N

N

Interactions intraspécifiques chez Populus nigra L. en
contexte riverain: role de la sélection de parentele au
stade pionnier

Lucas Mazal

» To cite this version:

Lucas Magal. Interactions intraspécifiques chez Populus nigra L. en contexte riverain: role de la
sélection de parentele au stade pionnier. Géographie. Université Clermont Auvergne, 2021. Frangais.
NNT: 2021UCFALO16 . tel-03616693

HAL Id: tel-03616693
https://theses.hal.science/tel-03616693

Submitted on 22 Mar 2022

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-03616693
https://hal.archives-ouvertes.fr

Veog] o

UNIVERSITE

C l.e rmont dépasser les frontiéres
Auvergne
Laboratoire de
géographie physique
et environnementale
THESE

Pour obtenir le grade de
DOCTEUR DE L’UNIVERSITE CLERMONT AUVERGNE
Présenté par

Lucas Mazal

These dirigée par Iréne Till-Bottraud, CNRS GEOLAB, et codirigée par Dov Corenblit, UCA, et Boris
Fumanal, UCA
Préparé au sein du laboratoire GEOLAB (UMR 6042 CNRS/UCA/UL) dans I’Ecole Doctorale Lettres
Sciences Humaines et Sociales

Interactions intraspecifiques chez Populus nigra L. en contexte riverain : role de la

sélection de parentele au stade pionnier
Theése soutenue publiquement le 02 décembre 2021, devant le jury composé de :
Madame Sara PUIJALON
Directrice de recherche, LEHNA, CNRS (Lyon), Rapportrice
Monsieur Fabrice ROUX
Directeur de recherche, LIPM, CNRS (Toulouse), Rapporteur
Madame Jacqui SHYKOFF
Directrice de recherche, ESE, CNRS (Orsay), Présidente du jury
Monsieur Boris FUMANAL
Maitre de Conférences, PIAF, INRAE, UCA (Clermont-Ferrand), Co-encadrant de these
Monsieur Dov CORENBLIT
Maitre de Conférences HDR, GEOLAB UCA (Clermont-Ferrand), Co-directeur de thése
Iréne TILL-BOTTRAUD
Directrice de recherche, GEOLAB, CNRS (Clermont-Ferrand), Directrice de thése



Table des matieres

RESUIME ... et e e et e et e e es e e e teeenteeeanteeesneeesneeens 6
N 0511 - T RS SURSPURRPIN 7
Valorisations des travauX de these...........cccveiieeiiie e 9
ATTICIES PUDTIES. ...ttt ettt nreas 9
Articles SOUMIS et N PrePArAtiON ...........iiiiiiiiieiie et neeas 9
Communications dans des COIIOQUES ..........oiuiiiiiiiii e 10
0L (=] TP PP P PP PP PP PPPPPPPPPPRP 10
COMMUNICATIONS OFAIES ....coviiieiiiie e e et e e 10
COMMUNICATIONS @ VENIT L.eeiiiieiiiee e eesee e tee e et et e e et e e e nrae e e snaeeennteeesnseeeannes 10
Chapitre I : Introduction géNerale...........cccovieiiiiiiieiiiie e 11
1.1, Lasélection de Parentele .........ooooieeeiiie e i 14

1.2. Reconnaissance de parentéle : un prérequis a sélection de parentéle ................ 16

2. Interactions organismes-environnement : quand les organismes ne sont plus passifs
........................................................................................................................... 22

2.1, La construction de NICNE..........ccuviiiiiiiiiiieie et 24

2.2.  Unexemple de dynamique éco-évolutive : la construction de niche par les espéces

VEQELAIES TIVEIAINES. .. .eeeiiiie ittt et e e s e e st e e e st e e e s rreeeanneeeanes 25
3. Modele d’étude : 1e PEUPHEN NOIM ......c.vveiiieecie e 30
3.1. Biologie du Peuplier NOIM.........ccuviiiiie e 30

3.2. Le peuplier noir comme modele d’étude des interactions entre individus

APPANENTES ...ttt et e ettt et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e nraeeeanrreeaneeeanns 34
4. Problématique et organisation de [athese..........ccccoovveeiiii i 35
4.1. Axe1: Analyse de la structure génétique spatiale ...............cccoeevieeviieeiiiinnn, 38
4.3.  Synthése générale et PErsPECLIVES ........cccvieiiiieeiiie e 39



Chapitre 11 : Etude de la structure génétique spatiale du Peuplier noir en

POPUIALIONS NATUMEIIES ... .ciiiiee et 40
1. (O00] 0] 1= (PP PO PP PO PR 40
2. La SGS dans différents stades de vie du Peuplier noir : articles 1 et 2.................. 41
2.1 ODJECHITS. ..ttt 41
2.2, SHE A ETUAC ..veveeeeeeeee ettt 42
2.3. Stratégie d’échantillonnage.............ccoveiiiiiiiiiiiiii e 43
3. Résultats et discussion des études sur la SGS en populations naturelles........... 44
4. Article 1: Fine-scale spatial genetic structure and intra-specific interactions of
Populus nigra within a natural river corridor along the lower Allier River (France)............... 47
5. Perspectives sur I’étude de 1a SGS ... 82
5.1. Limites dans les études de SGS en populations naturelles.............ccccccervieninnn. 82

5.2. Etudier la sélection de parentéle chez les espéces longévives en populations

naturelles grace a des SUIVIS de CONOIES..........eeevuieeiiire e 82

Chapitre 111 : Construction de niche et sélection de parentele chez le Peuplier

noir en conditions NATUTEIIES...........ooviiiiiii 84
1. (O00] 01 (=) (PR P PR 84
2. (@ o =101 ) £ SRS SR 85
3. Matériels et METNOUES ........ooiieiiiiee s 86

B N3 1 (s <1 11 (<P 86

3.2. Description du plan eXpérimental .............cccoveeiiieeiiie e 86
4, Retour d’eXpeérience et PEIrSPECIIVES .ouivvvvriririiieeeiisiiiiireiree e e e s s ssiibiree e e e e e s s sneneees 91

Chapitre 1V : Etude en conditions contrdlées de la reconnaissance de parentéle

Chez 1e PEUPHIEI NOIT ....ciii i 95
1. Croissance et absorption d’azote en fonction de I’apparentement ........................ 95
1.1. Obijectifs des expérimentations en conditions controlées.............cccoeevvveeinnen. 98
1.2, Matériels et MENOUES........c.veiiieiiieie e 99



1.3, RESUNALS €1 ISCUSSION ...ttt 102

2. Article 3 (en preparation): Kin recognition in plants: a plea to consider competitive
ADIIIEY. e e e 106
3. Transfert de nutriments (azote) entre Peupliers noirs selon leur apparentement .133

B L ODJECHIT ... 133

3.2, Matériels et MEtNOUES.........ccvveiieiiie s 135
4. Evaluation de la reconnaissance de parentéle chez le Peuplier noir d’aprés
I’observation de la croissance racinaire en rhizotron ............cccceeeeeeeeeeeie e, 138

A1 OBJECHIT .. 139

4.2, Matériels et MENOUES. .......cccuveeiiie et eeae e 139

4.3, RESUIALS BT dISCUSSION .....eeeiiieeieiieesiiieeeiieessieeeanteeessteeeesiaaeesreeeesseeeesnseeesseeens 141
5. Conclusion générale de I’étude de la reconnaissance de parentéle en conditions
CONtrolées Chez 18 PEUPIIEN NOIE ......cc.uiiiiiiiieiie et 142
Chapitre V DiSCUSSION QENETAlE...........ccciuvieiiiie e 145
1. Synthese des résultats obtenus sur la reconnaissance de parentele chez le Peuplier
110 ] | PP RRUPR PRI 145
2. Apports des travaux de cette these sur 1’étude de la reconnaissance et de la sélection
de parentéle Chez 185 PIANTES .........eiiiii e 146

2.1. Importance de la prise en compte de la variabilité intraspécifique dans les études

sur la reconnaissance et la sélection de parentele. ...........cccooveiiieiiine e, 147

2.2. Influence des conditions environnementales sur les interactions entre individus .

2.3. Especes a longue durée de vie, un modele pour étudier le lien entre SGS et

INteractions INtraSPECITIQUES ........eeiieee et 152
3. Conclusion genérale et PErsPECLIVES .........ecivuveeiiiiee e 155
3.1. Perspectives MEthodoIOgIQUES ........c..eeiiuiiiiiiie e 156
BibHOGraphie .......oooviiii 159
AANNEXES ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e r e e e e e aaaeaan 172



Annexe 1 : Article d’opinion en réponse a la revue de Anten & Chen (2021) soumise a Plant
Cell and Environment (0CtODIe 2021). ......ooiiiieiiiie et 172

Annexe 2 : Article Relier la biogéomorphologie fluviale a 1’écologie évolutive : un focus sur

1€S arbres rvVeraing PIONMIEIS........couii ittt ettt e e 191
Annexe 3 : Rhizotrons en place (penché a 45°) pour I’expérimentation................cccovvervnrens 210

Annexe 4 : Vue aérienne centrée sur le banc 12 au sein de la RNNVA. Ce banc était le plus
grands des 3 utilisées dans I’expérimentation mise en place dans I’ Allier. 6 parcelles ont été
implantés sur ce banc. C’est également sur ce banc que nous avons réalisé¢ une partie des

échantillonnage pour les études de [a SGS.........ooviiiiiicce e 211

Annexe 5 : Fagot de boutures prétes a étre implantés dans leur emplacement définitif dans les

0 L T=] =TSRSS 212

Annexe 6 : Un des rares groupes d’individus de I’expérimentation dans 1’ Allier, qui a survécu
a la sécheresse sur le banc 12. La granulometrie du substrat (tres fin) a trés certainement aidé
les individus lors de la sécheresse en retenant mieux 1’humidité que les substrats plus grossiers

dans 165 QULIES PAICEIIES. ......vvee e e e e et e e enaeeeenes 213



Résumeé

Le Peuplier noir (Populus nigra) est une espéce pionniére des cours d’Europe qui colonise les
bancs alluviaux en trés forte densité d’individus. Dans ces conditions, 1’interaction principale
entre les jeunes individus devrait étre a priori la compétition. Pourtant, on constate que les
Peupliers noirs, en modifiant leur environnement en forte densité par un processus de
construction de niche, bénéficient d’une meilleure survie grace a la réduction des contraintes
mécaniques (crues) et hydriques (sécheresse). Cette situation ou les individus survivent mieux
en forte densité reflete de la facilitation. La facilitation entre jeunes Peupliers noirs est déja
documentée, cependant, la nature des interactions entre les jeunes individus reste inconnue. Le
cadre conceptuel de la reconnaissance et de la sélection de parentele permettent d’envisager des
interactions positives entre individus telles que la coopération. Les interactions positives
seraient spécifiqguement avantageuses entre individus apparentés car elles permettent une
meilleure transmission des génes partagés entre individus apparentés. L’objectif de cette thése
est d’identifier les interactions entre les jeunes Peupliers noirs, et notamment le role de
I’apparentement durant les premiers stade de la construction de niche. Nous avons, dans un
premier temps, etudié la structure génetique spatiale (SGS) a fine échelle dans différentes
cohortes d’individus en populations naturelles. Nous avons trouvé une SGS significative chez
des jeunes individus agés de 5 ans, ¢’est-a-dire une présence significativement plus importante
d’individus apparentés proches les uns des autres, mais pas chez des individus de 10 et 20 ans.
Une seconde étude de SGS a treés fine échelle sur des juvéniles de I’année a révélé une absence
de SGS. Ces résultats sur la SGS, suggéreraient que des interactions positives entre apparentés
sont possibles durant les premieres années de vie. Afin d’étudier le processus de construction
de niche et le role de I’apparentement nous avons implanté une expérimentation sur les bords
de la riviere Allier. Malheureusement, cette derniére a été détruite par une importante
sécheresse et une crue avant que nous ayons pu obtenir de résultats. Nous avons alors mené une
série d’expérimentations en conditions controlées afin de déterminer si les jeunes Peupliers
noirs entretiennent des interactions positives entre eux en fonction de leur apparentement et si
ces interactions sont modulées par une carence hydrique. Nous avons pu montrer que la
croissance et 1’absorption d’azote des Peuplier noirs étaient différentes en fonction de
I’apparentement. Toutefois, contrairement a ce que nous aurions pu conclure avec ce type de
résultats, a savoir qu’il existe de la reconnaissance de parenteéle chez le Peupliers noirs,
I’interprétation la plus parcimonieuse qui s’est imposée est celle d’une différence de capacité
de compétition entre les individus. Ce biais potentiel d’interprétation qui pourrait se retrouver
dans de nombreuses études a été discuté dans nos publications. Ces résultats insistent sur la
nécessité d’intégrer et d’estimer au maximum la diversité intraspécifique, ainsi que les
contraintes du milieu en population naturelle. Au final, nous n’avons pas pu confirmer (ni
infirmer) de maniére formelle la présence de reconnaissance de parentéle chez le Peuplier noir.
Aussi, I’apparentement entre jeunes Peupliers noirs pourrait ne pas avoir d’influence sur les
interactions qu’entretiennent les individus durant la construction de niche.

Mots-clefs

Populus nigra, construction de niche, facilitation, interactions plante-plante, coopération,
reconnaissance et sélection de parentele, structure génétique spatiale, capacité de compétition,
variation intraspécifique



Abstract

The Black poplar (Populus nigra) is a pioneer tree species in European rivers that colonises
alluvial banks in very high densities. Under these conditions, the main interaction between
young individuals should be competition. However, it has been observed that black poplar
individuals, by modifying their environment in high density through a process of niche
construction, benefit from a better survival thanks to the reduction of mechanical (flooding) and
hydric (drought) constraints. This situation where individuals survive better in high density
reflects facilitation. Facilitation between young black poplars is already documented, however,
the nature of the interactions between young individuals remains unknown. The conceptual
framework of kin recognition and selection allows for positive interactions between individuals
such as cooperation. Positive interactions would be specifically advantageous between related
individuals as they allow for better transmission of shared genes between related individuals.
The objective of this thesis is to identify the interactions between young black poplars, and in
particular the role of relatedness during the first stages of niche construction. We first studied
the spatial genetic structure (SGS) at a fine scale in different cohorts of individuals in natural
populations. We found a significant SGS in young individuals aged 5 years, i.e. a significantly
more related individuals close to others, but not in 10- and 20-year-old cohorts. A second SGS
study on juvenile individuals (1 year old) revealed no SGS. These results on SGS suggest that
positive interactions between relatives could be possible during the first years of life. In order
to study the niche construction and the role of relatedness in this process, we set up an
experiment on alluvial bars of the Allier River. Unfortunately, it was destroyed by a severe
drought and a flood before we could obtain any results. We then conducted a series of
experiments under controlled conditions to determine whether young black poplars establish
positive interactions with each other depending on their relatedness and whether these
interactions are modulated by water deficiency. We were able to show that the growth and the
nitrogen uptake of black poplars were different depending on the relatedness of individuals.
However, contrary to what we could have concluded with this type of result, which was that
there is kin recognition between black poplars, the most parsimonious interpretation was a
difference in competitive capacity between individuals. This potential interpretation bias, which
could be found in many studies, has been discussed in our publications. These results emphasise
the need to integrate and estimate intraspecific diversity as much as possible, as well as
environmental constraints in natural populations. In the end, we were not able to formally
confirm (or deny) the presence of kinship recognition in the Black Poplar. Therefore, the
relatedness between young Black Poplars might not have any influence on the interactions
between individuals during the niche construction.

Keywords

Populus nigra, niche construction, facilitation, plant-plant interactions, cooperation, kin
recognition and selection, spatial genetic structure, competitive ability, intraspecific variation
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Chapitre | ; Introduction générale

Les interactions négatives comme la compétition, la prédation ou le parasitisme ont
classiqguement été considérées comme prépondérantes dans les interactions qu’entretiennent les
organismes. Les plantes n’ont pas échappé a cette vision. Elles ont été traditionnellement
considérées comme passives, affectées par leurs voisins uniquement par des effets indirects sur
la disponibilité des ressources (Pierik et al. 2013) et uniquement capables de répondre a des
effets de I’environnement. Mais surtout, les plantes étaient considérées comme incapables
d’avoir des « comportements » complexes avec les autres individus. Ce retard pris dans 1’étude
comportementale des plantes peut s’expliquer en partie par la vision traditionnelle qui ne
considére les plantes que comme des étres fixés a un substrat et subissant leur condition.
Toutefois, a la différence des animaux qui exhibent des comportements par leurs mouvements,
leurs cris, etc., les plantes utilisent pour interagir avec leur environnement des mécanismes
difficilement observables car non-visibles au premier abord pour I’observateur. Jusqu'au début
des années 1980, il y avait peu d'indications sur le fait que les plantes pouvaient entretenir des
interactions aussi complexes que celles observées chez les animaux (Vicherova et al. 2020). Ce
n’est que récemment dans 1’histoire de la biologie que la recherche s’est vraiment intéressée 4,

et a accumulé des preuves sur, I’existence de « comportements » complexes chez les plantes.

