavitation a été évaluée par méthode

du Cavitron (Cochard, 2002 ; Cochard et al., 2005) en utilisant une centrifugeuse modifiée
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Figure 53 : Courbe pression-volume pour calculer le point de perte de turgescence. La courbe se fait sur une
méme feuille, chaque point blanc et noir représente une mesure de potentiel hydrique et de masse. A :
Relation 1/W vs 100-RWC. La partie linéaire (points noirs) représente la relation une fois que le point de perte
de turgescence est dépassé. Linverse du potentiel osmotique a pleine turgescence (1/m,) est I'ordonnée a
I'origine de la partie linéaire de la courbe (losange noir). B : Relation entre RWC vs Wp (potentiel
hydrostatique). Le module d’élasticité (g) est la pente de la partie linéaire de la courbe (points noirs).



(Sorvall RC3C, Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) et une solution de référence,
10 mM KCI et 1 mM CaCl, dans de I’eau ultrapure (Cochard et al., 2009). Une fonction
sigmoide est utilisée pour ajuster chaque courbe en utilisant la fonction suivante (Pammenter
& Van der Willigen, 1998) :

100

Penterige(P— P5o-Tige)

1+e 25

PLC =

Avec Pso-tige 1a pression causant 50 % de perte de conductance et Penterige la pente de la

courbe en ce point.

3) Potentiel de perte de turgescence

La mesure du potentiel de perte de turgescence (¥rLp) a été faite par méthode de la
chambre a pression (Tyree & Hammel, 1972 ; Sack et al., 2003). Deux feuilles ont été€ prélevées
par individu afin d’assurer des répétitions de mesure. Leur surface foliaire a été mesurée au
planimetre (Li-3100c, Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE, USA) puis elles ont été placées dans
un bécher d’eau toute une nuit, pétiole immergé afin de les réhydrater a pleine turgescence.
Nous avons successivement mesuré la masse a I’aide d’une balance de précision (Scout Pro
SPU 123, Ohaus Corporation, Parsippany-Troy Hills, NJ, Etats-Unis) et le potentiel hydrique
(PFeuille) a ’aide d’une chambre a pression (1505D, PMS Instrument, Albany, OR, USA). Ces
mesures ont été répétées a un intervalle de temps permettant a la feuille de perdre environ 0,3
MPa. Pour éviter que le potentiel hydrique n’évolue le temps de la mesure de masse, la feuille
était enfermée dans un sachet plastique étanche. En fin d’expérience, les feuilles ont été mises
a sécher 72 h a 65 °C en étuve (Binder, Tuttlingen, Allemagne) a I’issue de quoi nous avons
effectué¢ une pesée de masse séche a I’aide d’une balance de précision (BP 210 S, Sartorius,
Gottingen, Allemagne). 11 est ainsi possible de calculer la teneur en eau des feuilles (RWCFeuilie)-

Les parametres des courbes pression-volume ont été estimés a partir de la relation

100-RWCFeuine versus !

selon des méthodes publiées précédemment (Tyree, 1981 ; Tyree
Feuille

& Richter, 1981 ; Sack et al., 2003). Le potentiel osmotique a pleine turgescence (mo, en MPa)

est calculé comme étant ordonnée a ’origine de la partie linéaire lorsque le point de

turgescence est dépassé et donc que % = Wi (Fig. 53.A) (Tyree & Richter, 1981). Le module

d’¢élasticité isostatique (¢, en MPa) est la pente avant le point de perte de turgescence dans la
relation RWCreuitle versus le potentiel hydrostatique ¥ (Fig. 53.B) (Tyree, 1981). A partir de

ces deux parametres, PrLp a été calculé d’apres la relation suivante :
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Figure 54 : Dispositif prototype « Drought Box », utilisé pour
le phénotypage du g,,,, de feuilles de peuplier. Dans cette
enceinte isolée, humidité relative et température sont
finement contrblées. Le suivi de la perte de masse des
feuilles par les jauges de contraintes auxquelles elles sont
suspendues permet de calculer leur conductance minimale.



Le point de perte de turgescence a été mesuré pour cinq individus LD et six individus

LW ; deux répétitions par individus.

4) Mesure de la conductance minimale

La mesure de la conductance minimale (ou transpiration résiduelle ; gmin) des feuilles a
¢té caractérisée a 1’aide d’un dispositif prototype congu spécialement pour ce type de mesure
(Cartailler et al., 2018 ; Billon et al., en préparation). Pour chaque individu a caractériser, un
lot de 6 a 7 feuilles, dont la surface totale a ét¢ mesurée a 1’aide d’un planimétre (Li-3100c, Li-
Cor Biosciences), est placé dans un bécher d’eau toute une nuit pétiole immergé afin de les
réhydrater. Le lendemain, les échantillons de feuilles étaient placés dans une enceinte
climatique congue ad hoc et permettant de maintenir des conditions climatiques contrdlées et
constantes (Température : 30 °C ; Humidité relative : 42 %) (Cartailler et al., 2018). Dans cette
enceinte, des bouquets de 6 a 7 feuilles étaient placés sur des jauges de contraintes (Fig. 54).
La transpiration (E) est calculée selon la relation suivante :

E — Aneau
At X LA
Avec Aneau la quantité d’eau perdue par 1’échantillon (en mmol) pendant le laps de temps

At (en s) et LA la normalisation par la surface foliaire totale du lot de feuilles (en m?). A partir

de cette relation, il est possible de calculer le gmin:

Imin :mxpatm

Avec le VPD atmosphérique dans I’appareil (2,44 kPa) et Pam la pression atmosphérique
(101,6 kPa).
gmin @ ét€ mesuré pour cinqg individus LD et six individus LW ; avec au moins deux

répétitions par individu.
5) Vulnérabilité a la cavitation des feuilles

Nous avons déterminé la vulnérabilité a la cavitation des feuilles par méthode optique
(Brodribb et al., 2016 ; Lamarque et al., 2018). Le plant a été déraciné la veille et rincé a I’eau

afin de retirer le maximum de sol possible. Il a ensuite été laissé une nuit avec les racines dans
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Figure 55 : Installation permettant la mesure de la
vulnérabilité a la cavitation du xyléme de feuilles
de peuplier par méthode de vulnérabilité optique.
Pour chaque plant, une feuille est placée dans le
scanner. Deux plants sont installés par scanner.



un sac plastique avec du papier humide afin d’éviter leur desséchement et afin de laisser les
potentiels s’équilibrer dans tous les organes. Le lendemain, les plants ont été installés sur une
paillasse. Un suivi de potentiel hydrique a été assuré par une mesure 2 a 3 fois par jour a la
chambre a pression (1505D, PMS Instrument). Les potentiels suivant une évolution linéaire
dans le temps, nous avons extrapolés les points situés entre deux mesures a la chambre a
pression. Les éveénements de cavitation ont été suivis par scanner (V800, Epson, Nagano, Japan)
paramétré pour une prise d’image en mode « film », ce qui permet de capturer les images en
utilisant une lumiere transmise a travers la feuille (Fig. 55). Durant toute I’expérience, une
image était prise toutes les 5 minutes grice a un logiciel spécialement concu a cet effet
EMBOLIVE_CaviScan (Université de Bordeaux, Bordeaux, France).

Les images acquises ont été analysées a ’aide du logiciel Fiji (under Imagel version
2.0.0-rc-68/1.52h) (Schindelin et al., 2012 ; Schneider et al., 2012). Le principe consiste en la
soustraction des images deux a deux de fagon a n’observer que les différences entre les deux
images successives : les changements correspondent aux évenements de cavitation. En effet,
dans les vaisseaux remplis d’air la lumiére transmise est diffractée et conduit donc a un signal
lumineux significativement plus faible au niveau des vaisseaux embolisés (Brodribb et al.,
2016). Nous nous sommes concentrés sur les évenements de cavitation ayant lieu sur la nervure
centrale car elle est la premicre a étre totalement embolisée, conduisant a une déconnexion
hydraulique entre la tige et les nervures inférieures. Ainsi les événements de cavitation
successives dans ces derniéres n’ont plus de conséquence sur la tige. Pour chaque image, 1’aire
totale des évenements de cavitation sur la nervure centrale est comptabilisée. Il est alors
possible de construire des courbes de vulnérabilité ajustant les valeurs d’événements de
cavitation et de potentiel hydrique selon une fonction de Weibull (voir « Vulnérabilité a la
cavitation sur tiges »), permettant d’extraire les paramétres d’ajustement de la courbe Pso-Feuille
et Pentereuille.

La vulnérabilité a la cavitation des feuilles a été estimée sur cinq individus LW et quatre

individus LD.

6) Simulations avec le modele SurEau

Le modele SurEau (Cochard, 2019 ; Martin-StPaul et al., 2017) permet de simuler le
comportement hydraulique d’un arbre en situation de sécheresse. Ce modele mécaniste est basé
sur une série d’équations régissant les relations hydriques et le fonctionnement d’une plante

virtuelle placée en condition de secheresse progressive (Martin-StPaul et al., 2017). La version
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Tableau 2 : Parameétres d’entrée du modele représentant les plants LW et LD simulés.

Surface

Parameétre foliaire Hauteur? Diamétre * gs® Gmin € o Ks-branche > Pso-feuille  Pentereuille Pso-Tige 2 Penterige?
Unité m? m mm ”n:Tz'l mm‘s’_'l'm_z' MPa MPa ”;T:/:P’;‘f MPa  %MPa’ MPa %.MPa’l
LW 0,80 1,69 14,0 300 4,31 8,19 -1,04 1.10° -1,79 129,40 -2,46 104,67

LD 0,38 2,24 9,5 300 3,66 8,59 -1,20 1.108 -2,11 343,57 -2,95 120,3

Les données proviennent de mesures réalisées dans le cadre de cette présente étude ou, pour les paramétres marqués d’un 1, déja publiées dans
Lemaire et al. (soumis) ; pour les parameétres marqués d’un 2, moyennes des données publiées par Lemaire et al. (2019) et des données issues de
cette présente étude et pour les paramétres marqués d’un 3, valeurs fixées en cohérence avec les valeurs mesurées, utilisées pour ajuster le
modele.



du modele utilisé était SurEau_C (version 13-06-2019), dont une version antérieure a déja été
utilisée ailleurs (Scoffoni ef al., 2018). Cette version simule un cycle jour-nuit, ce qui permet
de se rapprocher des conditions réellement expérimentées par les plants (Cochard, 2019). Nous
avons utilisé le modele en utilisant le potentiel de perte de turgescence (¥rLp) comme point de
fermeture stomatique.

Les conditions climatiques telles que décrites précédemment ont servi de parametres
d’entrée du modele pour décrire les conditions pédoclimatiques (Tableau 1). Les paramétres
décrivant les plantes simulées étaient issus des mesures effectuées en serre, moyennées pour
chacune des deux conditions de croissance (Tableau 2). Le modele permet de suivre les
relations hydriques sur la durée de la simulation. Mais son principal parametre de sortie est le
temps nécessaire avant d’atteindre 88 % d’embolie dans la tige (considéré comme seuil de

dysfonctionnement hydraulique 1étal ; tr) (Martin-StPaul et al., 2017 ; Cochard, 2019).

7) Statistiques

Pour chaque trait mesuré, le pourcentage de variation est toujours effectué en
comparaison a la valeur mesurée sur le plant en conditions favorables (LW) (Tableau 2, ligne
I). Il en va de méme pour le temps avant dysfonctionnement hydraulique, dont les valeurs
présentées sont systématiquement comparées a la valeur ur obtenue lors de la simulation d’un

plant en conditions favorables (LW). Les relations sont les suivantes :

.. i ValeuriraitcLp)y—Valeurirait (Lw
Variation du trait (en %) = LaltiLD) LW % 100
Valeurtraijt (Lw)

o t -t
Variation de typ(en %) = =AW » 100
tHF(LW)
Les moyennes ont été comparées par test # de Student sur échantillons indépendants ou
sur échantillons appareillés, en utilisant le logiciel RStudio (version 1.1.456; running under R

core version 3.5.1, R Development Core Team, 2008).

ITI. RESULTATS

Les traits fonctionnels étudiés présentent un écart parfois important entre conditions de
croissance (jusqu’a 50 % de réduction dans le cas de la surface foliaire) (Tableau 3). Toutefois,

seules les différences pour le Pso et surface foliaire apparaissent significativement différentes
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Figure 56 : Simulation d’évolution de trois traits d’aprés le modele SurEau. Pas de temps
utilisé pour les calculs du modele: un point toutes les 0,01 sec ; pas de temps en sortie :
un point par heure. A. : Evolution du potentiel hydrique foliaire en fonction du temps. B. :
Evolution de la quantité d’eau cumulée transpirée en fonction du temps. La couleur
renseigne sur l'organe suivi : feuilles (gris) et tiges (noir). Le type de courbe indique la
condition de croissance des plants : LW (ligne pleine) et LD (ligne pointillée).

Tableau 3 : Traits fonctionnels des peupliers
cultivés sous deux conditions de croissance
contrastées pour l'irrigation.

Trait LW LD
Surface folaire (m?) 0,797 + 0,107 0,377+0,116 "
gmin (Mmol.m2.s%) 4,31+0,40 3,66 +0,48 ™

Wrp (MPa) -1,21+0,26 -1,40+0,10"™
Pso-reuille (MPa) -1,79+0,67 -2,11+0,18 "
Pso-Tige (MPa) -2,46 £ 0,06 -2,95+0,20"
HSM (MPa) ] 1,25+0,29 ] 1,48 £0,26 ™

Les données sont des valeurs moyennes par
condition * écart-type. Lexposant sur les
données de la colonne « LD » représente la
significativité de la différence avec les données
des plants « LW » (test t de Student) : ™
différences non significatives, * p-value < 0,001.



entre nos deux conditions de croissance. Pour chacun des autres traits étudiés, les différences
n’étaient pas significatives méme si elles étaient parfois importantes (toutes supérieures a 10 %
de variation entre les deux conditions). Dans le cas du gmin, le test était marginalement
significatif (p = 0,062) et dans le cas du Pso-reuile NOUs pouvons attribuer 1’absence de
vulnérabilité a une valeur aberrante due a un individu LW particulierement résistant a la
cavitation. Dans ces deux cas, il est possible qu’un nombre trop faible d’échantillons pour
caractériser finement ces traits soit a I’origine de I’absence de significativité. Un test t de
Student sur échantillon appareillé montre que les différences entre Pso de tige et foliaires sont
significatives (t = 10,77 ; p < 0,01 ; données non représentées graphiquement). Il y a donc
présence de segmentation hydraulique entre feuille et tige chez le peuplier.

Une simulation utilisant le modele pour les plants issus des deux conditions permet
d’explorer le comportement modélisé de nos plants virtuels (Fig. 56). En se concentrant sur les
premieres 24h, nous pouvons caractériser le fonctionnement des plants en conditions
favorables, avant que le stress hydrique di a la sécheresse n’affecte leur fonctionnement. Nous
pouvons observer une diminution du potentiel dans la journée, avec un potentiel minimum de
- 0,51 MPa atteint a 13 h 40 pour la condition bien irriguée (LW). Cette valeur est a mettre en
relation avec la valeur de potentie]l minimum mesuré en serre, Ymin = - 0,98 MPa en moyenne
pour cette méme condition (Fig. 56.A ; Lemaire et al., soumis). Un suivi de la transpiration
montre que le plant LW virtuel transpire 1,73 kg d’eau en 24h (Fig. 56.B ; Lemaire et al.,
soumis), ce qui est le double de la valeur mesurée en serre (0,933 kg.jour‘1 ; donnée non
représentée graphiquement).