Gréace aux recherches de ces deux dernieres décennies, il est désormais admis que les
plantes sont capables de détecter leurs proches voisins et d’interagir activement avec eux. Il
existe en effet, chez les plantes, des mécanismes complexes de reconnaissance et de
communication entre individus (Bilas et al. 2021). Bien que classiqguement étudiées entre
especes Vvégétales différentes, ces interactions s’appliquent également a 1’échelle
intraspécifique (Bilas et al. 2021). Une des capacités surprenantes des plantes est la capacité a
distinguer leurs voisines conspécifiques en fonction de leur apparentement avec elles-mémes et
d’ajuster en conséquence leur « comportement » (Ehler & Bilde 2019, Anten & Chen, 2021 ;
Subrahmaniam et al. 2021). Ce comportement s’exprime a travers des interactions positives
comme le mutualisme, la coopération, la facilitation ou encore I’altruisme. Ces interactions
positives se définissent en fonction des cotts et des bénéfices qu’elles représentent pour les
individus ainsi qu’en fonction du niveau taxonomique considéré : inter ou intraspécifique

(Subrahmaniam et al. 2018).
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La facilitation est une interaction commensale qui a été définie comme " une interaction
dans laquelle la présence d'une espéce modifie lI'environnement d'une maniére qui favorise la
croissance, la survie et la reproduction d'une seconde espéce " (Bronstein 2009). Un individu A
recoit un bénéfice, tandis que I’individu B ne recoit aucun bénéfice et ne paie aucun codt (+/
0) ; la seule présence de B apporte un bénéfice pour A. Il existe une multitude d’effets de la
facilitation (Mclntire & Fajardo 2014) parmi lesquels : un effet de protection contre un stress
environnemental de B pour A, un effet de support de croissance de B pour A, une libération de
B dans le milieu de composés utiles a la croissance de A, etc. La facilitation est
traditionnellement décrite au niveau interspécifique (Bertness & Callaway 1994, Bronstein
2009). Or le bilan de cette interaction reste le méme qu’il s’agisse d’individus de la méme
espéce ou d’espéce différentes. Depuis quelques années des cas de facilitation au niveau
intraspécifique ont été identifies (Fajardo & Mclintire 2011 ; Qi etal. 2018 ; Proencaetal. 2019 ;
Reijers et al. 2019). On peut donc considérer que le terme de facilitation s’applique a la fois
dans le cas d’interactions entre individus d’espéces différentes et de la méme espéce (Tableau
1). Dans le cas d’interactions positives directes et symétriques, les deux individus recoivent un
bénéfice réciproque en investissant dans 1’entraide (+/ +). On parle de mutualisme dans le cas
ou les individus appartiennent a des espéces différentes et de coopération lorsque les individus
appartiennent a la méme espece (Tableau 1). Lorsque les interactions ne sont plus symétriques,
I’individu B paie un cott alors que I’individu A obtient un bénéfice (+ / -). Dans le cas
d’individus d’espéces végetales différentes, on parle d’allélopathie négative. C’est par exemple
le cas lorsqu’une plante relargue dans son environnement des substances qui inhibent la
croissance des plantes voisines, lui permettant ainsi de disposer de plus de ressources pour sa
croissance et sa reproduction. L’allélopathie peut également entrainer des effets positifs sur la
croissance des plantes voisines, ¢’est pourquoi je fais ici la distinction entre allélopathie positive
et négative. Lorsque les individus appartiennent a la méme espéce, on parle d’altruisme.
L’altruisme est une interaction dans laquelle I’individu B apporte une aide qui lui est coliteuse
a I’individu A, qui, lui, obtient un bénéfice. L altruisme entraine une diminution de la valeur
sélective de I’individu B au bénéfice de la valeur sélective de I’individu A. Ce comportement a
priori difficile a expliquer est au coeur de la théorie de la sélection de parentele qui sera détaillée

ci-apres.
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Tableau 1. Interactions positives en fonction des colts et bénéfices pour les deux
protagonistes (A et B) qui interagissent (modifié de Subrahmaniam et al. 2018).

] Protagonistes Niveau ) _ o
Interactions ) o Niveau intraspécifique
A/B interspécifique
Commensales +/0 Facilitation Facilitation
Positives symétriques +/+ Mutualisme Coopération
Positives asymétriques +/- Allelopathie négative Altruisme

La coopération et 1’altruisme sont deux types d’interactions relativement courantes et
bien étudiées dans le régne animal, mais elles restent encore largement inexplorées chez les
plantes. Dans le cas de la coopération et de I’altruisme, il existe toujours un coGt pour les deux
individus. Un individu au comportement « tricheur » qui prendrait les bénéfices de 1’interaction
sans payer les codts serait alors avantagé dans une population d’individus coopérants ou
altruistes. Les tricheurs envahiraient alors les populations et feraient ainsi disparaitre les
individus coopérateurs et altruistes. Or, bien qu’il existe des individus au comportement
« tricheurs », ces individus n’envahissent pas les populations (Van Dyken et al. 2011 ; West et
al. 2021). La biologie évolutive fournit deux théories permettant d’expliquer 1’apparition et le
maintien de ces stratégies d’interactions positives face a la potentielle apparition de
comportements tricheurs. La théorie de I’altruisme réciproque (ou « Tit-for-Tat » en anglais)
(Axelrod & Hamilton, 1981) prédit que des comportements de coopération peuvent étre
sélectionnés dans le cas d’interactions répétées dans le temps entre les mémes individus. Selon
cette théorie, la coopération peut émerger comme une stratégie evolutivement stable si les
individus ne percoivent pas la durée de l'interaction et si la probabilité de répétition de
I’interaction est suffisamment grande. Si l'interaction est répétée un grand nombre de fois dans
le temps, les bénéfices répétés de la coopération restent supérieurs aux éventuels bénéfices
d’une stratégie de tricherie ponctuelle par I’un des protagonistes (Axelrod & Hamilton 1981 ;
Garcia & van Veelen 2018). Toutefois, si les interactions répétées peuvent favoriser
I’émergence d’une coopération dans le temps, les stratégies qui reposent sur la compétition
peuvent aussi étre stables dans le temps (Fudenberg & Maskin, 1986). Bien que la théorie de
I’altruisme réciproque permette d’expliquer le maintien de ces interactions positives dans le

temps, elle n’explique pas 1’apparition de I’altruisme.

13



1.1. La sélection de parentele

La sélection de parentele est une théorie qui explique I’existence et le maintien d’une stratégie
codteuse pour un individu, en termes de survie et de reproduction (valeur sélective), au bénéfice
d’autres individus qui lui sont directement apparentés (Hamilton 1964). Cette théorie
décompose la valeur sélective d’un individu en deux composantes : la valeur sélective indirecte
et indirecte. Pour un individu, la valeur sélective directe correspond a la composante obtenue
par I'impact du comportement de 1’individu sur sa production de descendants (Grafen, 1984 ;
West et al. 2007). La valeur sélective indirecte est la composante obtenue en aidant la
reproduction d'individus apparentés. (Hamilton 1964 ; West et al. 2007). La combinaison de la

valeur sélective directe et indirecte compose la valeur sélective inclusive :
valeur sélective inclusive = valeur sélective directe + valeur sélective indirecte

Ainsi, la valeur sélective inclusive d’un individu est définie par sa propre reproduction (valeur
sélective directe) et par la reproduction des individus qui lui sont apparentés (valeur sélective
indirecte) (Hamilton 1964 ; Maynard Smith 1964 ; Grafen 1984). Par conséquent, plus
I’apparentement entre deux individus est fort, plus ils partagent de génes en commun et plus la
contribution de la valeur sélective indirecte a la valeur sélective inclusive d'un individu est
élevée. Si les individus sont suffisamment apparentés, la coopération et méme I'altruisme
peuvent alors favoriser la reproduction de I'ensemble des génes qu'ils partagent, malgré une
perte de valeur sélective directe pour I'individu altruiste (Axelord & Hamilton 1981). La
sélection de parentele agit sur les traits qui augmentent la valeur sélective indirecte d'un individu
(les traits de coopération et d’altruisme) méme au détriment des traits affectant sa valeur
sélective directe (traits de croissance et d’acquisition des ressources par exemple). Cette théorie

est resumée par la régle de Hamilton comme suit :
rB>C

ou B et C sont, respectivement, le bénéfice pour I’individu bénéficiaire et le colt pour l'individu
altruiste (ou coopérateur) et r I’apparentement entre les deux individus. Ainsi, deux individus
apparentés auraient tout intérét a réduire la compétition entre eux afin d’augmenter leur valeur
sélective inclusive respective. En effet, si ’apparentement entre ces deux individus voisins est
suffisamment élevé, les bénéfices qu’ils obtiendraient via I’augmentation de la compétition sont
contrebalancés par le fait que la compétition est dirigée vers un individu apparenté, ce qui
entraine une perte de valeur sélective indirecte (Ehlers & Bilde 2019). Le facteur clef dans ces

interactions est donc le niveau d’apparentement. La regle de Hamilton prédit que les bénéfices
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potentiels de I’interaction devraient diminuer, ou dépendre d’un seuil a partir duquel il n’est
plus avantageux de coopérer en fonction de 1’apparentement ; rB < C dans la regle de Hamilton
(Hamilton 1964). A noter que si r = 0, aucune valeur sélective indirecte ne peut étre obtenue.
Inversement, si r = 1, les deux individus sont alors des clones d’un méme individu (méme
génotype). Dans ces deux cas, la regle de Hamilton n'est plus nécessaire pour expliquer les
attendus de I’interaction car le bilan de I’interaction se résume alors a B < ou > C et

I’apparentement n’a plus d’influence sur le bilan de I’interaction.

Le niveau d’apparentement entre les individus est un facteur déterminant pour prédire
le bilan de I’interaction. Par conséquent, il est probable que la sélection de parentele se
manifeste préférentiellement dans des populations ou des apparentés vivent proches les uns des
autres, c’est-a-dire les populations qui présentent une structure génétique spatiale (SGS). C’est
souvent le cas pour de nombreuses especes vegétales pour lesquelles la majorité des semences
tombent a proximité de la plante mére. Mais cela peut aussi étre le cas pour des espéces a
dispersion plus importante car une fraction non négligeable des semences est faiblement
dispersée (p. ex. arrétées par des obstacles, Nathan et al. 2008). Dans ces conditions de
dispersion aléatoire, il serait avantageux pour les individus de pouvoir identifier les individus
apparentés grace a des mécanismes de reconnaissance (Axelrod et al. 2004). Cette
reconnaissance des individus apparentés, se nomme reconnaissance de parentele. Elle
permettrait pour les individus de moduler leur phénotype, notamment le type d’interaction, en
fonction de I’apparentement avec les voisins. Les modeles théoriques prédisent une grande
variation intraspécifiqgue des mécanismes de reconnaissance de parentéle et prévoient des
changements dynamiques de ces mécanismes dans le temps en fonction de 1’évolution des
contraintes écologiques et de leurs intensités (Penn & Frommen 2009). Toutefois, il convient
de noter que certains modéles prédisent que la reconnaissance de parentele ne soit pas
nécessaire car trop colteuse (Rousset & Roze 2007). En effet, dans les populations spatialement
structurées, les individus grandissent a proximité de voisins apparentés (Vekemans & Hardy
2004). Ainsi, les individus ont de trés grandes chances d’interagir avec des individus apparentés
et il n’est pas nécessaire de maintenir de coliteux mécanismes de reconnaissance. La sélection
de parentele peut également évoluer dans des populations spatialement non structurées (ou les
individus dispersent loin de leurs parents) a condition qu'il existe un mécanisme de
reconnaissance de parentele entre individus (Axelrod et al. 2004). En effet, dans une interaction,
pour que les bénéfices d’un individu dépassent les cofts, il faut que les individus dirigent les

interactions positives vers des individus apparentés et de maniére répétée. Il est alors
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avantageux pour les individus d’étre capables de distinguer parmi leurs voisins ceux qui leurs
sont apparentés. Durant les quinze derniéres années, la reconnaissance de parentéle et la
recherche de ses mécanismes ont occupé une place prépondérante dans les recherches sur la
sélection de parentéle chez les plantes.

1.2.Reconnaissance de parentéle : un prérequis a sélection de parentéle

La quasi-totalité des études ayant pour objet la sélection de parentele chez les plantes traitent
en réalité¢ de la reconnaissance de parentele. En effet, la majorité des études n’évalue pas le
succés reproducteur d’un individu (sa valeur sélective directe) ni 1’aide apportée a la
reproduction d'individus apparentés (fitness indirecte) (Ehlers & Bilde 2019). A ce jour, une
seule étude a pu estimer un gain de valeur selective indirecte sur des traits de reproduction chez
Moricandia moricandioides. Torice et al. (2018) ont montré que les individus qui poussent en
forte densité et en présence d’individus apparentés produisent de plus grandes fleurs que ceux
qui poussent a c6té d’individus non-apparentés. Cet investissement est couteux pour la plante,
notamment a cause des pigments qui colorent les piéces florales. Les auteurs expliquent que cet
investissement floral plus important pourrait représenter un codt pour la valeur sélective directe
de ces individus, mais qui serait compense par le fait que de plus grandes fleurs sont plus
attractives pour les pollinisateurs ce qui bénéficierait aux voisins apparentés (Torice et al.
2018). Les auteurs suspectent ainsi un comportement altruiste de la part des individus : en
investissant dans de plus grande fleurs, ils augmentent leur pollinisation et donc leur valeur
sélective directe, mais aussi participent indirectement au succes reproducteur de leurs voisins
apparentés. Bien que les résultats de 1’é¢tude de Torice et al. (2018) permettent d’envisager que
les stratégies de reproduction des plantes puissent évoluer par voie de sélection de parentele,

elle met avant tout en évidence de la reconnaissance de parentéle entre individus.

La reconnaissance de parentele est la capacité des individus a distinguer les individus
apparentés des individus non-apparentés, afin d’ajuster leur phénotype et leur stratégie dans le
but d’éviter les interactions négatives avec les individus apparentés (File et al. 2012 ; Anten &
Chen 2021). Les premiers travaux sur la reconnaissance de parentéle chez les plantes ont trouveé
que chez Cakile edentulata, des individus qui avaient grandi avec des apparentés avaient
tendance a réduire leur investissement dans la biomasse racinaire (Dudley & File, 2007). Une
réduction de la biomasse racinaire en présence d’apparentés est considérée comme une

réduction de la compétition (File et al. 2012). La réduction de I’investissement dans les traits
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de compétition entraine une réduction de la valeur sélective directe d’un individu ; I’individu
limite ses propres capacités de croissance pour limiter la compétition avec des voisins
apparentés. En contrepartie, 1’individu obtiendrait un gain de valeur sélective indirecte car le
voisin apparenté dispose alors de plus de ressources pour sa propre croissance et pour sa
reproduction. Ainsi, la réduction de I’investissement dans la biomasse racinaire pour 1’individu
se traduirait par une meilleure valeur sélective inclusive pour I’individu. Cette réduction de la
compétition via une réduction de la biomasse en présence d’apparenté, a alors été interprétée
comme de la reconnaissance de parentéle (Ehlers & Bilde 2019). En se basant sur une réduction
de biomasse chez des individus poussant en présence d’apparentés, la reconnaissance de
parentele a été suggérée chez d’autres especes herbacées comme le Tréfle blanc (Trifolium
repens) (Lepik et al. 2012), le Lierre terrestre (Glechoma hederacea) (Goddard et al. 2020), la
Canche cespiteuse (Deschampsia cespitosa) (Semchenko et al. 2014) ou encore 1’ Arabette des
dames (Arabidopsis thaliana) (Biedrzycki et al. 2010). La reconnaissance de parentéle a
également été suggérée au niveau d’autres traits racinaires via une réduction du nombre de
racines latérales en présence d’apparentés (Palmer et al. 2016), une réduction de la longueur de
racines (Semchenko et al. 2014), ainsi qu'un taux d'absorption des nutriments et de 1’eau plus
faible (Zhang et al. 2016 ; Li et al. 2018a ; Takigahira & Yamawo 2019). On retrouve également
des réductions de biomasses entre apparentés chez des especes cultivées comme le blé (Zhu &
Zhang 2013), le soja (Murphy et al. 2017 ; Li et al. 2018a), le pois (Pezzola et al. 2019 ; 2020),
ou encore le riz (Fang et al. 2013 ; Yang et al. 2018). L’étude de Yang et al. (2018) sur le riz
est intéressante car elle introduit un gradient d’apparentement entre les individus. En effet, les
travaux de Yang et al. (2018) suggerent également que le gradient d’apparentement entre les
différents cultivars affecte les interactions avec les individus voisins. Ces résultats semblent

difficiles a expliquer sans évoquer I’existence de mécanismes de reconnaissance de parentele.