Le modele SurEau permet un suivi de I’évolution dans le temps de certains parametres,
notamment de la perte de conductance, dont les hauts niveaux sont associés a de la mortalité
(Brodribb & Cochard, 2009 ; Barigah et al., 2013 ; Urli et al., 2013). La segmentation
hydraulique entre feuille et tige constatée pour nos plants permet de nettement retarder
I’embolie totale des tiges puisque si les feuilles sont embolisées a 99 % en 3 a 6 jours, les pertes
en eau sont tres réduites car restreintes exclusivement aux tiges (Fig. 57). Ainsi, ce n’est qu’au
bout de 17 et 32 jours, respectivement dans les conditions LW et LD, que les tiges atteignent
ces niveaux d’embolie. Le paramétre de sortie utilisé pour comparer les différentes simulations
entre elles est la durée de sécheresse avant d’atteindre 88 % de perte de conductance dans le
xyleme, aussi appelé temps avant dysfonctionnement hydraulique, tur (time to hydraulic
failure). Dans le cas de la simulation standard du modele sur les deux conditions de croissance

LW et LD, on constate que I’acclimatation du plant LD aux contraintes hydriques a permis de
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Figure 57 : Evolution temporelle de la
perte de conductance simulée par le
modele  SurEau. Le seuil de
dysfonctionnement hydraulique létal t,,
de la plante (PLCy,, = 88 % ; Temps =
t,e) est repéré pour chacune des deux
conditions de croissance par des
losanges blancs. La couleur renseigne
sur 'organe suivi : feuilles (gris) et tiges
(noir). Le type de courbe indique la
condition de croissance des plants : LW
(ligne pleine) et LD (ligne pointillée).
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Chaque point correspond a une
simulation d’'un plant LW, en faisant
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modeéle blanc, modéle SurEau

classique avec simulation du cycle jour-
nuit et noir, avec conditions
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midi solaire permanent. La couleur
renseigne sur l'organe suivi : feuilles
(gris) et tiges (noir). Le type de courbe
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doubler le tr en comparaison des individus non acclimatés LW, tyr passant de 13,28 jours a
26,33 jours (Fig. 57).

Une analyse de sensibilité permet de constater 1’effet que provoque la variation d’un et
un seul parametre sur le tyr et ainsi d’estimer sa contribution dans I’augmentation de la
résistance a la sécheresse liée a 1’acclimatation du peuplier. Lorsque 1’on utilise comme
parametres initiaux ceux d’un plant t¢émoin et que I’on fait varier uniquement le gmin d’un faible
pourcentage, on peut mesurer le gain ou la perte relative en temps avant dysfonctionnement
hydraulique (Fig. 58). On constate que tyr suit un schéma cyclique en fonction des variations
de gmin dans les paramétres de départ. Cette cyclicité est due a ’alternance jour-nuit et aux fortes
variations de déficit de pression de vapeur d’eau (VPD) qui I’accompagnent. L’amplitude des
cycles est telle que le résultat tur d’une simulation pour une valeur donnée de gmin est
stochastique. Ainsi, afin d’avoir des résultats fiables et comparables entre eux, il est nécessaire
de réduire au maximum le « bruit » di a I’alternance jour-nuit. La piste retenue consiste en un
changement des parametres météorologiques de maniere a éliminer le cycle jour-nuit. Cette
décision empéche de comparer les simulations a des conditions réelles mais a I’avantage de
permettre la comparaison des simulations entre elles. Lorsque les conditions météorologiques
simulées sont constantes et égales au maximum journalier, g suit une évolution exponentielle
en fonction des variations de gmin. Le cycle journalier a I’origine de la valeur stochastique de
rar en fonction des conditions initiales a bien été exclu de la modélisation. Concernant le
comportement des plants simulés sous cette modalité, la valeur de fur en fonction des conditions
de croissance est également doublée entre les plants LW avec un tur = 7,48 jours et les plants
LD avec un tyr = 15,94 jours (non représenté graphiquement). Ainsi, pour les analyses suivantes
nous utiliserons le modele avec des conditions météorologiques constantes. Cela se rapproche
de la version du modele initialement publiée par Martin-StPaul et al. (2017) qui n’incluait pas
de cycle jour-nuit.

L’utilisation du modele apporte des possibilités que nous ne pourrions pas tester in planta.
Une analyse de sensibilité a ét¢ menée afin de tester I’impact de chaque trait individuellement
sur le tyr. Pour cela, nous avons considéré un plant LW (Tableau 2 ligne 1) pour lequel nous
avons remplacé la valeur d’un trait par celle mesurée chez les plants LD (Tableau 2 ligne 2).
Cette simulation a été reproduite pour chacun des traits considérés dans cette analyse (Tableau
3). A noter que dans le cas de la vulnérabilité a la cavitation, ce n’est pas seulement le Pso qui
a été testé mais I’ensemble des parametres de la courbe de vulnérabilité, Pso + Pente.

La surface foliaire est fortement réduite entre les plants LW et LD (- 52,68 %) et le modele

nous indique que cette réduction permet une augmentation de 22,23 % du tur (Fig. 59). La
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Figure 59. Variations de traits de sureté hydrauliques entre peupliers cultivés sous des régimes
hydriques contrastés (A) et impact de chacune de ces variations sur t, (B). A. : Variation mesurée
entre plants témoins LW et plants acclimatés LD sur certains traits fonctionnels. Pour chaque trait, les
valeurs obtenues ont été moyennées par conditions puis la variation a été calculée selon le rapport
(LD-LW)/LW * 100. Mesure de surface foliaire sur 5 (LW) et 9 (LD) plants ; g,,, sur 6 (LW) et 5 (LD)
plants ; Wy, sur 6 (LW) et 5 (LD) plants ; Py eyijes SUr 9 (LW) ; 10 (LD) plants, Psq 10 ; HSM sur 5 (LW) et
5 (LD) plants. B. : Variations simulées de changement de temps pour parvenir au dysfonctionnement
hydraulique (t,;). Ces variations sont calculées en affectant, a un plan LW la valeur d’un trait mesuré
chez LD, toutes choses étant égales par ailleurs. Pour chaque trait, la différence relative entre la valeur
de t, pour chacune des deux conditions a été calculée selon le rapport : (tyr.p- turow)/tuew * 100.



diminution de 19,61 % du Pso (passant de - 2,46 chez LW a - 2,95 MPa chez LD) permet une
augmentation de 33,56 % du tur (Fig. 59). Pour les autres traits, si la différence entre conditions
n’était pas significative, I’impact de la variation a tout de méme été testée. La marge de sécurité
hydraulique (HSM), définie ici comme étant la différence entre le Pso et le point de perte de
turgescence (¥rLp) a été augmentée de 18 % et la variation de ce trait entraine une augmentation
du temps avant dysfonctionnement hydraulique de 29,15 %. Le gmin et le P5o-Feuille Ont été réduits
respectivement de 15,08 et 17,56 %, ce qui d’apres le modele entraine une augmentation du
temps de résistance a la sécheresse de respectivement 10,13 et 5,96 %. Enfin, le Y1ip a été
diminué de 15,94 % chez les plants acclimatés, ce qui conduit au dysfonctionnement

hydraulique avec un temps réduit de 4,52 %.

IV. DISCUSSION :

Acclimatation a la sécheresse et plasticité des traits fonctionnels

Les résultats des simulations montrent que la variation par plasticité phénotypique permet
d’augmenter la résistance des individus a une sécheresse séveére puisque le temps avant
dysfonctionnement hydraulique est doublé (Fig. 57). Malgré de nombreuses études qui ont suivi
la perte de conductance associée a une sécheresse extréme en conditions expérimentales
jusqu’au point de non-retour de plants de nombreuses especes (Brodribb & Cochard, 2009,
Barigah et al., 2013 ; Urli et al., 2013 ; O'Brien et al., 2015 ; Blackman et al., 2019 ; Hammond
et al., 2019), tres peu ont pris en compte la plasticité a des conditions climatiques dans la
conduite de ces expériences (COz et température atmosphériques pour (Duan et al., 2013) ;
Lumiere pour (O’Brien et al., 2014)) et aucune étude n’a pris en compte 1’acclimatation a une
contrainte hydrique.

Concernant I’étendue de la variation des traits étudiés, nous pouvons noter que la
plasticité du gmin €t du PrLp sont plus faibles que I’acclimatation observée par des méta-analyses
en réponse a la sécheresse, chez de nombreuses especes (Bartlett et al., 2014 ; Duursma et al.,
2019). 1l est possible que la signalisation a 1’origine de la plasticité sur ces deux traits foliaires
ne réponde pas seulement a un stimulus provenant du sol ou du xyleme (par exemple, le
potentiel hydrique) mais également aux conditions atmosphériques (par exemple, déficit
hydrique, ou VPD). Or, I’unique différence entre les conditions de croissance LD et LW résidait

dans la quantité d’eau du sol. La surface foliaire a €té observée comme étant réduite chez les
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arbres par plasticité phénotypique en réponse a une sécheresse expérimentale (Limousin et al.,
2012 ; Grossiord et al., 2017), de méme que le Pso foliaire (Cardoso ef al., 2018 ; Lucani et al.,
2019). L’acclimatation du Pso de tige a déja été discutée ailleurs et a été considérée comme dans
la gamme attendue compte tenu de nos conditions expérimentales (Lemaire et al., soumis).

Traits permettant la majeure partie de [’acclimatation a la sécheresse

L’étude de sensibilité montre que le Pso de tige, la surface foliaire et le gmin sont les trois
traits principaux pour expliquer la tolérance a la sécheresse puisque chacun d’eux est a I’origine
d’au moins 10 % du gain de tyr. Ce résultat confirme 1’importance de ces trois traits mise en
avant par Brodribb (2017) et Martin-StPaul et al. (2017). Les variations du Pso, de la surface
foliaire et du gmin permettent une augmentation du fyr de respectivement 33,56 %, 22.23 % et
10,13 %. Cependant, la variation observée pour chacun des traits retenus montre qu’aucun de
ces traits n’est a ’origine de la totalité du gain de fur a lui seul (Fig. 59). En accord avec la
littérature sur le sujet, il s’agit donc bien de variations coordonnées de plusieurs traits qui
chacun permet d’augmenter la résistance jusqu’a obtenir doublement de tur pour I’individu
acclimaté (Martinez-Vilalta er al., 2009 ; Cardoso et al., 2018). L’augmentation de la streté
due a chacun des trois traits mis en avant ci-dessus a un coit en carbone. En effet, le Pso est
corrélé a la densité du bois (Hacke et al., 2006 ; Rosner, 2017), le gmin a ét€ associé a une masse
plus importante de cire par unité de surface de feuille (Bueno et al., 2019) et diminuer la surface
foliaire s’accompagne d’autant de réduction de 1’assimilation (Limousin et al., 2012 ; Grossiord
et al., 2017). Cela se traduit par une croissance en hauteur et en diametre moindre pour ces
peupliers acclimatés (Niez et al., 2019 ; Lemaire et al., soumis).

Plasticité des traits foliaires avec une contribution négative au tur

Il est a noter que deux traits foliaires, le Pso foliaire et le potentiel de perte de turgescence
(Ps0-Feuille €t ¥TLP) Ont une contribution faible voire négative au tyr (Fig. 59). En effet, la
limitation des pertes en eau par les feuilles par fermeture stomatique est une stratégie de
résistance des plantes a la sécheresse qui permet de conserver de plus grandes réserves d’eau
dans le sol et ainsi retarder la diminution du potentiel hydrique du sol (Tardieu & Simonneau,
1998 ; Brodribb et al., 2014). Si les potentiels continuent malgré tout a diminuer du fait des
pertes minimales, alors le xyleme est embolisé. S’il y a segmentation hydraulique, comme dans
le cas de cette étude, le xyleme foliaire est embolisé avant le xyleme de tige, entrainant de facto
une réduction des surfaces de transpiration (Tyree et al., 1993 ; Wolfe et al., 2016). La
segmentation hydraulique est une stratégie permettant de limiter les pertes en eau et donc de
conserver davantage de réserves dans le sol (Tyree et al., 1993 ; Rojas-Jiménez et al., 2007).

Une diminution du seul Pso-reville Tetarderait le temps avant abscision des feuilles et rendrait
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donc les individus acclimatés plus vulnérables. La modification de ces traits dans un sens en
apparence paradoxal, qui rend les individus plus vulnérables, montre que la sreté de la
résistance a la cavitation n’est pas le seul objectif & atteindre lors de 1’acclimatation de la
résistance a la sécheresse. Ainsi, les modifications doivent aussi permettre de maintenir des
échanges gazeux (donc une assimilation de carbone via la photosynthese) aussi optimisés que
possible. Les plants sont donc contraints de garder les stomates ouverts le plus longtemps
possible et ne peuvent sacrifier leurs feuilles qu’en tout dernier recours, pour maintenir leur
métabolisme carboné (Anderegg et al., 2018). Dans un environnement plus sec, fermer ses
stomates plus tot pourrait exposer les plantes aux risques de carence en carbone (McDowell et
al., 2008 ; Sala et al., 2010).

En ce sens, évaluer la stratégie de fermeture stomatique rend compte du compromis entre
assurer la sureté hydraulique sans compromettre la fixation de carbone utile au développement
de la plante et a la mise en place de défense et d’acclimatation (Delzon & Cochard, 2014 ;
Skelton et al., 2015 ; Anderegg et al., 2018). La marge de sécurité hydraulique (HSM), définie
comme la différence entre le potentiel de fermeture stomatique et le Pso, permet d’illustrer les
effets observés sur nos plants (Meinzer et al., 2009). A I’échelle inter-spécifique, il a été montré
que la marge de sécurité hydraulique est un trait relativement conservé chez les plantes quel
que soit le biome dans lequel elles se développent (Choat et al., 2012). Nous observons que la
marge de sécurité hydraulique augmente de 18,29 % entre plants non acclimatés et acclimatés
(Fig. 59.A). Ainsi, malgré la diminution du potentiel de perte de turgescence allant vers une
stratégie plus dispendieuse en eau et permettant de favoriser les échanges gazeux, la
coordination entre Pso et ¥rip va dans le sens d’une plus grande sécurité¢ hydraulique
(Fig. 59.B).

Il est a noter que dans le cas de la vulnérabilité a la cavitation des feuilles, la plasticité de
la résistance a la sécheresse s’est aussi accompagnée d’une augmentation de la pente de la
courbe de vulnérabilité, ce qui permet un gain de fur malgré le changement de Pso-Feuille
(Fig. 59). La pente est un parametre intéressant en ce qu’il permet a un individu de modifier le
potentiel d’entrée de ’embolie (P12) et potentiel de non-retour (Psg) sans avoir a modifier le Pso
(Martin-StPaul et al., 2017, Appendix S1). Ce parametre a toutefois été peu discuté dans la
littérature. Delzon et al. (2010) remarquent une corrélation linéaire entre ces deux traits sur un
graphique log-log. Mais chez le peuplier, la plasticité de la résistance a la cavitation au niveau
de la tige se traduit par une acclimatation du Pso mais pas de la pente (Awad et al., 2010 ;
Lemaire et al., soumis). Cela signifie que c’est ’ensemble des vaisseaux qui s’acclimate et pas

seulement une proportion des plus sensibles ou des plus vulnérables.
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Rapport Variation(Trait)/Variation(tur)

La notion de compromis entre stireté¢ hydraulique et maintien de I’assimilation est donc
un parametre qui détermine quels traits varient sous 1’effet de 1’acclimatation de la résistance a
la sécheresse et dans quelle proportion (Skelton et al., 2019). L’acclimatation s’est effectuée en
priorité sur le Pso de tige et la surface foliaire. Nous pouvons calculer un rapport pour chaque
trait entre le pourcentage de variation du trait tel que rapporté en Fig. 59.A et le pourcentage de
variation du fgr pour le méme trait tel que rapporté en Fig. 59.B, selon la formule rapport =
Variation(Trait)/Variation(tgr). Or, nous observons que le Pso de tige et la surface foliaire ont
le rapport Trait/tur le plus fort puisque ce sont les deux traits offrant le meilleur pourcentage
de gain de ryF par rapport au pourcentage de variation du trait (Fig. 60). Il est toutefois a noter
que si d’apres notre estimation le Pso est le trait qui offre le meilleur rapport Trait/tyr avec 1,71,
ce n’est pas lui qui a été préférentiellement sélectionné. Malgré un rapport Trait/tur de
seulement 0,42, la surface foliaire a subi la plus grande variation moyenne entre les plants en
condition favorable (LW) et ceux acclimatés (LD) (Fig. 59). La variation de surface foliaire en
réponse a un stress hydrique va dans le sens d’une économie en carbone (produire moins de
surface foliaire) tandis que la variation du Pso-ige va dans le sens d’un cott plus élevé (produire
un xyleme acclimaté). Aussi, il est possible que ce soit le colit de production de ce type de
xyleme qui ne permette pas de faire varier davantage le Pso.

Le gmin, lui, a un rapport moins élevé et varie de facon moindre entre les deux conditions
de croissance (Fig. 59 ; Fig. 60). Si ce trait varie peu, peut-€tre avons-nous la aussi atteint les
limites d'acclimatation sur ce trait. Toutefois, cette explication est contraire aux observations
des études regroupées par Duursma et al. (2019), qui en déduit que pour ce trait nous pouvons
observer une réduction de 30-40 % de gmin par plasticité phénotypique en réponse a un stress
hydrique. Enfin, le Yrip est le trait qui a le rapport Trait/tur le plus faible, avec seulement
- 0,28. De ce fait, la plasticité sur ce trait, qui est également le seul a varier de facon a diminuer
le tuF, affecte moins le mr que les autres traits étudiés.