La reconnaissance de parentele implique que les individus disposent de mécanismes leur
permettant de distinguer leurs voisins apparentés (Figure 1, Anten & Chen 2021). Cette
reconnaissance pourrait avoir lieu au niveau des parties aériennes des plantes (Figure 1). Deux
mécanismes possibles ont été proposés : I’émission de composés volatiles (Karban et al. 2013)
et les profils lumineux (Crepy & Casal 2015). Dans le cas des composés volatiles, Karban et al.
(2013) ont montré que des individus qui ont capté des composés volatiles provenant d’individus
apparentés ont subi moins d'herbivorie que ceux qui ont recu des composés d’individus non-
apparentés. Les auteurs ont proposé que les plantes sont capables de différencier les composés

volatiles provenant d’apparentés ou de non-apparentés, mettant ainsi en évidence le réle des
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composés volatiles dans la reconnaissance de parentéle. Dans le cas des profils lumineux, Crepy
& Casal (2015) ont montré que les plantes réorientent dans 1’espace la croissance des feuilles,
en présence d’individus apparentés mais pas en présence de non-apparentés. Les auteurs
proposent que la reconnaissance de parentele implique la perception des profils verticaux de
lumiere par les récepteurs photo-sensoriels, ce qui permet aux individus d’éviter de créer de
I’ombrage pour leurs voisins apparentés. Bien que ces deux exemples pourraient indiquer de la
reconnaissance de parentele au niveau des parties aériennes des plantes, la grande majorité des
études se concentrent sur les parties racinaires. La reconnaissance de parentele pourrait étre
médiée par les exsudas racinaires. En effet, les plantes sécrétent généralement une grande
variété d’exsudas dont la composition differe entre les especes et entre les génotypes d'une
méme espéce (Mommer et al. 2016). L’implication des exsudas racinaires dans la
reconnaissance de parentele a été mise en évidence pour la premiere fois chez I’ Arabette des
dames par Biedrzycki et al. (2010). Les auteurs ont montré que des individus exposés aux
exsudats racinaires d’autres individus non-apparentés développaient plus de racines que lorsque
les individus étaient exposés a des exsudas d’individus apparentés. A contrario, en présence
d’inhibiteurs de sécrétions racinaires, les auteurs n’ont plus observé de différences. Chez le riz,
Yang et al. (2018) ont également observé que les individus exposés a des exsudats d'un cultivar
différent développaient une biomasse racinaire plus importante que les individus exposés a des
exsudats issus du méme cultivar. Semchenko et al. (2014) ont adopté une approche similaire en
collectant des lessivas provenant de pots contenant différentes plantes de Canche cespiteuse et
en fournissant ces exsudas a des individus apparentés ou non-apparentés. Les individus exposés
aux exsudas provenant d’individus non-apparentés ont développé une biomasse racinaire plus
importante et ont également produit des racines plus grandes avec plus de ramifications que les
individus exposés a des exsudats d’individus apparentés. Plus précisément, chez le riz, Yang et
al. (2018) ont constaté que la sécrétion d’allantoine était plus élevée chez les individus qui
interagissent avec des individus issus d’un cultivar différent que chez les individus qui
interagissent avec des individus issus du méme cultivar. De plus, la production d'allantoine
semble dépendre du niveau d’apparentement : les individus placés en présence de cultivars
différents ont sécrété plus d’allantoine que les individus placés en présence d’individus du
méme cultivar. Les résultats de ces études semblent indiquer que les exsudats racinaires peuvent
transmettre des informations tres spécifiques sur l'identité génétique des voisins et déclencher

des réponses différentes au niveau des systemes racinaires entiers.
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La reconnaissance de parentele pourrait également se faire via les interactions avec les
micro-organismes du sol tels que les bactéries et les champignons mycorhiziens. Chez
Medicago lupulina, Simonsen et al. (2014) ont montré que la compétition entre individus non-
apparentés est, en moyenne, plus forte que la compétition entre individus apparentés et qu’en
présence de bactéries fixatrices d’azote, les groupes d’individus apparentés présentent une
biomasse plus importante que les groupes d’individus non-apparentés. Ces travaux suggérent
que les symbiotes microbiens du sol peuvent modifier la compétition entre les plantes en
fonction de I’apparentement des individus, et qu’ils seraient impliqués dans les mécanismes de
reconnaissance de parentéle (Simonsen et al. 2014). Les plantes forment des associations
symbiotiques avec les champignons mycorhiziens. Ces derniers fournissent aux plantes de I'eau,
des nutriments et/ou une défense contre les agents pathogeénes, et les plantes fournissent des
composes carbonés en retour (Tedersoo et al. 2020). L’association avec les champignons
entraine la formation de réseaux mycorhiziens communs qui peuvent connecter différentes
plantes (apparentées ou non), leur permettant de transférer de l'azote, de I'eau et méme du
carbone entre elles (Tedersoo et al. 2020). File et al. (2012) ont montre que la taille des réseaux
mycorhiziens était plus importante dans les groupes d’individus apparentés que dans les
groupes d’individus non-apparentés. Les groupes d’individus apparentés bénéficient ainsi des
avantages de la présence d'un réseau mycorhizien commun et abondant, comme une meilleure
absorption de nutriments et une meilleure résistance aux agents pathogénes. Ces résultats
suggerent également que I'échange de carbone pourrait étre plus important entre individus
apparentés et associés a un transfert accru de composes de signalisation a travers le réseau
(Babikova et al. 2013 ; Plett et al. 2014). C’est ce qui a été démontré chez le Pin d’Oregon
(Pseudotsuga menziesii) par Pickles et al. (2017). Les auteurs ont utilisé du **C comme traceur
pour observer les échanges entre individus via les réseaux mycorhiziens et ont pu montrer que
les concentrations de **C dans la biomasse mycorhizienne ainsi que dans les plantes mycorhizés
étaient plus élevées dans des paires d’individus apparentés que dans des paires d’individus non-
apparentés. De plus, le transfert de composés carbonés entre individus était significativement
plus important dans le cas d’individus apparentés. Ces résultats suggerent que les plantes
peuvent étre capables de transférer de maniere sélective des nutriments entre individus
apparentés (Pickles et al. 2017). Bien que le role des composés carbonés échangés reste a
déterminer, ces résultats suggerent également que 1’apparentement pourrait influencer
I'absorption ou le transfert de nutriments en modifiant la croissance des racines et donc la
formation de mycorhizes. Les mycorhizes sont connues pour leur role dans la signalisation entre

les plantes (Gorzelak et al. 2015). Bien que les mécanismes fins de cette signalisation restent a
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étudier, il est probable que les mycorhizes jouent également un réle dans la diffusion des
signaux de reconnaissance de parentele, via entre autres le transport des exsudats racinaires
(File etal. 2012 ; Tedersoo et al. 2020). Ainsi, la reconnaissance de parentéle pourrait impliquer
d'autres organismes tels que les champignons mycorhiziens, mais aussi les bactéries qui
émettent des signaux de reconnaissance (Simonsen et al. 2014). Les espéces végétales associées
aux mycorhizes profitent de la création de réseau dense entre elles. Si ces réseaux sont établis
entre des plantes apparentées qui entretiennent des interactions positives, alors les especes de
champignons bénéficieraient a leur tour d’un réseau plus efficace via I’échange de composés

entre les individus apparentés.

Attraction des
pollinisateurs

Exudats racinaires

Réduction de la
compétition
Mise en commun de
souches et de réseaux
mycorhiziens

Réseaux mycorhiziens
plus efficaces

Figure 1 : Synthese des mécanismes de reconnaissances de parentele mis en évidence chez les
plantes (modifié de Anten & Chen 2021).

A Dinverse, il existe un certain nombre d’études qui ne trouvent aucune preuve de
I’existence de reconnaissance de parentele ou méme de variation de réponses entre individus
apparentés. Chez 1’Arabette des dames (Masclaux et al. 2009) et chez la Luzerne lupuline
(Medicago lupina) (Simonsen et al. 2014), les différences de biomasses observées entre des
individus en présences d’apparentés et de non-apparentés peuvent s’expliquer par le fait que
certains génotypes disposeraient de meilleures capacités de croissance indépendamment de
I’identité des plantes voisines. De plus, chez le Lupin bleu (Lupinus angustifolius), des

individus qui poussent en présence d’apparentés produisent moins de graines que les individus
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qui poussent avec des individus non-apparentés (Milla et al. 2011). Les auteurs expliquent ce
résultat par le fait que la reconnaissance de parentéle pourrait étre masquée par d’autres facteurs
qui déterminent l'issue de la compétition, comme la disponibilité des ressources pour les
individus. De plus, la variabilité génétique pour des traits d’histoire de vie comme le taux de
croissance, l'acquisition et l'allocation des ressources entrainent souvent une compétition
asymeétrique ou les génotypes compétitivement supérieurs surpassent leurs voisins lorsqu'ils
sont en compétition pour la méme ressource limitante (Weiner & Thomas 1986 ; Weiner et al.
2009). Il semblerait que ce soit souvent le cas dans les expérimentations mais cela est rarement
pris en compte (Masclaux et al. 2010 ; Simonsen et al. 2014). Un autre cadre conceptuel est
souvent proposé pour expliquer les résultats qui montrent que la compétition est plus forte entre
individus apparentés : la partition de niche (niche partitionning en anglais). L’hypothése de la
partition de niche prédit que des individus apparentés possedent et exploitent des niches
écologiques trés similaires, plus similaires que des individus non-apparentés car ils possedent
des capacités équivalentes de collectes des ressources, ce qui entraine une plus forte competition
entre les individus apparentés (Young, 1981 ; Milla et al. 2009). Inversement, les individus non-
apparentés ayant des niches légérement differentes (et donc des horizons de prospection
différentes), peuvent acceder aux ressources limitantes d'une maniére différente, réduisant ou

évitant ainsi la competition (Silvertown 2004).

Tous ces effets confondants peuvent entrainer des erreurs d’interprétation dans certaines
¢tudes ou les auteurs pourraient conclure a tort qu’ils observent de la reconnaissance de
parentéle alors que leurs observations sont le résultat de la compétition. Par exemple, chez la
Luzerne lupuline, les résultats des interactions entre individus apparentés peuvent étre expliqués
gréce a la reconnaissance de parentele mais aussi grace a des différences dans les capacités de
compétition (Tomiolo et al. 2019). Les auteurs concluent que chez cette espéce, la réduction de
la compétition entre individus apparentés (via reconnaissance de parentéle) peut étre
dépendante de la capacité compétitive (Tomiolo et al. 2019). Un processus similaire (en
apparence) a la reconnaissance de parentéle permet d’expliquer les résultats de certaines études.
Il s’agit de la correspondance des phénotypes (phénotype matching en anglais), qui est un
mécanisme par le biais duquel les individus seraient capables d'identifier des individus
apparentés, a condition qu'il existe une corrélation entre la similarité phénotypique et la
similarité génétique (Waldman, 1988 ; Hare et al., 2003). Cet effet a été propose pour expliquer

les différences de disposition des feuilles et donc d’ombrage, observées entre individus
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apparentés et non-apparentés chez I’ Arabette des dames (Till-Bottraud & de Villemereuil 2015,
commentant Crepy & Casal 2015).

Enfin, certaines études ont montré que les réponses a I’apparentement sont déclenchées
par des facteurs environnementaux comme la disponibilité des nutriments (Li et al. 2018a ;
Pezzola et al. 2020) ou la présence de métaux lourds dans le milieu (Li et al. 2018b). De plus,
Zhang et al. (2019) ont montré que a la suite de leur introduction dans un nouvel environnement,
les interactions entre individus apparentés d’Alternanthera philoxeroides sont passées de
négatives dans leur environnement d'origine a positives dans leur nouvel environnement. Ces
¢tudes mettent en évidence le fait que les réponses a I’apparentement peuvent étre dépendantes
des conditions environnementales. En effet, les interactions qu’entretiennent les individus
peuvent également étre dépendantes des conditions écologiques dans lesquelles elles ont lieu
(Bronstein 1994). Selon I’hypothese du gradient de stress (Bertness & Callaway 1994), il est
plus probable d’observer des interactions positives dans des milieux difficiles. Les interactions
présentent une "conditionnalité” lorsque les colts et les benéfices sont affectés de maniere
prévisible par les conditions écologiques (Bronstein 1994). Les interactions entre plantes
pourraient donc dépendre des milieux écologiques dans lesquels elles ont lieu. Ainsi, pour
étudier les interactions entre les individus, il apparait nécessaire de prendre en compte les

changements de I’environnement et les effets des organismes sur leur environnement.

2. Interactions organismes-environnement : quand les organismes ne sont plus passifs

Tous les étres vivants vivent de facto dans un environnement donné. Cela implique que
tous les organismes prélévent des ressources, produisent des déchets, construisent des structures
et meurent dans leur environnement, ce qui aboutit nécessairement a la modification de ce
dernier. Organismes et environnement entretiennent dés lors d’étroites relations. Déja, Darwin
(1859) avait identifié le lien entre environnement et évolution des especes ; la sélection naturelle
¢étant assimilée a un filtre environnemental, qu’il s’agisse de 1I’environnement biotique (c’est-a-
dire vivant), ou de I’environnent abiotique. Dans la seconde moitié du XX*™ siécle ce sont les
écologues qui, a leur tour, se sont mis a formaliser les influences de 1’évolution sur
I’environnement. Il a cependant fallu beaucoup plus de temps aux biologistes pour reconnaitre
certaines de ces influences. Par exemple, Pimentel (1968) proposait que I’évolution renseigne

sur les éléments nécessaires au controle des populations d’herbivores, de parasites et de
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prédateurs dans la nature. L’idée principale était que les changements évolutifs sur des échelles

de temps relativement courtes pouvaient influencer la dynamique des populations.

Depuis les années 2000, il est admis que I'évolution peut étre rapide et se produire sur
des échelles de temps similaires a celles des processus écologiques (Hairston et al. 2005 ; Post
& Palkovacs 2009). Cela a suscité des recherches a l'interface entre les deux disciplines et a
donné lieu a un nouveau cadre conceptuel que 1’on nomme "dynamiques éco-évolutives”
(Hendry 2017 ; Govaert et al. 2018). En effet, les rétroactions environnement-évolution peuvent
se produire a différentes échelles spatiales et temporelles et a différents niveaux d'organisation
biologique tels que les genes, les individus, les populations, les communautés et les écosystémes
(Pelletier et al. 2009). Plusieurs études ont montré que les changements écologiques peuvent
entrainer des changements évolutifs, et ce méme a des échelles contemporaines, ces rétroactions
étant appelées "rétroactions éco-évolutives” (Govaert el al. 2018). Pour apporter des preuves
empiriques de dynamiques éco-évolutives il a d’abord fallu développer des moyens simples et
robustes pour mesurer la selection (Lande 1982 ; Lande & Arnold 1983), la valeur sélective
(Clutton-Brock 1991 ; McGraw & Caswell 1996 ; Coulson et al. 2006) et la variance génétique
pour les traits liés a la valeur sélective (Kruuk 2004 ; Kruuk et al. 2008). Une avancée majeure
a été I'accumulation de données empiriques détaillées, sur le long terme, basées sur les individus
et leurs descendances, nécessaires pour documenter de maniére fiable la sélection et I'évolution
dans la nature (Ezard et al. 2009 ; Reinke et al. 2018). C’est grace a ces développements
méthodologiques, qu’il est désormais possible d’estimer ces paramétres de fagon routiniére

dans les populations sauvages.