Ces résultats confirment I’importance majeure du Pso dans la résistance a la sécheresse.
Cela conforte les résultats avancés en premier chapitre de cette thése sur I’importance de se
concentrer sur la plasticit¢ de la vulnérabilit¢ a la cavitation lorsque ’on s’intéresse a
I’acclimatation a la sécheresse (Lemaire et al., soumis). En ce point, I’étude que nous vous
présentons a travers ce chapitre montre que, dans le cas de I’acclimatation a des conditions plus

seches, les variations du Psp sont les plus utiles pour augmenter le temps avant un
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dysfonctionnement hydraulique. La coordination entre les différents traits permet de mettre en
lumiere les compromis auxquels sont soumises les plantes entre colit de développement des
structures acclimatées et la capacité des plants acclimatés a fixer du carbone. L’importance de
I’é¢tude des pertes minimales et ses modalités d’acclimatation est également confirmée.
L’importance de la variation du Pso dans ’acclimatation de la plante a la sécheresse montre
I’intérét de favoriser ce trait, que ce soit par la mise en place de pratiques culturales favorisant
la plasticité du Pso ou par I'utilisation de ce trait pour la sélection d’idéotypes. Une validation
expérimentale par un design expérimental prenant en compte la plasticité pourrait permettre de
vérifier ces résultats a 1’échelle du fonctionnement de la plante entiére, mais seule la

modélisation permet de découpler 1’effet de chacun des traits.

90






Discussion générale

Les résultats présentés dans cette these permettent de mettre en évidence I’importance de
la plasticité de la vulnérabilité a la cavitation en réponse a des conditions hydriques contraintes.
De plus, nous avons pu montrer que c’est a 1’échelle du xyleme et du vaisseau et non des
ponctuations que se situent les bases structurelles de plasticité de la vulnérabilité a la cavitation.
A la lumiere de ces résultats, nous discuterons dans cette partie i) des bases structurelles de la
variation de la vulnérabilité a la cavitation, plus précisément en expliquant que la plasticité
phénotypique de la vulnérabilité a la cavitation ne repose pas sur les ponctuations et également
en explorant d’autres sources de variabilité de structure du xyléme a I’échelle intra-spécifique ;
i) de la distinction entre la vulnérabilité a la cavitation et la vulnérabilité a I’embolie ; iii) de la
plasticité des autres types de xylémes, notamment du xyléme primaire et iv) de 1‘impact de la

vulnérabilité a la cavitation au niveau fonctionnel et écologique.

I. Sources de variation de la
résistance a la cavitation et leurs

bases structurelles

1) La plasticité phénotypique de la
vulnérabilité a la cavitation ne repose pas sur

les ponctuations.

Au cours de cette étude portant sur la plasticité chez le peuplier, nous avons pu lier les
variations de la résistance a la cavitation a la structure du xyléme et non aux ponctuations. Cela
est différent de ce qui est classiquement admis lorsque I’on compare les especes, ou la structure
des ponctuations joue un rdle majeur (Delzon et al., 2010 ; Jansen et al., 2009 ; Lens et al.,
2011). De telles différences entre les déterminants structuraux a 1’échelle inter-spécifique et
ceux de la plasticité peuvent étre expliquées par deux hypotheses qui sont non exclusives.

Tout d’abord, les ponctuations opposent une grande résistance au flux d’eau, comptant

pour 50 a 80 % de la résistance totale opposée par le xyleme (Choat et al., 2006 ; Schulte et al.,
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2015). 1l est possible qu’un changement de 1’organisation du xyléme plutot que des structures
des ponctuations permette un changement de vulnérabilité a la cavitation tout en minimisant
I’augmentation de résistance. Certains traits peuvent avoir un impact sur la résistance a la
cavitation sans en avoir sur la résistance au flux (Meinzer et al., 2010 ; Gleason et al., 2016).
La structure des ponctuations ayant une telle importance dans la résistance au flux, modifier
seulement 1’organisation du xyléme sans modifier les ponctuations permettrait de ne pas
impacter la conductance dans le cas de la plasticité. Nous avons vu dans le premier chapitre que
la variation de Pso n’est pas associée a un changement de conductivité hydraulique spécifique.
Cela est conforme a ce qui a été observé sur d’autres études menées a I’échelle intra-spécifique
(Martinez-Vilalta er al., 2009 ; Awad et al., 2010, Plavcova & Hacke, 2012, Schuldt er al.,
2016). Toutefois, les xylemes les plus résistants que nos peupliers ont construits étaient plus
compartimentés (davantage d’interconnexions et des vaisseaux plus courts). Il reste a expliquer
comment, alors que les terminaisons de vaisseaux sont plus nombreuses, la conductivité
hydraulique spécifique n’a pas été impactée.

Enfin, il est possible que la structure des ponctuations soit fixée a 1’échelle de I’individu
sans changement possible en réponse a un stress. Lorsque I’on compare les especes, on observe
des structures de ponctuations tres différentes (Jansen et al., 2009), ce qui doit reposer sur un
controle génétique et métabolique complexe dans la conception de ces ponctuations, tel que des
modifications de la paroi et des dépots secondaires pour les bordures. De tels changements
peuvent étre possibles a I’échelle du temps de I’évolution (spéciation) mais seraient trop
complexes a mettre en place sur le temps de la plasticité phénotypique. Ceci pourrait expliquer
que des traits liés a la qualité des ponctuations (et principalement 1’épaisseur de la paroi) soient
des traits majeurs lorsque 1’on compare les especes entre elles (Jansen et al., 2009 ; Li et al.,
2016), mais que ce ne soit pas le cas a I’échelle intra-spécifique, dans le cas de I’acclimatation.

Dans les ponctuations, le calcium peut déterminer les propriétés mécaniques des parois
et donc la vulnérabilité a la cavitation du xyléme (Herbette & Cochard, 2010). Lorsque 1’on
compare les especes pour leur vulnérabilité a la cavitation, le calcium apparait comme étant un
déterminant expliquant une grande part de la variabilité. Mais cette relation ne tient pas dans le
cas de la plasticité phénotypique (Herbette & Cochard, 2010). Cela montre que les mécanismes
de la variabilité de la vulnérabilité a la cavitation a I’échelle inter- et intra-spécifique sont
différents (Herbette & Cochard, 2010). Cet exemple vient appuyer notre hypothese selon
laquelle la variation de vulnérabilité a la cavitation dans le cas de la plasticité ne repose pas sur

des changements au niveau des ponctuations.
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2) Autres sources de variation de la
structure du xyleme a lI'échelle intra-

spécifique

En plus des variations de la vulnérabilité a la cavitation et de la structure du xyleme liées
aux conditions environnementales, il existe de la variabilité pour ces parametres a I’échelle de
I’individu. L’indice de connectivité des vaisseaux diminue et le diametre des vaisseaux
augmente a mesure que 1’on s’¢loigne du sommet de I’arbre (Zhao, 2016 ; Petit ef al., 2010). 11
a aussi été montré que les branches les plus hautes étaient plus résistantes a la cavitation que
les plus basses (Farnese & Torres-Ruiz, communication personnelle). Ces différences
s’expliqueraient par le fait que les branches les plus hautes des arbres sont soumises a des
potentiels hydriques plus bas du fait de la hauteur (Koch et al., 2004 ; Domec et al., 2008). Les
variations de diametres et de connectivité des vaisseaux limitent les résistances hydrauliques a
la base et ainsi permettent d’atteindre des hauteurs plus importantes (Petit et al., 2010 ;
Williams et al., 2019). L’existence de ce mécanisme montre que les arbres peuvent ajuster
I’organisation de leur xyléme en réponse a des contraintes, et nous retrouvons les mémes
prérequis que dans le cas de I’acclimatation a la sécheresse : il s’agit d’un mécanisme qui se
produit au sein d’un individu, agissant sur 1’organisation du xyléme. Les déterminants
structuraux a I’origine de la plasticité¢ du xyleéme en réponse a un stress hydrique (comme nous
I’avons décrit dans cette thése) ou en réponse a la hauteur (comme évoqué ci-dessus) pourraient
ainsi étre les mémes.

Les connaissances sur 1’¢largissement du xyléme et sa signalisation peuvent expliquer les
mécanismes 1mpliqués dans 1’acclimatation a des conditions environnementales.
L’augmentation des dimensions des vaisseaux proches de la base de 1’arbre est due a une durée
d’élongation cellulaire plus importante (Anfodillo er al., 2012). Les mécanismes de
signalisation hormonale pouvant influer sur I’activité cambiale ont fait ’objet d’une revue
(Sorce et al., 2013).

La mise en place de la plasticité des structures du xyleme en réponse a des conditions
environnementales pose également la question du stimulus a 1’origine de cette réponse. Son
identification est 1’objet de débats depuis longtemps entre le potentiel hydrique (et ses
composantes : le potentiel osmotique et le potentiel hydrostatique) et le contenu relatif en eau
(Sinclair & Ludlow, 1985). Une méta-analyse récente semble montrer que le potentiel

osmotique serait le stimulus le plus adapté pour décrire certains processus physiologiques
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Figure 61 : Courbes de vulnérabilité a la cavitation de tiges de peupliers par méthode
du cavitron (en noir) et par tomographie a rayon X (en couleur). Le type de ligne
renseigne sur les conditions de croissance : Ligne pleine, individus en conditions
favorables (LW) ; ligne pointillée, individus en stress hydrique (LD). Chaque point est
la somme totale des diametres des vaisseaux embolisés! pour chaque pallier de
pression. Les couleurs renseignent sur les conditions de croissance : vert, individus en
conditions favorables (LW) ; orange, individus en stress hydrique (LD).

1 Afin de pondérer hydrauliquement le poids de chaque vaisseau dans la conductance, chaque

diametre a été élevé a la puissance 4.



(Bartlett ef al., 2012). Les mécanismes sensoriels permettant de percevoir ce stimulus ne sont
pas clairement connus mais diverses pistes ont fait 1’objet d’une revue (Scharwies & Dinneny,
2019). Nous pouvons citer I’identification d’une protéine qui peut changer de conformation et
acquérir de nouvelles fonctions sous I’effet d’un changement de potentiel osmotique ou des
canaux mécano-sensibles qui réagissent a des changements de pression de turgescence chez
Arabidopsis thaliana (Cuevas-Velazquez et al., 2016 ; Hamilton et al., 2015).

De plus, il est possible que I’interaction entre cet élargissement et plasticité de la
vulnérabilité a la cavitation s’effectue au détriment de la capacité d’acclimatation des grands

arbres a la sécheresse ou de leur hauteur maximale.

II. Vulnérabilité a la cavitation ou

r AN

vulnérabilitée a I'embolie ?

La résistance a la cavitation désigne la capacité d’un vaisseau a ne pas se remplir d’air en
fonction du potentiel hydrique auquel le xyleme est exposé. L’embolie est 1’obstruction des
vaisseaux par les bulles d’air ; ainsi, la résistance a I’embolie désigne la capacité d’un xyléme
a conserver sa conductance hydraulique en fonction du potentiel auquel il est exposé. C’est
cette derniere qui est a privilégier si I’on s’intéresse au fonctionnement de I’arbre (Lens et al.,
2013). Pour illustrer la différence entre les deux concepts, nous pouvons prendre un exemple :
d’apres les résultats d’un modele reproduisant la propagation de la cavitation dans un xyleme
simulé, lorsque le xyleme a perdu 90 % de sa conductance, 40 a 60 % des vaisseaux restent non
cavités (mais non fonctionnels car isolés) (Mrad er al., 2018). La méthode du cavitron mesure
une perte de conductance : stricto sensu, il ne permet pas de mesurer la vulnérabilité a la
cavitation d’un échantillon mais sa vulnérabilité a I’embolie. La microtomographie a rayons X
permet de connaitre le statut (embolisé ou non) de chaque vaisseau du xyléme et donc mesure
bien la résistance a la cavitation de 1’échantillon. Nous pouvons constater que si la résistance a
I’embolie mesurée au cavitron a bien varié par plasticit¢ phénotypique en fonction des
conditions de croissance (passant en moyenne de - 2,46 MPa pour les individus en conditions
favorables LW a - 2,97 MPa pour les individus stressés LD), ce n’est pas le cas de la résistance
a la cavitation, qui est similaire dans les deux conditions (- 2,40 MPa pour les individus LW ; -
2,36 MPa pour les individus LD) (Fig. 61). Cela complete les résultats observés au premier

chapitre selon lesquels I’acclimatation a la sécheresse passe par un changement d’organisation
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Figure 62 : Vue du dispositif d’exclusion de pluies permettant d’étudier la
réponse du blé a un stress hydrique. Sur cette photographie, une des
quatre parcelles « abritées » avec en fond le toit amovible qui vient la

recouvrir en cas de précipitations.



du xyléme qui permet au systeme d’étre moins vulnérable a I’embolie, via la mise en place
d’une redondance plus importante. En revanche, cela pose question quant a une organisation du
xyleme qui permettrait de minimiser la surface en ponctuations afin d’écarter le risque que les
vaisseaux soient porteurs d’une ponctuation faible. Nous avons observé une relation a I’échelle
du xyleme (Fig. 61), mais nous n’observons pas de gain de résistance a la cavitation a 1’échelle
du vaisseau entre les deux conditions de croissance. Ces résultats peuvent étre rapprochés de
ceux obtenus par Niez (2018) qui avait comparé par observation directe en microtomographie
la vulnérabilité a la cavitation de xylemes de tiges de peupliers acclimatés a un stress hydrique
et mécanique. Les plants ayant subis un stress hydrique avaient un Pso 8,4 % plus faible que les
autres mais cette différence ne se retrouvait pas pour le Poo, confirmant une variation faible de
la résistance a la cavitation. Nos résultats et ceux de Niez (2018) mettent en évidence le role

considérable de la plasticité de la vulnérabilité a I’embolie dans 1’acclimatation a la sécheresse.

III. Qu’en est-il des autres types de

xyleme ?

Notre étude a porté sur du xyleme secondaire de peuplier, une angiosperme dont le bois
est hétéroxylé. Nous avons montré que c’est I’organisation du xyléme qui est a 1’origine de la
plasticité de la résistance a la cavitation. Mais le bois hétéroxylé n’est pas le seul type de xyléme
que I’on retrouve. Les gymnospermes ont un bois homoxylé dont les éléments conducteurs sont
les trachéides. De plus, les herbacées ou les tres jeunes arbres ont un xyléme primaire
prépondérant qui présente aussi une organisation différente, en faisceaux. Dans ces deux cas,
I’organisation du xyléme est fixée. Les déterminants structuraux que nous avons soulevés dans
le cas d’un bois hétéroxylé ne peuvent donc pas expliquer la plasticité de ce type de structures.
Dans le cas des gymnospermes, leur capacité a faire varier leur Pso semble limitée comparée a
celle des angiospermes (Lamy et al., 2014 ; Anderegg, 2015). Pour ce qui est du xyléme
primaire, notons que la gamme de variation du Pso d’une seule famille, les Poacées, recouvre a
94 % celle des angiospermes ligneuses, montrant que ce trait n’est pas pertinent seulement dans
le cas des arbres (Lens et al., 2016). De plus, la plasticité sur le Pso a pu €tre mise en évidence
récemment sur des feuilles ou sur des herbacées (Cardoso et al., 2018 ; Lucani et al., 2019 ;
Matzner et al., 2019). Afin d’explorer la plasticité du Pso du xyléme primaire, a la lueur des
mécanismes mis en évidence dans le premier chapitre, nous nous sommes attachés a caractériser

ce trait en réponse a un stress hydrique sur du blé cultivé en champ. Nous avons pu nous appuyer
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Figure 63 : Potentiels minimums de chacune des quatre variétés de blé, cultivées sous
deux modalités et a deux stades phénologiques : a floraison (A) et a 250 °Cd aprées
floraison (B). Les valeurs sont les moyennes pour cing a six individus pour chacune des
deux répétitions pour chacun des quatre blocs ; les barres d’erreurs représentent les
erreurs standards.
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Figure 64 : Résistance a la cavitation chez le blé en fonction des deux conditions de
croissance et pour chacune des quatre variétés. A : Potentiel hydrique induisant 50 % de
perte de conductance (Ps,) dans le xyleme d’un segment de tige. B : Pourcentage
d’embolie native dans le xyleme d’un segment de tige. Les valeurs sont les moyennes pour
chacun des deux individus pour chacune des deux répétitions pour chacun des quatre
blocs ; les barres d’erreur représentent I'erreur standard.



sur un dispositif d’exclusion de pluie en champs déja en place (Fig. 62) (Voir méthode en
Annexe 1).