Les especes pionniéres, comme celles du genre Populus (Salicaceae), peuvent contréler
la structure et le fonctionnement des communautés et des écosystémes a travers leurs effets sur
les litiéres de feuilles (Whitham et al. 2006 ; Schweitzer et al. 2008b). Chez les especes du genre
Populus, les niveaux de tanins condensés dans les feuilles ont un impact important sur
différentes variables du milieu telles que le taux de décomposition, le taux de minéralisation de
I'azote et la composition des communautés microbiennes des foréts riveraines (Schweitzer et
al. 2004 ; 2005a ; b ; 2008a ; Madritch et al. 2006). Par conséquent, les génotypes présentant
des concentrations plus élevées de tanins foliaires (qui empéchent la libération des nutriments)
doivent faire face a une diminution de la disponibilité des nutriments dans le sol. Si les
rétroactions éco-évolutives sont importantes, on s'attend a ce que les génotypes de Populus
ayant des niveaux élevés de tanins foliaires présentent des adaptations spécifiques pour faire

face a des nutriments limités. 1l existe en effet une forte corrélation positive entre les teneurs de
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tanin foliaire et la production de racines fines, ce qui constitue une preuve indirecte d'une
rétroaction éco-évolutive chez Populus, déterminée par les processus du sol et la disponibilité
des nutriments (Fischer et al. 2006). Il existe de nombreuses interactions et rétroactions
possibles et, dans la suite de cette thése je m’intéresserai plus particuliérement au cas du
Peuplier noir (Populus nigra L.) dont les individus en contexte riverain exercent un fort impact
sur leur environnement, allant jusqu’a modifier leur niche écologique tout en modulant le

niveau de stress tout au long de leur cycle de vie.

2.1.La construction de niche

La construction de niche est un processus par lequel les organismes, par leur métabolisme et
leurs activites modifient leur propre niche écologique et/ou celles de leurs voisins. Les
organismes qui construisent leur niche peuvent modifier les contraintes environnementales,
moduler ’accés aux ressources et ainsi modifier les pressions de sélection pour eux méme et
les individus voisins (Oddling-Smee et al. 2003). Plus particulierement, on parle de construction
de niche positive lorsque que les modifications de I’environnement par 1’organisme lui
apportent une meilleure survie et reproduction. La construction de niche est étroitement liee a
la notion d’espece ingénieur d’écosystéme. Les especes ingénieurs d’écosystemes sont définies
comme des espéces qui créent, modifient ou maintiennent des habitats (ou micro-habitats), en
induisant des changements d'état physique dans les compartiments biotique et abiotique et qui,
directement ou indirectement, modulent la disponibilité des ressources pour les autres especes
(Jones et al. 1994).

En contexte riverain, I’exemple le plus emblématique est la construction de barrages le
long des cours d’eau par le Castor d’Amérique (Castor canadensis) (Naiman 1988). En
aménageant les cours d’eau et en construisant des barrages, les castors créent une retenue d’eau
qui modifie les conditions environnementales en les rendant plus favorables pour les castors et
en améliorant ainsi leur survie (p. ex. I’'inondation faisant suite au barrage permet aux castors
de se déplacer en permanence dans 1’eau ce qui leur confére de meilleures chances de survie
face aux prédateurs). Cette retenue entraine la formation de nouvelles zones humides qui
modifient fortement I’environnement en éliminant certaines especes et en permettant a d’autres
de s’installer (Odling-Smee et al. 2003). Toujours en contexte riverain, les les, bancs alluviaux,

berges et plaines alluviales stabilisées des cours d’eau sont potentiellement le résultat d’une
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construction de niche par des espéces végétales riveraines telles que le Peuplier noir (Corenblit
et al. 2009 ; 2014).

2.2. Un exemple de dynamique éco-évolutive : la construction de niche par les

espéces vegeétales riveraines.

Les espéces de la famille des Salicacées, notamment des genres Populus et Salix, (p. ex.
Populus nigra L. et Salix alba L.) sont des arbres largement présents dans les cours d’eau de
I’hémisphére nord (Braatne et al. 1996). Ces especes exercent un impact important sur leur
environnement hydrogéomorphologique et biologique et, de ce fait, jouent un role crucial
d’ingénieur d’écosystéeme dans la phase initiale de développement des foréts riveraines
(Corenblit et al. 2014 ; Gurnell 2014). 1l a été démontré que ces especes tendent a stabiliser les
bancs alluviaux grace a leurs racines (Corenblit et al. 2009). Lors des épisodes de submersion,
les parties aeriennes de ces especes pieégent egalement une quantité importante de sédiments
fins, cela en s’opposant a 1’écoulement et en réduisant sa vitesse, ce qui favorise la
sédimentation (Gurnell & Petts 2006). Le piégeage de sédiments s’accompagne également de
rétention de maticre organique (Francis et al. 2008) et de diaspores d’autres especes (Corenblit
et al. 2009 ; 2016). 11 est fort probable qu’en orientant la construction des formes fluviales, les
peupliers et les saules améliorent leurs chances de survie et de reproduction en diminuant les
contraintes mécaniques liés aux crues et les effets du stress hydrique pendant les étiages
(Corenblit et al. 2016a). Les interactions entre la végétation riveraine et leur environnement ont
été incorporées dans les modeles conceptuels de la succession biogéomorphologique fluviale
(Corenblit et al. 2007) et du cycle de vie biogéomorphologique (Corenblit et al. 2014). Ces
modeles expliquent que la végétation riveraine entretient avec le milieu physique un systeme
d’interactions réciproques (rétroactions) selon quatre phases caractéristiques : la phase
géomorphologique, pionniére, biogéomorphologique et écologique (Figure 2). Les différentes
phases de succession biogéomorphologique, ainsi que leur implication avec la sélection de
parentéle et la construction de niche, sont discutées dans un article auquel j’ai participé qui est

présenté en annexe (Corenblit et al. 2020).
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Figure 2. Cycle de vie biogéomorphologique des Salicacées en contexte riverain. La durée
des interactions entre les composantes physiques (P) et biotiques (B) sont indiquées pour
chaque phase. Les photographies illustrent chaque phase pour le Peuplier noir (modifié de
Corenblit et al. 2014).

La phase géomorphologique (Figure 2, 1) correspond a la dispersion des graines et au
recrutement des plantules dans un systéme dominé par les interactions physiques (écoulement,
érosion, transport et dépdt des sédiments). Les graines de salicacées dispersent en trés grand
nombre et possédent des traits biomécaniques comme une grande 1égereté et la présence d’un
coton hydrophobe, adaptée pour une double dispersion anémochore et hydrochore. La
germination des graines ne peut avoir lieu que sur des substrats nus et humides que 1’on retrouve
sur les bancs alluviaux des rivieres (Scott et al. 1996). La période propice au recrutement est
dépendante du régime hydrologique et climatique (Baker 1990). La phénologie de la dispersion
varie donc en fonction des contextes locaux (Guilloy-Froget et al. 2002 ; Stella et al. 2006). La
synchronisation de la dispersion des graines avec le régime hydrologique ne se produit pas

nécessairement chaque année, mais lorsque cette synchronisation a lieu, elle augmente la
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probabilité que les graines trouvent un substrat propice au cours de la phase géomorphologique
pour leur germination et leur survie initiale (recrutement). Durant cette phase, les arbres
riverains n’exercent aucune influence sur 1’environnement, ce sont les conditions de

I’environnement qui rendent ou non possible la dispersion et le recrutement.

La phase pionniere (Figure 2, 2) correspond a 1’établissement des jeunes individus sur les
bancs alluviaux. C’est une phase critique pour le succes de la colonisation. Durant cette phase,
ce sont encore les conditions du milieu qui exercent de maniére prépondérante une pression sur
les plantules. Ces derniéres ne survivent que si les conditions d’humidité, de température,
d’¢lévation relative par rapport a 1’étiage, de texture des sédiments, de débit et de contrainte de
cisaillement sont favorables. En réponse a ces contraintes multipliées et combinées, les arbres
riverains tels que les Peupliers noirs présentent une forte plasticité phénotypique pour des traits
physiologiques, morphologiques et biomécaniques. Selon les conditions environnementales
locales, un méme génotype n’exprimera pas forcément le méme phénotype (Moulia et al. 2015 ;
Hortobagyi et al. 2017a). Bien que les plantules germent en trés grand nombre et soient
plastiques, seule une infime proportion survivra apres la premiére année (Karrenberg et al. 2002
; Dixon & Turner, 2006), leur survie étant trés dépendante de la fenétre de recrutement
(Mahoney & Rood, 1998). A cette fenétre temporelle s’ajoute une dimension physique. En
effet, la position des plantules sur les bancs alluviaux est cruciale. Les plantules placées trop
haut (souvent celles qui ont germé plus tot en saison a la période des hautes eaux) ne
parviendront pas, potentiellement, a maintenir le contact avec la nappe alluviale qui décline
durant les basses eaux de 1’été. A I'inverse, les plantules positionnées trop bas sur le banc, ne
survivront pas a 1’automne-hiver, période de crues qui entraine une forte exposition aux
contraintes de cisaillement, 1’érosion ou I'enfouissement par les sédiments apportés par les
hautes eaux et a une immersion prolongee. Ainsi, les plantules situées aux niveaux
intermédiaires ont, en moyenne, les meilleures chances de survivre durant la premiere année.
Ces plantules subiront néanmoins des contraintes physiologiques et mécaniques importantes

durant la phase d’établissement.

La phase biogéomorphologique (Figure 2, 3) correspond a la période d’apparition des
rétroactions entre les jeunes arbres et leur environnement physique (Hortobagyi 2018). L’effet
le plus spectaculaire des arbres pionniers sur leur environnement physique est la création d’iles
fluviales et de niveaux de plaine alluviale par piégeage sédimentaire en quelques années
seulement (Figure 3) (Gurnell et al. 2001, Corenblit et al. 2016b). En effet, aprés les premiéres

années de croissance, les arbres piegent une quantité importante de sédiments et de matiére
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organique (Corenblit et al. 2009). Ce piégeage est facilité par les tiges et le feuillage dense des
individus multicaules qui vivent proches les uns des autres. Dans le cas des Salicacées, la
facilitation joue donc un réle primordial dans la phase biogéomorphologique au cours de
laquelle les individus poussent proches les uns des autres. En effet, I’accumulation de sédiments
et de matiére organique qui est assuré par le groupe d’individus agglomérés entraine une
amelioration locale des conditions du milieu. Cette amélioration des conditions comprend une
plus grande stabilité physique, une meilleure rétention de 1’humidité, une accumulation et une
meilleure capacité de transformation de la matiére organique, ’apparition d’autres espéces
adventives abondantes de strate basse (p. ex Urtica dioica) qui enrichissent a leur tour le milieu
en matiére organique et nutriments, et la mise en place d’un réseau mycorhizien qui améliore a
son tour 1’absorption de I’eau et des nutriments (Harner et al. 2011 ; Corenblit et al. 2014). C’est
durant cette phase trés dynamique du point de vue biogéomorphologique que la reproduction
vegeétative devient importante chez les Salicacées. De nombreuses tiges drageonnantes sont
géneralement émises depuis les racines adventives des individus qui tracent dans les
accumulations sedimentaires successives. Ces clones entretiennent et accentuent a leur tour le
piégeage sédimentaire en augmentant la rugosité de surface. La création de clones est également
accentuée par les événements destructeurs que sont les crues. Durant les crues, les individus
peuvent étre fortement endommages, voire couchés et partiellement ensevelis. Les individus
ensevelis peuvent reprendre leur croissance de maniere vigoureuse en produisant en surface de
nombreuses nouvelles tiges. En fonction de la fréquence et de I’intensité des crues et du
transport sédimentaire, la phase biogéomorphologique peut étre plus ou moins longue et peut

résulter en une phase écologique.

La phase écologique (Figure 2, 4) est I’aboutissement des interactions et rétroactions entre les
Salicacées et leur environnement hydrogéomorphologique. Les Tles fluviales, les berges et les
niveaux de plaine alluviale sont désormais stabilisés par les arbres riverains adultes. Dans cet
environnement stabilisé, les arbres atteignent une grande taille (parfois jusqu’a 30m pour les
peupliers et les saules) et leur maturité sexuelle au bout d’une dizaine d’année en moyenne
(Stanton & Villar 1996). Cette phase est donc, aussi, celle d’une réduction de la part de la
reproduction végétative au profit de la reproduction sexuée dans un environnement stabiliseé.
Néanmoins, a mesure que les individus croissent dans un environnement propice, la compétition
entre les arbres riverains s’intensifie du fait de la stabilisation du milieu et cela abouti a la mort
de nombreux individus (les moins compétiteurs via un processus d’auto-éclaircissement, Yoda

et al. 1963). Durant cette phase, un cycle endogéne de production et de recyclage des ressources
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se met en place (Corenblit et al. 2020). Ces entités biogéomorphologiques sont décrites comme
fonctionnelles par leurs propriétés qui leur permettent de soutenir les besoins nutritifs et la
reproduction des grands arbres les plus compeétitifs qui assurent une reproduction sexuée,
potentiellement durant plusieurs dizaines d’années (Corenblit et al. 2007 ; Fisher et al. 2007 ;
Phillips 2016). Les besoins nutritifs des grands arbres reproducteurs sont notamment soutenus
par la présence d’importantes interactions avec des espéces mycorhiziennes associées et les
communautés microbiennes du sol (Harner et al. 2011). En ’absence de crues exceptionnelles,
d’érosion latérale des berges ou d’activités anthropiques qui seraient en mesure de causer leur
destruction compléte (Dufour & Piegay, 2010 ; Jourdain et al. 2017 ; Martinez- Fernandez et
al. 2017 ; Munoz-Mas et al. 2017), les communautés riveraines de bois tendre dominées par les
Salicacées évoluent vers des communautés terrestres de bois durs dominées par des essences
telles que I’orme ou le fréne, et finalement le chéne (Pautou et al. 1985 ; Decamps et al. 1988 ;
Steiger et al. 2005 ; Garofano-Gomez et al. 2017).
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Figure 3. A, analyse en deux dimensions (par systéme d’information géographique) et, B, en 3
dimensions (photogrammétrique) de la construction d’une ile fluviale sur la Garonne durant la
colonisation des bancs alluviaux par le Peuplier noir (Corenblit et al. 2016b).
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3. Modg¢le d’étude : le Peuplier noir

3.1. Biologie du Peuplier noir

Le Peuplier noir (Populus nigra L.) est une Angiosperme Eucotylédone de la famille des
Salicaceae. L’aire de répartition naturelle du Peuplier noir s’étend d’Ouest en Est de I’Europe
a I’Asie ou I’on retrouve la plus grande diversité naturelle de peupliers en Chine (Fang &
Skvortsov 1999 ; FAO, 2009). A noter que quelques populations naturelles sont présentes en
Afrique du Nord (Maroc, vallée du Haut Atlas) (Cagelli & Lefévre 1995 ; Figure 4).
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Figure 4. Aire de répartition naturelle de Populus nigra en Eurasie (European forest genetic

resources program, Euforgen, 2015).

Le Peuplier noir se développe généralement dans des écosystemes humides, en particulier sur
les bancs alluviaux des cours d’eau. C’est une espece structurante dans les ripisylves des
milieux tempérés de 1’hémisphére Nord. En France, les peuplements naturels de P. nigra sont
présents dans la moitié Sud et a I’Est ainsi que dans la vallée de la Loire, (Villar 2011 ; Figure
5).
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Aire de distribution
du Peuplier noir (Populus nigra)

Riviéres Principales
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Source. M Villar, INRA Oriéans 2011 Réalisation: JL, OB, INRA avri 2011

Figure 5. Aire de présence du peuplier noir (Populus nigra L.) par département en France (M.
Villar : INRAE Orléans 2011).

Les peupliers noirs sont de grands arbres, de 30m de haut et 3m de diamétre au
maximum et présentent une longévité élevée (jusqu’a 200 ans). Leur feuillage est caduc, simple
et & phyllotaxie opposée. Le Peuplier noir est une espece héliophile et pionniére des milieux

riverains instables (Rameau et al. 1989). L’espéce se reproduit principalement de maniére
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sexuee et secondairement de maniére asexuée lorsque les conditions du milieu deviennent trop
difficiles. En milieu naturel, la reproduction vegétative est signalée comme étant principalement
une stratégie locale (Arens et al. 1998), en particulier dans les cours d’eau fortement anthropisés
(Smulders et al. 2008). La reproduction végetative a lieu suivant différents processus. Les tiges
drageonnantes ou I'enfouissement d'individus (lors de crues) entrainent la formation de groupes
de deux a quatre arbres génétiquement identiques poussant a proximité les uns des autres dans
une petite surface (Barsoum et al. 2004). D'autre part, les ruptures de branches lors des crues
peuvent donner lieu a I’exportation de fragments viables en aval sur une plus grande distance
(jusqu'a plusieurs km) (Barsoum 2002 ; Barsoum et al. 2004). La reproduction sexuée n’a lieu
qu’une fois que les individus ont atteint leur maturité, vers dix ans (Zsuffa 1974). L espéce est
dioique, la pollinisation est anémophile, et la dispersion des graines combine une phase aérienne
et une phase aquatique (Barrat-Segretain 1996 ). Les fruits, des capsules ovoides a deux valves,
libérent les graines entourées d’un coton hydrophobe de fin avril a mi-juillet (Zsuffa 1974). Les
graines ne peuvent survivre que quelques semaines et la germination a lieu en forte densité
(Figure 6), parfois jusqu’a 4000 graines par metre carré (Braatne et al. 1996), immediatement
apres avoir atteint les bancs alluviaux (Barsoum & Hughes 1998). Cette étape de germination
a lieu de mai a juillet selon la phénologie de libération des graines des individus femelles. Cette
période clé a été qualifiée de « fenétre de recrutement » (recruitment box sensu Mahoney &
Rood 1998). Toutefois, cette fenétre de recrutement est tres dépendante des conditions
hydrologiques et climatiques et n’advient pas tous les ans. Les conditions contraignantes du
milieu, a savoir des successions de secheresses associées a des épisodes de crues n’autorisent
que de courtes fenétres de recrutement seulement certaines années. Le Peuplier noir est une
espece qui présente une stratégie évolutive intermédiaire entre les stratégies R et K (Rameau et
al. 1989) qui lui confere une bonne aptitude a résister aux contraintes et a la variabilité du milieu
riverain. L’espéce produit beaucoup de graines, affiche une croissance rapide, colonise les
substrats nus instables des riviéres (stratégie R dans les stages pionniers) et présente, dans le
méme temps, une maturité tardive et une longévité importante sur les milieux stabilisés

(stratégie K dans les stades post-pionniers et matures).
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Figure 6. Germinations de Peupliers noirs de 1’année. Les individus poussent en trés forte

densité (ici plus de 100 par m?) et a proximité du chenal (Photo Irene Till-Bottraud).

Les foréts alluviales sont des zones tampons entre le milieu aquatique et terrestre et
représentent d’importants corridors écologiques. Elles sont source de biodiversité et abritent
une multitude d’espéces faunistiques et floristiques inféodées a ce milieu. Les Peupliers noirs
représentent la strate arborée de ce milieu et contribuent ainsi a la biodiversité importante
observée dans les ripisylves en constituant un habitat favorable a d’autres espéces également
inféodées a ce milieu (p. ex d’insectes, d’oiseaux). Ce milieu assure également un role
important dans le stockage de 1’azote et du phosphore inorganique, notamment gréce a la
contribution du Peuplier noir (Naiman & Décamps 1997). Cette fonction d’épuration est
également cruciale dans la gestion des intrants (azote et phosphate) d’origine agricole ; en
fonction de la taille de la ripisylve, la fonction épuratrice peut représenter de 37% a 100% de
réduction de la charge en azote (Ruffinoni et al. 2003). De plus, grace a son systéme racinaire
qui assure cohésion et fixation des alluvions, le Peuplier noir assure un réle de stabilisation des

berges (Foussadier 2003 ; Rodrigues et al. 2007), et revét ainsi une grande importance dans la
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prévention des inondations. Toutefois, ces milieux dans lesquels le Peuplier noir est inféodé
sont menacés par 1’activité anthropique au travers des déboisements et des aménagements

agricoles et urbains (Michel 2009).

3.2.Le peuplier noir comme modele d’étude des interactions entre individus

apparentés

Au cours de la succession biogéomorphologique précédemment mentionnée, un individu de
Peuplier noir isolé sur un banc alluvial exposé n’a que trés peu de chances de survivre et il
influe peu sur son environnement physique. Pour parvenir a résister aux contraintes mécaniques
liées a 1I’écoulement et construire leur niche, les jeunes Peupliers noirs doivent étre nombreux
et agrégés. Or, en forte densité on s’attend a ce que les individus soient en compétition. Pour
autant, sur les bancs alluviaux exposes aux crues, les Peupliers noirs survivent et poussent
mieux en forte densité, chaque individu profitant indirectement de 1’effet protecteur de ses
voisins. Ce fait est compatible avec I’hypothése du gradient de stress formulée par Bertness &
Callaway (1994) qui stipule que des interactions positives telles que la facilitation peuvent
remplacer la compétition en conditions de stress. La facilitation, qui est une interaction positive
indirecte, a en effet été observée chez les jeunes Peupliers noirs poussant en forte densité sur
les bancs alluviaux (Corenblit et al. 2009). La présence de plusieurs individus agrégés réduit la
contrainte de cisaillement et les forces d’arrachement et permet une meilleure rétention des
sédiments, de ’humidité et des nutriments. D’une maniére générale, lorsque la facilitation a
lieu entre individus d’une méme espéce, les interactions deviennent symetriques et sont donc
bénéfiques pour tous les individus. Ce type d’interaction (bénéfique symétrique) peut aboutir a
des interactions positives comme la coopération lorsqu’elles sont directes (Chapitre I, Partie 1).
Chez le Peuplier noir, cela pourrait étre le cas lors de la phase de colonisation sur les bancs
alluviaux instables mais également dans les stades plus avancés du cycle de vie. En effet, il a
¢été observé des fusions de racines issues d’individus matures distincts (Corenblit et al. 2018).
Les fusions racinaires observées chez P. nigra suggérent I’existence d’interactions positives
directes entre les individus, comme la coopération. De plus, si ces interactions positives se
produisent entre individus apparentés, alors une évolution des traits de coopération est alors
possible, allant méme jusqu’a de I’altruisme, gréce au cadre conceptuel de la sélection de
parentéle. Or, le type d’interactions chez les jeunes individus et plus particuliérement le réle de
I’apparentement dans ces interactions dans les premiers stades de vie et lors de la construction

de niche restent inconnus (Figure 7).
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Figure 7. Modéle de modification de I’environnement (élévation en fonction du temps) par le
Peuplier noir et du potentiel d’interactions positives qu’entretiennent les individus au cours du
temps (Corenblit et al. 2018).

4. Problématique et organisation de la thése

La problématique générale de cette thése est d’identifier les interactions entre les jeunes
Peupliers noirs durant les premiéres années de leur vie, qui correspond a la phase active de
construction de niche, en fonction de leur degré d’apparentement. Les objectifs de ma theése
s’articulent ainsi autour de deux grands axes complémentaires (Fig. 8), un axe 1 avec une
analyse de la structure génétique spatiale (SGS) des jeunes peupliers sur le terrain ; et un axe 2
expérimental avec I’étude des interactions entre jeunes Peupliers noirs apparentés et non-
apparentés). Durant les premiéres années de leur vie, la forte densité de plantules et le stress
important auquel les individus sont soumis laissent supposer qu’il existe des interactions
positives entre les individus qui favorisent leur établissement. Le cadre conceptuel de la

sélection (et de la reconnaissance) de parentéle permettrait d’expliquer ces interactions. Pour
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que la sélection de parentéle puisse agir, il faut, en premier lieu, que des individus apparentés
soient proches les uns des autres pour pouvoir interagir. Dans un second temps, il convient de
mettre en evidence des interactions positives entre les individus apparentés. En outre, ces
interactions sont potentiellement dépendantes du niveau de stress hydrique auquel les individus
sont régulierement soumis. Dans le second chapitre, j’étudierai la structure génétique spatiale
chez deux populations naturelles de Peuplier noir. Ce travail sur la structure génétique spatiale
représente un prérequis pour 1’étude des interactions intraspécifiques entre les Peupliers noirs.
Dans un troisieme chapitre, je présenterai la mise en place d’une expérience originale en
conditions naturelles visant a tester 1’hypotheése d’une construction de niche positive chez P.
nigra et le role de I’apparentement entre les individus dans la performance de la construction
de niche. Dans un quatriéme chapitre, j’étudierai en conditions contrblées, et grace a
différents proxy (croissance, trait physiologique), les interactions entre les Peupliers noirs en
fonction de I’apparentement et d’un stress hydrique. Enfin, dans le cinquieme et dernier
chapitre, je synthétiserai et discuterai des resultats obtenus durant cette thése, et de leurs
implications dans les études sur les interactions entre individus, notamment chez les espéces a

longue duree de vie telle que le Peuplier noir.
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Problématique générale de la thése: identifier chez le Peuplier noir les interactions entre les
individus selon leur degré d’apparentement

S’entraider ?

Les interactions positives entre
individus apparentés permettent
une meilleur survie, reprodcution et
transmission des genes.

Se battre ?

La compétition est
considérée comme
I’interaction principale
entre individus.

En populations naturelles,
présence d’individus
apparentés proches les uns
des autres.

Echantillonnage in situ
d’individus de 4 cohortes
d’age différent, génotypage
et analyse de la SGS par
cohorte.

Axe 2: Etudes en conditions controlées et non-contrdlées des interactions entre Peupliers noirs
en fonction de ’apparentement

La reconnaissance de parentéle existe-t-elle chez le Peuplier noir ?

Expérimentation en conditions controlées. Expérimentation in situ.
Groupes d’individus en pots d’apparentés ou non en Peupliers plantés en groupe d’apparentés ou non
fonction d’un stress hydrique. selon un gradient de stress mécanique et hydrique.

Figure 8. Problématique globale et différents axes développés dans cette these.
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4.1. Axe 1 : Analyse de la structure génétique spatiale

Le premier axe de ma thése (Chapitre II, organis¢ autour de 2 articles, I’un publié 1’autre en
révision) a pour objectif d’étudier dans des populations naturelles de Peupliers noirs la structure
génétique spatiale (SGS). L’hypotheése testée dans cette étude est la suivante : on retrouve une
SGS significative dans différentes cohortes, plus particulierement dans les cohortes de jeunes
individus, ce qui témoignerait d’une dispersion des graines en groupes d’apparentés. La
présence d’individus apparentés proche les uns des autres laisserait entrevoir la possibilité
d’interactions positives entre individus apparentés. Pour ce faire, j’ai étudié¢ une population de
Peupliers noirs, située dans la Réserve Nationale Naturelle du Val d’Allier (RNNVA) et une
autre située dans la Garonne grace a des données obtenues précédemment par Nadia Barsoum
et Etienne Muller. La population de I’Allier présente plusieurs intéréts : elle est relativement
épargnée par les impacts anthropiques, elle est assez facile d’acces et elle est bien caractérisée
car elle a fait ’objet de nombreuses €tudes scientifiques. Comme 1’Allier est une riviere
relativement préservée et naturelle, elle reste dynamique est son chenal est trés mobile, cela
implique que les Peupliers noirs sont soumis a des perturbations importantes et se retrouvent en
situation de stress. De plus, on retrouve dans cette population tous les stades le cycle de vie
biogéomorphologique du Peuplier noir. J’ai procédé a des échantillonnages en adoptant une
approche par cohorte d’age ; quatre classes d’age, jeunes pousses de I’année, moins de 5 ans,
environ 10 ans et plus de 20 ans. J’ai utilis¢ des marqueurs microsatellites pour déterminer les
génotypes des individus et ainsi étudier la diversité génétique et la SGS dans les différentes

cohortes.

4.2. Axe 2 : études des interactions entre jeunes Peupliers noirs.

Le second axe de ma thése (Chapitre 111 et V) a consisté a étudier expérimentalement
sur le terrain et en conditions contrblées en serre les interactions entre peupliers noirs selon leur
degré d’apparentement lors de la phase juvénile.

- Pour I’expérimentation in situ (Chapitre 111), 1’objectif était double : d’une part
tester de maniére expérimentale la construction de niche et, d’autre part,
identifier le role de I’apparentement et des interactions entre les individus dans
le processus de construction de niche. Les hypothéses testées lors de cette
expérimentation sont les suivantes : les individus en groupe survivent mieux, et
parviennent a mieux construire leur niche que les individus en faible densite,
grace aux effets bénéfiques indirects de la facilitation. En outre, la construction

de niche serait plus efficace dans les groupes d’apparentés car les individus, du
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fait d’interactions positives, survivent mieux que les individus des groupes de
non-apparentés. Pour ce faire, j’ai transplanté sur les bancs alluviaux de la rivicre
Allier, des boutures en groupes d’apparentés et non-apparentés (forte densité),
ainsi que des individus en duels (faible densité), en fonction de gradients de
stress mécaniques et hydriques.

Pour les expérimentations en conditions controlees (Chapitre 1V organisé autour
d’un article en préparation), I’objectif était de mettre en évidence le type
d’interaction en place durant la premiére année de croissance, qui correspond in
situ au stade ou les plantules sont en trés forte densité. L hypotheése testée ici est
la suivante : en présence d’apparentés, les individus réduisent la compétition
entre eux, on retrouve alors dans les pots d’apparentés des individus avec des
biomasses plus faibles, et des valeurs d’absorption d’azote plus faible que dans
les pots d’individus non-apparentés. Pour ces études en conditions contrélées,
J’ai récolté des graines de Peupliers noir issues de deux populations (Allier et
Garonne) pour constituer les groupes d’apparentés (graines provenant de la
méme mere). J’ai ensuite implanté les graines dans des pots en fonction de
I’apparentement avec leurs voisins et en fonction d’un niveau de stress hydrique.
J’ai mesuré la croissance des individus ainsi qu’un trait physiologique
complémentaire de la biomasse, 1’absorption d’azote a 1’aide de marquage a
I’azote N, pour déceler des différences de croissance en fonction de
I’apparentement avec les voisins. Enfin, j’ai également exploré le role des
associations mycorhiziennes dans les pots entre individus en fonction de
I’apparentement des individus (toutefois ces résultats sont toujours en cours

d’analyse).

4.3.Synthése générale et perspectives

Le chapitre V est consacré a la synthese générale des résultats obtenus au cours de ma

these sur la reconnaissance et la sélection de parentele chez le Peuplier noir ainsi que les limites

méthodologiques de ce type d’études. Enfin je propose des perspectives méthodologiques en

lien avec les études sur la reconnaissance de parentéle, telles que le défi que représente 1’étude

d’espéces longévives ou encore les difficultés liées a la mesure précise des colts et des

bénéfices des interactions. Cette synthese et les perspectives de cette these ont servi de base de

réflexion pour un article d’opinion (en annexe) qui a été soumis.
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Chapitre 11 : Etude de la structure génétique spatiale du Peuplier noir

en populations naturelles

1. Contexte

La structure génétique spatiale (SGS) correspond a la répartition non-aléatoire des
génotypes dans une population naturelle (Hardy 2003). La présence d’une SGS significative
peut étre la résultante de pressions de sélection, d’évenements historiques de fondation et/ou
d’expansion de populations. Toutefois, a une petite échelle de distance et pour des genes non
soumis a la sélection, la SGS est souvent la conséquence de la faible dispersion des graines, ce
qui entraine un processus d’isolement par la distance (c’est-a-dire une augmentation de la
différenciation génétique avec la distance, Wright 1943). En effet, I’intensité de la SGS va
dépendre des capacites de dispersion des especes considérées. Contrairement aux animaux, les
plantes terrestres ne se déplacent pas, elles vivent fixées a leur substrat. En revanche, elles se
dispersent d’une génération a I’autre via leurs propagules (spores, graines, bulbes, tubercules
ou fragments d’individus). Ainsi, 1’étude de la SGS fournit des informations sur le degré de
dispersion des genes et permet ainsi de mieux comprendre les capacités de dispersion des

especes et la structuration spatiale des populations (Born et al. 2008).