Brievement, des plants de blé de quatre variétés ont été cultivés en champ selon deux
modalités : Abrités (les parcelles étaient abritées des précipitations par un mécanisme
d’exclusion de pluies) et Témoins (les parcelles étaient exposées aux intempéries). Les valeurs
de potentiels hydriques, significativement plus faibles en parcelles abritées par rapport a celles
exposées aux intempéries, montrent que les plants abrités étaient exposés a un stress hydrique
plus fort (Fig. 63). Des plants des quatre variétés et de chaque modalité ont été caractérisés pour
leur vulnérabilité a la cavitation et leur niveau d’embolie native.

Les courbes de vulnérabilité a la cavitation montrent que chacune des quatre variétés
retenues présente une grande résistance, avec des Pso moyens a - 4 MPa (Fig. 64.A). Cela est
inférieur aux Pso déja publiés sur le blé, de - 2,87 MPa mesuré par vulnérabilité optique sur
feuille par Johnson et al., (2018) et un Pso de - 1,92 MPa par méthode acoustique sur feuilles
par Jia et al. (2006), dans les deux cas sur des plants en pot. Cette valeur est également inférieure
a ce qui a été¢ mesuré dans d’autres études sur des céréales cultivées : - 1,6 MPa par méthode de
déshydratation sur des plants en champ (Stiller ez al., 2003), et sur des plants en pot : - 1,9 MPa
par méthode de centrifugation sur des feuilles de riz (Stiller et al., 2003) ; - 1,56 et - 1,78 MPa
par méthode du Cavitron sur tiges, pour deux variétés de mais (Li et al., 2009) ; - 1,15 MPa par
méthode de déshydratation sur tiges de mais (Gleason et al., 2017). Nos observations ont été
confirmées par Creek et al. (Communication personnelle), qui ont trouvé des valeurs de Pso
similaires aux notres lorsque mesurées par méthode de vulnérabilité optique, lors d’une
campagne de prélevements effectuée sur le méme dispositif deux années plus tard. Les Pso que
nous avons observés restent dans la gamme de résistance des autres especes herbacées (Lens et
al., 2016). Ces résultats montrent une vulnérabilité a la cavitation pour les céréales moins
importante que ce qui est classiquement admis dans la littérature. Cela peut €tre le signe de
l‘existence de variabilité génétique ou plastique sur ce trait pour les monocotylédones.

Malheureusement il n’a pas été possible de tester I’existence de plasticité chez chacune
de nos quatre variétés puisque les contraintes techniques ne nous ont pas permis de mesurer les
Pso chez deux variétés en conditions Témoins (Allez-y et Trapez). Concernant les deux variétés
que nous avons pu phénotyper, I’'une (variété Oregrain) n’a pas vu son Psq varier sous 1’effet
des conditions de croissance (Pso = - 4,34 £ 0,71 MPa) tandis que ’autre (variété Boregar) a
vu son Pso diminuer entre les conditions Témoins et les conditions Abritées, passant de - 3,35
+0,20a-4,70 £0,76 MPa (p = 0,0012) (Fig. 64.A). Cela montre la présence de plasticité de la

vulnérabilité a la cavitation sur au moins 1’une des variétés. Globalement, les niveaux élevés
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Figure 65 : Courbes de vulnérabilité a la cavitation de la nervure principale de feuilles de
peupliers. Chaque ligne pointillée représente un individu, les lignes pleines représentent
les courbes moyennes pour chacune des trois conditions de croissance : orange, stressés
hydriques (LD) ; vert, témoins (LW) ; bleu, sous ombriere (SW).



d’embolie et les potentiels hydriques trés bas montrent que le blé, dans les conditions de
croissance de notre dispositif expérimental, est en limite de dysfonctionnement hydraulique
(Fig. 64.B). Cela confirme que les herbacées sont exposées au risque de dysfonctionnement
hydraulique, et montre I’importance de plasticité phénotypique sur la résistance a la cavitation
chez les especes monocotylédones.

De la méme maniere, nous avons comparé la résistance a la sécheresse des feuilles de
peuplier par vulnérabilité optique selon les conditions de croissance (voir Chapitre 2, partie IL.5.
Vulnérabilité a la cavitation des feuilles). Nous nous sommes intéressés a ces structures car la
feuille est un organe répondant aux conditions environnementales par plasticité et dont
I’importance est majeure dans la balance hydrique des arbres (Wolfe ez al., 2016 ; Hochberg et
al.,2017). Nous nous sommes concentrés sur la nervure principale, d’une part car cette structure
est moins résistante a la cavitation que les nervures inférieures et d’autre part car, si elle est
embolisée, c’est toute la feuille qui est hydrauliquement isolée du reste de la plante (Brodribb
et al., 2016 ; Hochberg et al., 2017). Mais les différences de Pso que nous observons ne sont
pas significatives (p = 0,31) (Fig. 65). Il est a noter la présence dans nos données d’une valeur
extréme (un individu LW présentant une résistance extrémement élevée, avec Pso = - 3,05). Par
exemple, les différences entre les Pso d’individus LD et SW sont significatives lorsque
comparées par un test de Student (LD, Pso=-2,11 £0,18 ; LW, Psp=- 1,58 £0,25 ; p =0,01).
Le nombre d’échantillons caractérisés par condition de croissance pourrait étre trop faible pour
mettre en évidence une variation aussi fine et une consolidation de ce résultat par la
caractérisation d’un plus grand nombre d’individus est nécessaire. Ces résultats sont a
rapprocher d’études récentes qui ont également mis en évidence la plasticité de la résistance a
la cavitation dans des feuilles d’Eucalyptus (Lucani et al., 2019) ou de tournesols (Cardoso et
al., 2018).

Des études réalisées sur des herbacées ont mis en lien la variabilité de la vulnérabilité a
la cavitation et des changements dans la structure du xyleme primaire. Une variation du Pso
chez le haricot en réponse a un stress mécanique a déja été associée a une diminution de
diametre des vaisseaux (Matzner et al., 2019). Chez le mais, Li et al. (2009) observent des
différences de Pso entre deux hybrides mais n’observent pas de différence anatomique entre les
xylémes, a I’exception du nombre de faisceaux de vaisseaux. Enfin, la quantité¢ de xyléme
secondaire ou la part de tissus lignifiés est associée a des différences de résistance a la cavitation
d’herbacées (Ahmad et al., 2018 ; Déria et al., 2019). La recherche de déterminants structuraux

de la plasticité de la résistance a la cavitation du xyleéme primaire est encore peu explorée.
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L’absence de mesure anatomique associée a nos mesures de vulnérabilité a la cavitation
ne nous permet pas de présenter des déterminants structuraux possibles pour la plasticité de la
résistance a la cavitation du xyleme primaire. Notre étude montre toutefois 1I’importance de la
résistance a la cavitation dans la réponse du blé a la sécheresse, avec des potentiels minimums
trés bas et des niveaux d’embolie native ¢élevés, ce qui est le signe de marges de sécurité
hydrauliques extrémement faibles pour les variétés étudiées. Dans le cas du blé, la pression des
changements climatiques ajoutée a son importance dans 1’alimentation humaine font de la
recherche de déterminants structuraux ou génétique de la vulnérabilité a la cavitation et de sa

plasticité des axes de recherche essentiels.

IV. Impacts fonctionnel et écologique
de |I'acclimatation de Ia

vulnérabilité a la cavitation

Un compromis a souvent été présenté dans la littérature entre efficacité du transport de
I’eau et sureté du systeme hydraulique (Hacke er al., 2006 ; Meinzer et al., 2010). Ce
compromis s’observe pour de nombreux traits structuraux, qui sont corrélés de fagon inverse a
la conductance et au Pso (Lens et al., 2011). D’apres Meinzer et al (2010), des modifications
structurelles a un niveau d’organisation, par exemple modification de 1’architecture du xyleme
allant dans le sens d’une plus grande sureté hydraulique, pourraient étre compensées par des
modifications structurelles a un autre niveau d’observation, par exemple des ponctuations
assurant un transport de 1’eau plus efficace. Dans le cas de notre étude, si I’organisation du
xyleme a bien ét¢ modifiée par plasticité phénotypique, 1’ultrastructure des ponctuations n’a
pas été modifiée. Mais il reste possible que les modifications aient eu lieu au niveau de la
porosité ou de la composition biochimique des parois de ponctuations, deux parametres que
nous n’avons pas explorés. L’acclimatation a la sécheresse peut avoir eu des conséquences sur
d’autres traits, avec des changements impactant par exemple des traits li€s a 1’acquisition des
ressources (Skelton et al., 2019). Parmi les traits que nous avons étudiés, nous pouvons noter
que les plants acclimatés présentaient une croissance ralentie, ainsi qu’une surface foliaire
réduite. Cela montre le colit de I’acclimatation a la sécheresse en terme de production de
biomasse. La réponse des peupliers aux conditions de croissance a certainement eu lieu a

d’autres niveaux, par exemple, au niveau de la densité stomatique ou de traits racinaires. Une
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évaluation du bilan carbone de la plante, un calcul du cofit de construction des structures
acclimatées, des mesures de transpiration ou d’efficience d’utilisation de 1’eau sont des
perspectives possibles aux travaux que nous avons présentés.

Alors que Choat et al. (2012) notaient que la plupart des especes avaient une marge de
sécurité faible, Benito-Garzoén et al. (2018) ajoutaient que, pour la plupart des especes étudiées,
la marge de sécurité était méme négative pour au moins une population. Ces résultats sont
valables en considérant que la plasticité phénotypique sur le Pso est nulle ou tres réduite. Nos
résultats montrent que la plasticité sur ce trait ne peut pas étre ignorée car, dans I’acclimatation
en réponse a un stress hydrique, elle est I’'un des leviers les plus importants pour décaler
I’arrivée du dysfonctionnement hydraulique. Il faut garder a 1’esprit que si la réponse plastique
est utile a la survie en cas de sécheresse extréme, elle ne se met pas en place lors de la production
du xyleme. Il faut donc des conditions moyennes stressantes pour provoquer I’acclimatation de
I’arbre. L’orientation vers des pratiques culturales permettant la mise en place de la plasticité
de la vulnérabilité a la cavitation pourrait limiter la mortalit¢ malgré une augmentation
d’intensité et de fréquence des sécheresses.

Enfin, I’identification des bases structurelles permet la recherche des bases génétiques de
la plasticité de la résistance a la cavitation par une approche gene-candidat. Cela rendra possible
la recherche ou le développement de variétés mieux adaptées aux contraintes
environnementales locales dans un climat plus sec, ainsi que 1’¢tude de la réponse des

populations naturelles face aux changements climatiques.
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Annexes

I. Recherche de plasticité de la
vulnérabilité a la cavitation du

blé : matériel et méthodes

La mise en évidence de la plasticité de la résistance a la cavitation chez le blé a été
effectuée en s’appuyant sur le dispositif expérimental de la plateforme Pheno3C, la Plateforme
de Phénotypage au Champ sous Contraintes Climatiques. Ce dispositif permet d’exposer des
parcelles de multiples variétés de blé a une contrainte hydrique (Fig. 62) (Rincent et al., 2018 ;
Guérin et al., 2019). Des parcelles de blé étaient divisées en deux traitements : la modalité
« Abrité », en contrainte hydrique car placée sous des abris amovibles d’exclusion des
précipitations ; et la modalité « Témoin », des champs non-abrités semés juste a coté. Pour
chacune des deux modalités, le dispositif est divisé en quatre blocs, avec notamment quatre
champs abrités par des toits amovibles indépendants. Dans chaque bloc, chaque variété était
répétée deux fois, sur des placettes de 1,9 x 1,2 m>.

Pour cette étude, quatre variétés ont été€ sélectionnées pour leur tolérance ou vulnérabilité
a la sécheresse. Celle-ci a été définie comme étant la différence de rendement de grain (en
quintal par hectare) entre les modalités contrastées pour I’irrigation lors d’essais a Gréoux-Les-
Bains en 2012 et 2014 puis a Clermont-Ferrand en 2016 (Ly et al., 2018 ; Rincent et al., 2018).
Parmi les 4 variétés retenues, « Trapez » et « Boregar » étaient considérées comme tolérantes
(rendement diminué de seulement 8,4 % par un stress hydrique) et « Allez-y » et « Oregrain »
étaient considérées comme sensibles (rendement diminué de 20,4 % en moyenne par un stress
hydrique).

Les quatre variétés de blé ont été semées le 4 novembre 2016 et le stress hydrique a été
appliqué a partir du 24 mars 2017 par mise en place des toits amovibles. Au 20 mai 2017, une
date correspondant a la floraison pour plusieurs variétés du dispositif, les parcelles témoins
avaient recu 130 mm de pluie de plus que les parcelles abritées (Guérin et al., 2019).

Afin d’évaluer la contrainte hydrique appliquée aux plants de blé des quatre variétés dans

les deux conditions de croissance, les potentiels hydriques ont été mesurés. Le potentiel






hydrique a ét¢ mesuré sur la feuille drapeau (feuille la plus haut d’une tige) a 1’aide d’une
chambre a pression (PMS Instruments). Pendant le transport entre la placette et la chambre a
pression, 1’échantillon était préservé dans un sac en plastique opaque et scellé de fagon étanche.
Les mesures ont été effectuées a deux stades phénologiques correspondant a deux étapes
importantes du développement du blé : la floraison de 1’épi et 250 degré-jours apres floraison
(250 °Cd), ce qui correspond a la fin de remplissage des grains. Le stade phénologique était
défini pour chacune des variétés et pour chacune des conditions de croissance, et donc les
mesures faites a des dates différentes. La mesure de chambre a pression a été effectuée pour 5
a 6 individus par placette, pour chacune des placettes, quatre blocs et deux traitements.

La résistance a la cavitation a été mesurée au Cavitron. Six échantillons de tige ont été
collectés pour chacune des deux placettes des quatre blocs lorsque les plants avaient atteint le
stade phénologique 250 °Cd et stockés a 4 °C, enveloppés dans du papier humide et dans des
sacs plastiques opaques et fermés hermétiquement. Comme il s’agissait d’une herbacée, la
méthode a da étre adaptée selon les recommandations d’auteurs ayant travaillé sur herbacées
(Lens et al., 2016 ; Vitra et al., 2019) : chaque courbe de vulnérabilité a été réalisée en plagcant
deux a trois tiges dans le cavitron afin d’augmenter la conductance des échantillons. De plus,
afin de ne pas étre sujet a ’artefact dii aux vaisseaux ouverts (Cochard et al., 2010), les
segments devaient comporter des nceuds, des zones concentrant les terminaisons de vaisseaux
(Salleo et al., 1984). Les échantillons ont donc été coupés sous eau 1 cm avant le dernier nceud
puis 27 cm plus loin, assurant la présence d’au moins deux nceuds.

Les embolies natives ont été mesurées a 1’aide d’un « Xyl’em » (Cochard et al., 2002).
Pour chacune des deux placettes pour les quatre blocs, deux échantillons de tige ont été collectés
lorsque les plants avaient atteint le stade phénologique 250 °Cd et stockés a 4 °C, enveloppés
dans du papier humide et dans des sacs plastiques fermés de fagcon hermétique. Des segments
de tige ont été recoupés sous eau a 3 cm de longueur, a une distance de 1 cm d’un nceud. Les
échantillons ont été connectés a des flexibles en polytétrafluoroéthylene. Une premiere mesure
de conductance a été réalisée a basse pression (2 a 7 kPa) a 1’aide d’un débitmetre (Xyl’em,
Bronkhorst, Montigny-les-Cormeilles, France). Puis les échantillons étaient exposés a un flux
de solution a haute pression (0,1 a 0,2 MPa) pendant 5 min afin de dissoudre I’embolie. Une
seconde mesure de conductance a €été réalisée, donnant la conductance maximale de
I’échantillon. L’embolie native est calculée en utilisant la méme formule que pour le premier

chapitre.
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Scientific Xylem vulnerability to cavitation is a major trait to assess plant drought resistance. An environmental plasticity for this trait
could permit an acclimation to climate conditions. Knowledge on plasticity of vulnerability to cavitation remains weak,
baCkg rou nd e especially on genetic and structural basis. The objective of this setup is to investigate these latter.

. I i Young poplar trees grown under contrasted conditions: LW: Light + Watered; _
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3 A . incident light. Watered= Watered at full field capacity (FC). Drought=a water regime at 25-30% FC was
R ’*"‘;}""‘-, 4 \‘ applied thanks to a device coupling a weight survey and a watering control by selenoid valve.
We managed water stress in order to constrain the hydraulic properties the most but without
" stopping growth (radial growth survey).
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