La SGS peut étre estimée grace a la relation entre une mesure de I’apparentement entre
des paires d’individus et la distance physique qui les sépare (Loiselle et al. 1995 ; Rousset
2000 ; Hardy 2003). L’apparentement entre individus peut étre obtenu via différents estimateurs
de la distance génétique entre individus (décrits dans Hardy 2003). Pour une estimation fiable,
il est primordial que les marqueurs génétiques utilisés présentent un polymorphisme important,
c¢’est-a-dire un nombre de loci polymorphes et un nombre d'alleles par locus important (Ritland
1996 ; Lynch & Ritland 1999 ; Wang 2002). Les marqueurs microsatellites, codominants, sont
souvent privilégiés pour les études de la SGS car ils présentent un grand nombre d’alleles par
locus (Streiff et al. 1998 ; Lynch & Ritland 1999). Dans le cas du Peuplier noir, il existe un
large choix de marqueurs microsatellites utilisables (Smulders et al. 2002 ; Chenault et al. 2011
; Faivre-Rampant et al. 2016). Aprés avoir génotypé les individus, on calcule le coefficient
d’apparentement Fjj (basé sur I’estimateur de la distance génétique choisie) pour toutes les
paires d’individus i et j. Pour visualiser et déecrire la SGS, les valeurs des coefficients
d’apparentement (Fij) sont ensuite régressees sur des classes de distances spatiales entre les

individus, djj, ou son logarithme, In(d;), fournissant les pentes de régression bq et bid,
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respectivement. Ces pentes permettent de tester l'intensité de la SGS (Vekemans & Hardy
2004). Une erreur commune d'interprétation consiste a dire que la SGS est présente jusqu’a une
distance seuil, a partir de laquelle Fj atteint zéro. Cependant, cette distance dépend du plan
d'échantillonnage et n'est pas caractéristique de la répartition des individus dans la population
étudiée. Elle correspond a la distance a laquelle les individus sont, en moyenne, aussi
semblables que deux individus pris au hasard dans la population (Gaudeul & Till-Bottraud
2008). A noter que seule la fagon dont évoluent les valeurs Fij avec la distance est pertinente
pour décrire la SGS. Toutefois, il existe un cas ou une distance limite peut étre définie : si Fij;
diminue réguliérement jusqu'a une certaine distance X, sans montrer d'autre tendance, on peut
dire qu’une SGS est présente jusqu'a x. Toutefois, pour étre certain que Fjj reste stable au-dela

de x, il convient d’échantillonner un grand nombre d’individus (Vekemans & Hardy 2004).

La SGS peut varier au cours du cycle de vie d’une espéce. Berens et al. (2014) ont montré
chez une espéce d’arbre d’Afrique, Prunus africana, que I’intensité de la SGS diminue entre
les stades juveéniles et jeunes adultes. Les auteurs proposent qu’une mortalité non-aléatoire des
individus, dans ce cas une mortalité plus importante entre apparentés, entraine cette diminution
de la SGS au stade jeune adulte. De méme, Zhou & Chen (2010) ont trouve une plus forte SGS
a une échelle fine (<10m) dans les stades juveniles chez Ficus cyrtophylla. Les auteurs
expliquent que cette plus forte SGS au stade juvénile pourrait étre le résultat d’une dispersion
non-aléatoire des graines ; des paquets de graines apparentées issus d’un méme arbre-mere
disperseraient ensemble. La perte de la SGS dans les stades adultes serait la conséquence d’une
forte compétition entre individus lors du recrutement, ce qui éliminerait un grand nombre
d’individus apparentés (Zhou & Chen 2010). Ces exemples suggerent que I'étude de la structure
génetique spatiale a fine échelle spatiale, et en fonction des différents stades de vie, pourrait
étre une approche intéressante pour potentiellement identifier des processus écologiques telles

que les interactions entre individus.

2. La SGS dans différents stades de vie du Peuplier noir : articles 1 et 2

2.1. Objectifs
Les deux premiers articles de cette these traitent de 1’étude de la SGS, plus particulierement de
la SGS a une échelle trés fine (Fine-scale Spatial Genetic Structure FSGS en anglais, terme que

je reprends dans les articles) et de son évolution dans quatre cohortes de classes d’ages

différentes chez le Peuplier noir : une cohorte de juvéniles de I’année (<1 an), une de jeunes
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individus d’environ 5 ans, une d’individus d’agés d’environ 10 ans, et une d’individus agés de
plus de 20 ans. Dans le cadre de cette thése, I’étude de 1la SGS apparait comme premiére étape.
En effet, une SGS significative signifierait que des individus apparentés sont retrouvés proches
les uns des autres, et que donc, des interactions positives entre individus apparentés sont
envisageables. La présence d’individus apparentés proches les uns des autres est un prérequis
dans le cadre de la sélection de parentéle. Les deux articles présentés dans ce chapitre étudient
la SGS a une échelle tres fine au sein de deux populations naturelles de Peuplier noir situées
dans deux systéemes hydrographiques différents en France : I’Allier et la Garonne. Le premier
article présente la SGS a une échelle fine (metre) dans les cohortes de jeunes individus (environ
5 ans) jusqu’aux cohortes d’individus plus &gés et matures sur le plan de la reproduction sexuée
(<20ans). Le second article complete cette premiere étude, par 1’échantillonnage d’une cohorte
de juvéniles de I’année 2019 dans la population de I’ Allier (Stade qui n’était pas présent lors de
notre premiére étude). L’étude de la SGS a tres petite échelle (centimetre) chez les juvéniles de
I’année apporte en plus, d’une indication au sujet de la distance et potentiellement de la modalité

de transport des graines.
Ces deux articles sur la SGS a fine échelle ont pour but de répondre aux questions suivantes :

- Les deux populations naturelles de Peupliers noirs étudiées présentent-elles une
structure génétique spatiale ? Retrouve-t-on une SGS significative dans toutes les
cohortes etudiées (article 1) ?

- La dispersion des graines est-elle homogéne ? c¢’est-a-dire, les graines d’une méme
plante mere sont-elles dispersées en paquets cohésifs groupes, ou bien sont-elles
mélangées avec les graines provenant d’autres arbres meéres (article 2) ?

- Quels sont les facteurs environnementaux (stress environnemental, impact des peupliers
sur leur environnement, type d’interactions entre individus, etc.) qui permettraient

d’expliquer les éventuelles variations de la SGS entre les cohortes (articles 1 et 2) ?

2.2.Site d’étude

Le site d’étude de la population de I’ Allier correspond a un secteur de 1.6km de longueur de la
riviere Allier au sein de la Réserve Naturelle Nationale du Val d’Allier (RNNVA) (Figure 9).
Ce site a été choisi car il permet de disposer des différentes cohortes d’age. Ce trongon
représente le cceur de la réserve et est trés peu perturbé par les activités humaines. En effet,

contrairement a la plupart des rivieres européennes, le régime d'écoulement le long du cours
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inférieur de la riviére Allier est peu régulé (absence d’aménagements), ce qui fait que la
morphodynamique sur ce site n'est que moderément impactée par les activités humaines
(Garofano-Gomez et al. 2017). L'érosion des berges dans les concavités des méandres de
I’ Allier et la migration active et récurrente du chenal favorisent la formation de bancs alluviaux
propices a la colonisation par le Peuplier noir (Vautier et al. 2016). Le déplacement progressif
du chenal permet ainsi des épisodes de recrutement périodiques de Peupliers noirs, résultant en
différentes cohortes poussant en bandes allongées paralleles au chenal principal (Hortobagyi et
al. 2017a, b ; 2018).

Figure 9. Prise de vue aérienne du site d’étude de la RNNVA. Les trois bancs sur lesquels ont

été échantillonnés les individus sont entourés en rouge. (Photo L. Mazal).

2.3.Stratégie d’échantillonnage

Dans larticle 1, 349 Peupliers noirs appartenant a trois cohortes d’age
différentes (jeunes de 5 ans, intermédiaires de 10 ans et &gés de >20 ans) ont été échantillonnés

dans la population de I’Allier et génotypés a I’aide de huit marqueurs microsatellites. Cet
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échantillonnage a été complété par 450 individus, avec les trois mémes classes d’age, dans une
autre population échantillonnée sur les bords de la Garonne dans 1’étude de Barsoum et al.
(2004) (5 marqueurs microsatellites). Dans I’article 2, 360 individus appartenant a la cohorte
des juvéniles de 1I’année (individus agés de quelques mois) ont été échantillonnés et génotypés
a I’aide de 12 marqueurs microsatellites. Pour les deux études, cette approche par cohorte est
couplée a une échelle d’analyse fine (de 1’ordre du métre pour les trois cohortes de I’article 1 et

du centimetre pour la cohorte des juvéniles de I’année de I’article 2).

L originalité de ces études reside dans la trés fine échelle utilisée lors de 1’échantillonnage
qui permet la prise en compte de la zone d’interaction des individus. La zone d’interaction des
individus correspond a la zone dans laquelle les individus interagissent entre eux et qui s’étend
de quelques centimétres a quelques métres d’aprés en fonction de I’age des individus (Fajardo
etal. 2016). En effet, la zone d'interaction des individus croit au fur et a mesure que les individus
grandissent et donc, au cours de sa vie, un individu interagira avec des individus de plus en plus
éloignes. Ici, I’intérét d’étudier la SGS a I’échelle de la zone d’interaction des individus est que
I’on peut alors appréhender le type d’interactions qui pourraient avoir lieu entre les individus

en fonction des différents stades de vie.

3. Reésultats et discussion des études sur la SGS en populations naturelles

Ces deux études ont mis en evidence une variation de la SGS en fonction des stades de
vie chez le Peuplier noir. Pour la cohorte de juvéniles de I’année dans 1’Allier, 1’absence de
SGS semble indiquer une dispersion homogéne des graines. En revanche, nous avons détecté
une SGS significative dans 1’ Allier et la Garonne au stade suivant, c’est-a-dire les cohortes de
jeunes individus d’environ 5 ans. Ce résultat pourrait indiquer que la survie et la mortalité des
individus durant leurs premicres années de vie n’est pas aléatoire. Dans les cohortes des
individus d’environ 10 ans et des individus agés de plus de 20ans, I’absence d’une SGS

significative pourrait signifier que des individus apparentés ont disparu.

Dans la cohorte des juvéniles de I’année, la zone d’interaction des individus est faible
(quelques centimétres). Puisque la dispersion des graines est homogene (SGS non-significative
dans cette cohorte) on peut supposer que les voisins les plus proches d’un individu ne lui sont
pas apparentés. Dans cette premiere cohorte, la plupart des ressources ne sont pas limitantes car
elle s’installe sur un substrat nu peu concurrentiel ; les individus sont proches de 1’eau et

bénéficient des nutriments déposés par la riviére. Ainsi, les principales interactions qu’un
p p ) p p q
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individu entretiendrait avec ses voisins les plus proches seraient neutres (i.e. amensalisme,
neutralisme). Cependant, des travaux de biogéomorphologie ont démontré 1’occurrence au
stade jeunes individus d’environ Sans, d’une interaction positive indirecte entre individus, de
la facilitation, qui est rendue possible par la trés forte densité initiale de plantules (> 100
individus par m2 que nous avons pu observer sur les bancs de 1’ Allier). Les individus placés au
centre et a ’aval d’une unité dense de recrutement sont protégés des contraintes mécaniques
par les individus placés en amont et sur la marge des unités de recrutement (Gurnell et al. 2005 ;
Corenblit et al. 2016b ; Hortobagyi et al. 2018). Lorsque les individus grandissent, leur zone
d’interaction s’étend également (Tableau 2, article 2) car les individus occupent un volume plus
important dans 1’espace ; les racines s’enfoncent alors plus profondément dans les sédiments
accumulés grace a l’effet d’obstacle a 1’écoulement du groupe et les racines adventives
s’étendent de plus en plus loin sur la dimension horizontale (Corenblit et al. 2018). Ainsi, au
cours de la construction de niche, les individus interagissent avec des individus de plus en plus
éloignés et ont par la méme occasion de plus en plus de chance d’interagir avec des individus
apparentés. En effet, bien que la SGS ne soit pas significative dans la cohorte des juvéniles de
I’année, nous avons tout de méme observe la présence de quelques individus apparentés au sein
des unités de cette cohorte. Si un individu entretient alors des interactions avec un individu
apparenté et que ces interactions sont positives (c’est-a-dire facilitation, coopération), cela peut
entrainer une meilleure survie pour les individus apparentés. Si les individus apparentés
survivent mieux que des individus non-apparentés (grace aux interactions positives qu’ils
entretiennent) alors on peut observer plus d’individus apparentés proches les uns des autres, ce
qui correspond a une SGS significative. C’est effectivement ce que 1’on observe au stade
suivant dans la cohorte des jeunes individus d’environ 5 ans. Ce stade correspond a la phase
biogéomorphologique du cycle de vie du Peuplier noir (décrit dans le chapitre |, partie 2, figure
2) durant laquelle les individus ont un impact important sur le milieu. A mesure que les
Peupliers noirs progressent en age, les contraintes locales du milieu diminuent grace a leur
action de construction de niche (Corenblit et al. 2016b). De plus, la présence de clones aux
localisations exposées renforce cette construction de niche. En effet, nous avons également
observé une présence significativement plus importante de clones dans les zones les plus
exposées aux contraintes mécaniques lors des crues, c’est-a-dire a 1’amont des groupes
d’individus et au niveau des zones de concentration de I’écoulement. La présence de ces clones
dans les zones les plus exposées pourrait renforcer a la fois la construction de niche par piégeage
des sédiments et également la facilitation par effet de protection face aux contraintes

mécaniques et via 1’accumulation locale des ressources et 1’amélioration des conditions
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d’habitats. Aussi, nous pouvons considérer que la stratégie individuelle de production des
clones renforce la construction de niche et bénéficie ainsi aussi aux autres individus. Les
Peupliers noirs établis piégent désormais ensemble une quantité importante de sédiments et
ameliorent ainsi leurs conditions environnementales locales tout en réduisant les contraintes,
notamment mécaniques, car les chances de destruction ou d’arrachement des individus par les
crues diminuent de maniere drastique (Corenblit et al. 2018). Les contraintes étant réduites, on
peut alors s’attendre a un changement dans le type d’interaction d’apres I’hypothése de gradient
de stress (Bertness & Callaway 1994). Les individus se retrouvant dans un environnement stable
et plus favorable entretiendraient alors des interactions négatives, comme la compétition, car a
mesure qu’ils grandissent, ils ont besoin de toujours plus de nutriments, qui sont désormais
limités a cause des besoins plus importants des arbres voisins. Ceci correspond au phénomeéne
d’auto-éclaircissement (self-thinning en anglais, Yoda et al. 1963 ; White & Harper 1970), qui
tend a réduire de maniére significative la densité des arbres ce qui correspond aux densités plus
faibles de Peupliers noirs observées dans les cohortes plus agées (observée dans les deux articles
et de maniére géneérale, p.ex. Corenblit et al. 2016a). Ces interactions négatives s’observeraient
¢galement entre individus apparentés, ce qui entrainerait la disparition d’individus apparentés
proches les uns des autres et in fine, I’effacement de la SGS a ces stades avancés. Seuls quelques
individus d’un génotype donné, in fine les plus compétitifs hors stage d’établissement,
demeurent dans la ripisylve et assurent la reproduction sexuée, potentiellement durant des

dizaines d’années.

Enfin, les résultats obtenus dans nos deux études révelent également que pour
I’ensemble des individus une forte diversité¢ génétique dans les populations de 1’Allier et de la
Garonne. Cette diversité génétique est méme plus importante que dans la plupart des autres
populations d’Europe (voir discussion article 1). Pour les populations étudiées de I’ Allier et de
la Garonne, il n’existe pas de barriéres physiques, comme les barrages, qui freinent le flux de
genes et la dispersions des individus au sein de la population. Les Peupliers noirs sont abondants
a I’aval et a I’amont de nos deux sites d’études et forment ainsi de grandes populations avec
une bonne connectivité. Cette situation, associée aux flux élevés de pollen chez les arbres
(Austerlitz et al. 2000) facilite le brassage génétique et contribue ainsi a la forte diversité
observée. En ce qui concerne la population de I’Allier, La grande diversité génétique de notre
population située dans une réserve naturelle ou le régime d'écoulement est largement non régulé

et ou la morphodynamique n'est que modérément impactée par les activités humaines
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(Garofano-Gomez et al. 2017), souligne I'importance de cette population comme atout pour la
conservation des ressources genétiques du Peuplier noir (Villar & Forestier 2009).

4. Article 1: Fine-scale spatial genetic structure and intra-specific interactions of Populus nigra

within a natural river corridor along the lower Allier River (France)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Spatial genetic structure (SGS) studies contribute to our understanding of gene flow and species dispersal. Only a
Black poplar few studies have linked the spatio-temporal pattern of SGS and intra-specific interactions. Black poplar (Populus
Clonflhty nigra L.) is a threatened pioneer riparian tree species along many rivers across Europe. We studied its SGS in
FD:ST;Z;i’efendem processes cohorts of varying ages at a fine-scale (i.e. at distances including the zone of influence between individuals) to
Microsatellites better understand local patterns of dispersal and intra-specific interactions during early life-stages. We genotyped

349 P. nigra individuals in three gravel bars along a 1.6 km reach of the Allier River in the Réserve Naturelle du
Val d’Allier, central France. We found high genetic diversity values (H. = 0.860) thus identifying this site as
important for the conservation of P. nigra genetic diversity. We also found significantly more clones in locations
exposed to the river flow compared with less exposed locations. These clones offer mechanical protection and
habitat improvement (through facilitation) to individuals in close proximity. A significant fine-scale SGS was
observed in the youngest cohort at the gravel bar scale while none was observed in the older cohorts or at the
river reach scale. This pattern was confirmed by a reanalysis of published data on the Garonne River. A shift in
intra-specific interactions, from facilitation to competition through self-thinning, could explain the loss of SGS in
older cohorts. This highlights the importance of shifts in intraspecific interactions through life and their
consequence on population genetic structure.

Population genetics

1. Introduction predicts that different stress levels will change the type of interaction

between individuals from positive (i.e. facilitation in stressful environ-

Spatial genetic structure (SGS), defined as the non-random spatial
distribution of genotypes, characterizes the relationship of relatedness
estimates between pairs of individuals and their physical proximity
(Loiselle et al., 1995; Hardy, 2003) with positive spatial genetic struc-
ture commonly interpreted as a sign of restricted gene flow. Thus, pat-
terns of dispersal of pollen and seeds have important consequences for
the SGS (Banks et al., 2013). However, density-dependent, biotic
interaction processes may alter the SGS of plant populations generated
by dispersal. For example, the thinning process in maturing forests may
change their genetic composition and structure by removing groups of
siblings (Yoda et al., 1963; Harper, 1977). Biotic interactions are likely
to change over life stages, especially when the environment changes as
well. The stress gradient hypothesis (Bertness and Callaway, 1994)
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ments) to negative (i.e. competition in benign environments). As most
plants are not capable of movement, they will be in contact with their
direct neighbours throughout their lifetime, and plant interactions occur
where plants overlap their ‘zones of influence’, e.g. among immediate
neighbours at fine spatial scales (Stoll and Weiner, 2000). In addition,
the SGS pattern could in turn influence what type of biotic interaction
will take place among the immediate neighbours on plants (Fajardo
et al., 2016). Few studies have linked intra-specific interactions and the
pattern of SGS within populations (Till-Bottraud et al. 2012; Segovia
et al., 2015). Studies of SGS in plants generally address large geographic
areas (Hardy, 2003; Kettenring et al., 2019; Gonzélez-Robles et al.,
2020) and sampling often neglects the scale of the “zone of influence” of
the studied species. Over smaller areas, SGS is often referred to as "fine
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scale genetic structure" (FSGS), but the smallest distances studied vary
greatly among plant types. In herbaceous plants, studies are at the scale
of metres (Ning et al., 2018; Loh et al., 2020) whereas in trees it is
usually the scales of kilometres (Born et al., 2008; Sagnard et al., 2011;
Deng et al., 2020). In the past few years, FSGS studies in trees have been
conducted on smaller scales (Kitamura et al., 2018; Twyford et al., 2020)
but little is known at the scale of a few meters or less. In the following,
we will use “fine-scale spatial genetic structure” (FSGS) to refer to scales
including the distance at which individuals interact with each other (i.e.
including the zone of influence).

Populus nigra L. (Salicaceae), the black poplar, is a pioneer tree
growing in natural river corridors in Europe. It is considered as a priority
for research and conservation because human activities have severely
reduced population sizes and increased population isolation (Lefevre
et al.,, 1998; Villar and Forestier, 2006). Additionally, poplar pop-
ulations in their early life stages (<15 years) can have a significant effect
on hydrogeomorphological processes, fluvial landforms and related
habitat conditions by trapping huge amounts of fine sediment, nutrients
and organic matter (Hughes and Rood, 2003; Corenblit et al., 2016a).
This ecosystem engineering effect (sensu (Jones et al., 1994) is maxi-
mised where saplings grow in high densities. Sediment and organic
material accretion improve resistance to mechanical stress but also
improve poplar survival and growth (Corenblit et al., 2014).
Intra-specific facilitation is supposed to be a major driver at the estab-
lishment stage in densely populated recruitment bands or patches
(Barsoum, 2002; Corenblit et al., 2014, 2018), and may correspond to a
positive niche construction effect sensu (Oetting et al., 1995). In this
context, the fine scale genetic structure could provide valuable infor-
mation on the colonization process of alluvial bars by P. nigra within the
fluvial corridor. Moreover, the feedbacks between FSGS and
intra-specific interactions and their impact on seedling establishment
and population genetic diversity and structure remain unexplored.

The aims of this study were to understand local patterns of dispersal
and intra-specific interactions under natural conditions during the early
life-stages of P. nigra. To do so, we explored the FSGS (at a meter scale or
less) of three different cohorts of black poplar over a 1.6 km reach of the
Allier River (France) located in a nature reserve. We used microsatellite
markers that allowed us to estimate the genetic diversity of the popu-
lation. As vegetative propagation was identified in the population, we
investigated its geographic distribution, in particular in relation to
topography using a digital elevation model (DEM) of this reach of the
Allier River. The originality of the present study lies in the very fine scale
(metric) genetic structure approach combined with the comparison be-
tween different cohorts.

2. Material and Methods
2.1. Study Species

Populus nigra L. (Salicaceae) is a fast-growing tree species with a good
tolerance to submersion, sediment burial and high temperatures (Cha-
maillard, 2011). The species is dioecious and wind pollinated. Seed
dispersal combines a wind-mediated phase often followed by a sec-
ondary hydrochorous phase (Barrat-Segretain, 1996; Karrenberg et al.,
2002). The seeds are short-lived (they cannot survive more than a few
weeks), and germination only occurs immediately after arrival on suit-
able bare moist alluvial bars (Barsoum and Hughes, 1998). As a pioneer
species, the eco-hydrological conditions for regeneration include freshly
disturbed, competitor-free sediments. Prime seedling recruitment
habitat in the active alluvial zone occurs at the immediate margins of the
main or secondary channels and is highly dependent on water table level
fluctuations (Corenblit et al., 2014). Harsh summer (drought) and
winter (submersions, erosion and/or burial) conditions on alluvial bars
allow seedlings to establish only during restricted time periods, not
necessarily every year, and on areas of the alluvial bars that are close
enough to the water resource to permit the roots to track the water table
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during the dry season (i.e. recruitment box sensu Mahoney and Rood,
1998; Barsoum and Hughes, 1998; Guilloy et al., 2011; Stella and Bat-
tles, 2010). Suitably positioned seedlings on alluvial bars near the main
channel generally form more or less elongated recruitment bands or
patches composed of individuals of the same age (a cohort). Such spatial
patterns suggest that a significant proportion of seeds are transported by
the river. Following the dispersal and early establishment phase, sub-
sequent sapling development (first 3 years according to Cooper et al.,
1999) is governed by strong feedback mechanisms between plants and
hydro-geomorphological processes (i.e. water flow, sediment transport
and landform construction).

P. nigra is additionally capable of vegetative reproduction: one in-
dividual can produce multiple shoots, or ramets, which all share the
same multilocus genotype (MLG, sensu Arnaud-Haond et al., 2007).
From here on, we will use ramets to refer to the different shoots origi-
nating from one individual MLG. In highly dynamic rivers, vegetative
reproduction can be a significant alternative mode of recruitment
(Barsoum et al., 2004; Francis et al., 2004) and can complement sexual
reproduction in colonizing new areas (Tinschert et al., 2020). However,
vegetative reproduction is reported to be a primarily local strategy,
especially in disturbed environments (Arens et al., 1998; Smulders et al.,
2008).

2.2. Study site

The study site was located along the lower reaches of the Allier River
in the Réserve Naturelle Nationale du Val d’Allier, near Chatel-de-
Neuvre (Fig. 1; 46°25'06.5"N, 003°19'43.2"E; 220 m a.s.l.) in central
France. Contrarily to most European rivers, the flow regime along the
lower reaches of the Allier River is largely unregulated and morphody-
namics within the Nature Reserve are only moderately impacted by
human activities (Garofano-Gomez et al., 2017). Bank erosion in the
outer bends of meanders and recurrent active channel migration pro-
mote the formation of bare gravel bars suitable for P. nigra regeneration.
The progressive shifting of the river channel allows for periodic
recruitment episodes, resulting in different aged cohorts of P. nigra re-
cruits growing in elongated bands parallel to the main channel (Hor-
tobdgyi et al., 2017).

2.3. Sampling strategy

We sampled same-age individuals over very short distances within
recruitment bands. Three gravel bars were selected for this study along a
1.6 km reach of the Allier River. We sampled 21 groups of 15-20 in-
dividuals. This sampling strategy ensured that we incorporated a broad
range of distances between individuals: from a few centimetres to 1.6
km (Fig. 1). The mean distance between individuals from a same patch
was 12.33 m. Each individual was georeferenced in the field using a GPS
Trimble GEO7X™ with a decimetric precision. Groups of individuals
were categorised into three age cohorts: ‘young’ (less than 5 years old),
‘middle-aged’ (approximately 10 years old) and ‘old’ (more than 20
years old), based on their appearance in aerial photographs (we used all
the available aerial photographs, i.e. 1992, 1997, 1998, 2002, 2009,
2013 and 2016). During the sampling period in November and
December 2017, we collected cuttings for DNA extraction and tree
genotyping since no leaves were available in winter. We collected cut-
tings from a total of 28 ‘young’ individuals, 276 ‘middle-aged’ in-
dividuals and 44 ‘old’ individuals (total of 348 individuals sampled).
Cuttings were wrapped in wet tissue and stored in the laboratory at 4°C
for 3 weeks prior to DNA extraction.

2.4. DNA extraction and genotyping
Cambium fragments were collected from the cuttings in the labora-

tory and stored in silica gel to promote rapid tissue desiccation, thereby
avoiding DNA degradation. We used 8 wunlinked codominant
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Fig. 1. Aerial photograph of the Allier River study reach, showing the position of the P. nigra saplings/trees sampled along three gravel bars. Colours represent the
age of the individuals sampled; purple: old individuals; blue: middle-aged individuals and yellow: young individuals. River flow direction is from South to North.

microsatellites (SSR) markers to genotype individuals: WPMS13,
WPMS22 (Smulders et al., 2002), PMGC2385, PMGC93, PMGC2578,
PMGC14, GCPM2995 and ORPM221 (Chenault et al. 2011; Faivre-R-
ampant et al. 2016). Markers were arranged in 2 multiplexes. Multi-
plexl: ORPM221, GCPM2995, WPMS13, WPMS22; Multiplex2:
PMGC93, PMGC2385, PMGC2578, PMGC14. We used indirect tagging
with M13-tailed primer method (Oetting et al., 1995). In this method,
instead of synthesizing one specific fluorescently labelled primer for
each SSR marker, only a dye-labelled M13 primer is needed.

The polymerase chain reaction was carried out in a volume of 10 uL,
which contained 2.5 pL of DNA (at 10 ng/uL) and 7.5 pL of the following
mix: 5 pL Master mix (AmpliTaq Gold™ 360), 0.5 pL primer mix
(labelled with M13 fluorochromes Applied Biosystems™ 6-FAM, NED,

PET and VIC), 0.05 uL tagged M13 primer and 1.95 uL H3O. The profile
of the touchdown phase with 7 cycles was as follow: 95°C for 30s, 62°C
for 30s and 72°C for 30s, with a temperature reduction of -1°C per cycle.
The 30 classical PCR cycles were as follow: denaturation at 95°C for 30s,
annealing at 55°C for 30s and extension at 72°C for 30s. The M13 tail
and fluorochromes were bound during 8 cycles with the following
thermal profile: 95°C for 30s, 56°C for 30s and 72°C for 30s. The final
extension step was 72°C for 5 min. The PCR products were run in an
automatic sequencer (96 capillars 3750x1 DNA Analyser Applied Bio-
systems™). Electropherograms were analysed using GeneMapper™ v.5.
To test reproducibility, 16 randomly chosen individuals were replicated
in the genotyping. No error was detected.
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2.5. Genetic analyses

Two individuals were removed because of missing data for two loci.
Loci were tested for null allele frequencies with Brookfield’s methods
(Brookfield, 1996) using Microchecker v2.2.3 (Van Oosterhout et al.,
2004). The GCPM2995 marker presented a high null-allele frequency
(Table 1) and was therefore removed from the dataset. To estimate the
discrimination power of the dataset, we calculated the probability of
sampling two different genotypes with the same multilocus SSR
phenotype (probability of identity) with one to seven markers using
GenAlEx v6.5 (Peakall and Smouse, 2012).This probability decreased
from 9.9°1%2 to 4.6°1%3 with one marker (depending on the marker),
and reached a plateau around 3% with five markers suggesting a high
discrimination power of our seven markers combination (see supple-
mentary material Fig S1). Clones were identified using the “Multilocus
matches” procedure from GenALEx.

2.6. Genetic diversity

As high levels of clonality can have a significant impact on SGS
because some multilocus genotypes can be overrepresented over small
distances (Chenault et al., 2011), we kept only one ramet per multilocus
genotype when two or more ramets were present, resulting in a dataset
of 280 multilocus genotypes. We estimated allele frequencies, total and
effective number of alleles, expected and observed heterozygosities and
inbreeding coefficient using SPAGeDi 1.5 software (Hardy and Veke-
mans, 2002). Genetic structure was analysed using the STRUCTURE
2.3.4 software (Pritchard et al., 2000), with 20 runs, a burnin period of
100 000 iterations followed by 200 000 additional MCMC iterations,
with an admixture model, uncorrelated allele frequencies and recessive
alleles. The best number of clusters (K) was estimated using the AK
method of (Evanno et al., 2005) and visually verifying the highest values
of LnP.

2.7. Spatial genetic structure

SGS was assessed for the whole population and within sampling
groups (FSGS) for each age cohort using SPAGeDi 1.5 software (Hardy
and Vekemans, 2002). Loiselle multilocus kinship coefficients, Rj; (Loi-
selle et al., 1995), were calculated between each pair of individuals.
Because Rij is a kinship coefficient relative to the population mean,
negative values can result, meaning that two individuals are less related
on average than randomly selected individuals from the population
(Hardy, 2003). Kinship coefficient values were averaged within distance
classes (d), giving F(g) and plotted against geographical distances. Ten
classes were formed manually. Significance was tested by running per-
mutations of the spatial position of individuals 10,000 times, yielding a
95% confidence interval for Fg) for each distance class.

Sibship structure was analysed using the software COLONY (Wang,

Table 1
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2004; Wang and Santure, 2009; Jones and Wang, 2010). For each pair of
samples, COLONY computes the likelihood of assignment into half sibs
(one parent in common), full sibs (same mother and father) or clones.
We ran COLONY using the dataset containing one ramet per multilocus
genotype (280 samples). In order to find the best assignment with the
maximum likelihood, we chose the “Long run”, “Full likelihood” and
“High precision” computing options, together with no update of allele
frequencies, no sibship size prior, dioecious species with male and fe-
male polygamy, and no known parental genotypes or sibships.

2.8. Clonality

Using the complete dataset, we estimated clonality as:

G—-1

(V)

with N, the number of samples and G, the number of multilocus geno-
types (Arnaud-Haond et al., 2007). The location and elevation (over a
range of a few meters) of sampled saplings were plotted on a digital
elevation model (DEM) of the Allier River using QGIS© v2.18.21 (QGIS
Geographic Information System. Open Source Geospatial Foundation
Project. http://qgis.org)

Statistical analyses were performed using R©v3.5.1. (R Development
Core Team, 2005). To test for differences in the spatial elevational and
age distributions of replicated genotypes, we conducted non-parametric
test (normality of the data were tested using Shapiro-Wilk). We con-
ducted Wilcoxon test to test for differences in the distribution of
elevation values of replicated and non-replicated genotypes. We con-
ducted Fisher exact tests to test for differences in proportion of repli-
cated genotypes in relation to their position along recruitment bands;
centre of a band versus its upstream and downstream ends (i.e. the ex-
tremities of a band) and their age-class. To test for a change in density
with cohort age, we compared the within-group distance between in-
dividuals using a non-parametric Dunn test of multiple comparisons.
Because of unequal sample sizes among the cohorts, the test was per-
formed on all the groups of young and old individuals and two sets of
three randomly chosen groups of middle-aged individuals.

3. Results
3.1. Genetic diversity

Genetic diversity was high in our sample population (H. = 0.859)
and was comparable among the three age classes (young, H. = 0.858;
middle-aged, H. = 0.859; old H. = 0.848; Table 2). The effective number
of alleles, NA,, was 10.79 (Table 1). The multilocus inbreeding coeffi-
cient was low (Fi; = 0.011). Our F;s value does not show deviation from
Hardy-Weinberg equilibrium (p-value = 0.240) indicating no popula-
tion sub-structure. This absence of population subdivision was also

Population genetic parameters of the Allier population for each locus and all loci combined. N = number of individuals; Na = total number of alleles; NAe = effective
number of alleles (Nielsen et al. 2003); He and Ho = expected and observed heterozygosities, respectively; Fis = inbreeding coefficient; P-value (Fis # 0) = the p-value
of the permutation test. Na, NAe, He, Ho, and Fis values values were calculated using one sample per multilocus genotype (i.e. N = 280).*except the GCPM2995 marker

which was removed from the analysis because of the high null allele frequency.

Locus N Null allele frequency Na NAe He Ho Fis P-value
(Fi #0)
GCPM2995 280 0.137 15 5.88 0.830 0.312 0.312 0.000
ORPM221 280 -0.010 15 8.39 0.881 0.896 -0.018 0.401
PMGC14 280 0.004 7 3.92 0.745 0.739 0.008 0.801
PMGC93 280 0.009 6 4.18 0.761 0.741 0.026 0.409
PMGC2578 280 -0.007 18 6.29 0.841 0.853 -0.014 0.554
PMGC2385 280 0.026 32 20.81 0.952 0.896 0.059 0.000
WPMS13 280 -0.010 15 8.04 0.876 0.893 -0.020 0.372
WPMS22 280 0.014 43 23.88 0.958 0.929 0.031 0.020
All markers* 280 n.a. 19.43 10.79 0.859 0.850 0.011 0.179
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Population genetic parameters of the different age cohorts sampled along the Allier (all samples of a given age cohort are combined). N, number of individuals; G,
number of multilocus genotypes; Clonality; Na, total number of alleles; NAe, effective number of alleles (Nielsen et al. 2003); He and Ho, expected and observed
heterozygosities, respectively; Fi inbreeding coefficient; P value (Fis # 0), p value of the permutation test. Na, NAe, He, Ho and Fis values were calculated using one

ramet per multilocus genotype.

Cohort Age (years) N G Clonality NAe He Ho Fis P value (Fi # 0)
Young ~5 28 23 0.19 11.57 10.08 0.858 0.894 -0.043 0.159
Middle-aged ~ 10 276 222 0.19 19.29 10.88 0.859 0.851 0.009 0.310
old ~ 20 44 35 0.21 12.86 9.51 0.848 0.812 0.043 0.099
All 348 280 0.19 19.43 10.79 0.859 0.850 0.011 0.179

confirmed by the STRUCTURE runs indicating a best number of clusters
equal to 1 (data not shown).

3.2. Clonality

Out of the 348 individuals sampled we identified 280 multilocus
genotypes (Table 2), of which 51 were replicated (i.e. individuals with
two or more ramets) and 229 were represented by a single sample.
GenALEx and COLONY (BestClone output) identified the same multi-
locus genotypes. Clonality was 19% for the whole population. We did
not detect ramets of the same multilocus genotype in different gravel
bars along the 1.6 km river reach we sampled. Clonality values were
comparable among the three cohorts (Table 2) and the proportion of
replicated genotypes did not differ among age cohorts (Fig. 3a, Fisher
test p-value = 0.202). Elevation (i.e. topography) on the riverbank did
not explain the abundance of replicated genotypes (Wilcoxon test p-
value = 0.7401). However, replicated genotypes were more abundant at
the upstream and downstream ends of the recruitment bands (Fig. 3b,
Fisher test p-value = 1.032e-5). There were also more replicated geno-
types located at the most exposed ends of the recruitment bands (relative
to the water flow in blue in Fig. 4).

3.3. Spatial Genetic Structure

Along the 1.6 km river reach, no SGS could be detected when
considering the whole sample population. However, we found that in-
dividuals in the first distance class (55 m) were significantly more
related to one another than on average in the population (Fig. 2, F)
significantly different from 0).

Within patches (Fig. 2), we found a significant decline in the pairwise
kinship coefficient with linear distance (p-value = 0.029), for the young
individuals, although all F4) values were not significantly different from
0 (within the 95 % confidence interval). No FSGS was detected for the
middle-aged and old patches. COLONY identified 15 full-sibs (FS) and
44 half-sibs (HS) pairs within patches, of which 9 and 16, respectively,
with a probability greater than 0.75. In particular, within one patch we
found a family group of five FS within distances of two meters. The mean
distance between individuals was significantly smaller in young and
middle-aged patches compared to old patches (Dunn test, p-value <
0.001for both) but there was no difference between young and middle-
aged patches (Dunn test, p-value = 0.1547).

4. Discussion
4.1. Genetic diversity and clonality

The high genetic diversity observed in the Allier River population
studied (expected heterozygosity, He = 0.859 and effective number of
alleles, NAe = 10.79) is consistent with literature data on the genetic
diversity of trees and is explained by life history traits promoting the
maintenance of high diversity within forest tree species such as efficient
gene flow mechanisms, mostly outcrossing breeding systems and
longevity (Austerlitz et al., 2000). It is also consistent with other studied

P. nigra populations using SSR markers. At a regional scale (hundreds of
km), the expected heterozygosity of 17 populations originating from 7
catchment systems in Europe was 0.756 (Smulders et al., 2008). A
similar value (0.753) was found in Western Europe for 13 sites, although
this was over an even larger spatial scale (several hundreds of km)
(DeWoody et al., 2015). At the catchment scale (tens of kilometres),
genetic diversity ranged from 0.73 along the Drome River (Imbert and
Lefevre, 2003) to 0.79 along the Danube River (Jeli¢ et al., 2015). At the
population scale (2-5 km), He ranged from 0.69 along the Loire River
(Chenault et al., 2011) to 0.82 along the Morava River (Pospiskova and
Sélkova, 2006) and NAe ranged from 3.83 along the Eder River in
Germany (Rathmacher et al., 2010) to 8.53 across the entire Danube
catchment system (Jelic¢ et al., 2015). The lower values reported in a
number of these studies can be explained by a correspondingly high
reported degree of population fragmentation, isolation and limited po-
tential for regeneration. However, each study used different SSR marker
sets, which can also explain the observed differences. Indeed, some SSR
markers are more polymorphic than others. For example, in the Allier
population, two SRR markers (WPMS22 and PMGC2385) were highly
polymorphic. Nevertheless, the high genetic diversity of our population
located in a Nature Reserve where the flow regime is largely unregulated
and morphodynamics are only moderately impacted by human activities
(Garofano-Gomez et al., 2017), highlights the importance of this popu-
lation as an asset in the conservation of P. nigra genetic resources.

When considering levels of clonality, our value (19%) was compa-
rable to the levels of clonality (14%) found in 17 populations in Central
Europe (Smulders et al., 2008), mostly sampled along regulated rivers.
Regulated rivers tend to have a reduced surface area of bare alluvial
bars. Thus, seed recruitment is highly restricted and the main repro-
ductive strategy for poplar is to regenerate vegetatively. Ramets are
produced by a diversity of mechanisms each with their own influence on
SGS. Root-borne sucker shoots or burial of individuals mostly produce
discrete units of 2-4 ramets growing close to one another (typically only
over a few meters; Barsoum et al., 2004) but longer distances are re-
ported in other Populus species (Wiehle et al., 2009). On the other hand,
breakage during floods can spread translocated fragments downstream,
transporting them over a wider range, up to several km (Barsoum, 2002;
Barsoum et al., 2004). In France, studies based on microsatellites show
levels of clonality ranging from 1% (Drome river, Imbert and Lefevre,
2003), to 49 % (lower Loire River, Chenault et al., 2011). Chenault et al.
argue that their study site was not suitable for seedling recruitment
because of anthropogenic disturbances and suggest that regeneration
occurred via layering during flood disturbance events. We detected no
translocated fragments along the Allier River study reach. Over a 30 km
Garonne River study reach, Barsoum (2002) found many translocated
fragments, but our Allier River study reach was only 1.6 km long, which
reduced the chances of encountering translocated fragments. Comparing
levels of clonality with other studies must however be undertaken with
caution because different sampling strategies were used, some of which
were designed to avoid over-representing the number of ramets from the
same MLG.
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plotted against geographical distance between individuals. Confidence intervals
(95%) are indicated by dashed lines. Values within the confidence interval are
not significantly different from 0 (x = 0.05).
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4.2. Dispersal inferred from SGS and FSGS

As our aim was to understand the local pattern of dispersal (by pollen
or seeds) on genetic structure, we kept only one ramet per multilocus
genotype in our dataset. No population structure was detected along the
1.6 km section studied, however, individuals located no further than 55
m from one another (first distance class used in our global SGS analysis,
Fig. 2) were significantly more related than by chance. This suggests that
at short distances (50 m) dispersal is not homogeneous, but that at the
1.6 km scale of the study reach, seeds from different parent trees are well
mixed. In order to test the generality of our results, we reanalysed the
data obtained by one of us (see the reanalysis of the Barsoum et al.
(2004) data in supplementary material) in another river catchment
(Garonne, France). The same analyses used for this study were per-
formed (see supplementary material)). This re-analysis confirmed the
absence of population structure over short distances (up to 15 meters).
We however found a significant SGS along the 30-km stretch where
individuals were highly related in the first two distance classes (corre-
sponding to distances of up to 2 km) (p value < 0.001) (Fig S2). This
result indicates that gene flow is significantly reduced, but only beyond
distances of 2 km.

Several studies addressed SGS among populations or patches of
P. nigra over a large range of distances. Across Europe, isolation by
distance (IBD) was reported in the Danube River basin over hundreds of
kilometres (Jelic¢ et al., 2015), along a 50 km stretch of the Drome River,
France (Imbert and Lefevre, 2003) and even over a 2 km stretch of the
Eder River, Germany (Rathmacher et al., 2010). SGS was found signif-
icant along the Morava and Eder Rivers, (Pospiskova and Salkova, 2006;
Rathmacher et al., 2010) at a spatial scale of tens of kilometres. This was
likely due to the high degree of isolation of these populations, which
were separated from other populations by distances of at least 15 km.
Many studies have additionally found genetic differentiation within
populations, suggesting barriers to gene flow, or partially isolated
populations (Imbert and Lefevre, 2003; Pospiskova and Salkova, 2006;
Rathmacher et al., 2010). Pospiskova and Sélkova, (2006) suggested
that the occurrence of genetic spatial patterns is related to pollen
dispersion dynamics based on observations of pollen dispersion ranging
from 10 to 230 meters along the Morava River, Czechoslovakia. Braatne
et al. (1996) suggested that most seeds transported by wind are gener-
ally deposited within only a few hundred meters of the mother tree. This
suggests that despite the wide distributional range of P. nigra, most
pollen and seeds disperse over short distances (Fig. 5).

At the fine scale (within patches), we detected a significant FSGS for
the young cohorts (around five years old) both in the Allier (Fig. 2) and
in the Garonne (Fig. S2). This indicates that across short dispersal dis-
tances seeds from a single tree are not homogeneously distributed and
can become entangled together to form a single aggregate during
transportation by water or other means (e.g. a broken branch carrying
open seed pods which fell into the river). Seeds are released surrounded
by poplar fluff that often aggregate into a package while transported in
the air or by water and colonize the area where it lands onshore. When
these aggregates disperse, they are mixed with aggregates from other
trees that are transported by the river and reach gravel bars where they
germinate. These processes create dense recruitment bands and could
potentially result in the successful fine scale recruitment of P. nigra
seedlings originating from a few parental trees. Indeed, both in the Allier
and in the Garonne (see supplementary material), we found several pairs
of FS and HS within patches, some of which very close to each other. In
the Allier, we found a group of five FS from the same mother tree at
distances of two meters in a young patch. Similarly, in the Garonne we
found significantly more FS in young patches compared to middle-aged
and old patches (See supplementary material Table S2). Thus, at the
fine-scale (a few meters), neighbouring seedlings can be strongly related
because the mixing of aggregate of seeds from different mother trees is
imperfect. Conversely, at the scale of a few kilometres, the mixing of
seeds could lead to the absence of significant differences in genetic
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Fig. 3. Count of unique genotypes (black bars) and replicated genotypes (white bars) in the Allier population, as a function of (a) the age cohort (Young ~ 5 years
old; Middle-aged =~ 10 years old; Old ~ 20 years old) and (b) position in the recruitment bands (upstream and downstream ends are most exposed to river flow).

structure (Fig. 5b).

4.3. Intra-specific interactions

The occurrence of replicated genotypes mostly at the upstream and
downstream ends of the recruitment bands along the Allier River in-
dicates potential positive intra-specific facilitation interactions at an
early stage of gravel bar colonisation. Facilitation is defined as ‘an
interaction in which the presence of one species alters the environment
in a way that enhances the growth, survival and reproduction of a sec-
ond species’ (Bronstein, 2009, p 1160), a definition which is also valid
when considering different genotypes of the same species (McIntire and
Fajardo, 2014). The upstream and downstream ends of the recruitment
bands are more exposed to hydrodynamic forces than the centre of the
recruitment bands because they are located at lower elevations and are
directly exposed to high flow velocities during flooding events. This
mechanical stress is known to directly enhance vegetative regeneration
(Francis et al., 2004; Barsoum et al., 2004). At the same study site on the
Allier River, Corenblit et al. (2016a) demonstrated that upstream in-
dividuals trap fine sediment, resulting in the formation of a sediment tail
(see also Rodrigues et al. 2006, 2007; Hortobagyi et al., 2018). These
sediment tails, composed of fine sediment and organic matter, create
downstream habitats that are favourable for vegetation growth (Francis
et al., 2009; Corenblit et al., 2014). This phenomenon was also observed
along the Drome and Garonne Rivers in France (Barsoum, 2002; Cor-
enblit et al., 2016b) and the Tagliamento River in Italy (Gurnell et al.,

2005). Along the Allier River, poplar recruitment bands rapidly end up
in a higher elevation situation compared to the surrounding alluvial
surfaces (Hortobagyi et al., 2018) through sediment accretion. In-
dividuals at the centre of these bands may thus benefit from habitat
improvement and protection from mechanical stress provided by in-
dividuals at the upstream end of these bands. By increasing stem density
at the most exposed parts of recruitment bands, clonality increases
sediment trapping, thereby strengthening the capacity of the down-
stream individuals to survive and grow. At high densities, individuals at
the centre of these bands also benefit from their own local short range
mutually protective effect. In such a situation, a facilitation interaction
has been suggested (Barsoum, 2002; Gurnell et al., 2005; Corenblit et al.,
2014, 2016b, 2018).

At the recruitment stage, aggregates of related P. nigra seeds reach
the bare surface of gravel bars and produce a significant FSGS among
young individuals (Fig. 5¢). These seedlings can be very abundant (e.g.
> 4000/m?; Braatne et al., 1996) and high seedling densities in a
disturbed and stressful environment allow facilitation processes to
occur. In these situations, each individual benefits from the presence of
others regardless of their relatedness. In riparian corridors, the habitat
changes caused by poplars during the establishment phase were
described as niche construction (Corenblit et al., 2014; Hortobagyi et al.,
2018). This results in older poplars becoming progressively discon-
nected from the active channel and experiencing less frequent hydro-
geomorphological disturbances such as mechanical and hydric stress
(Gonzalez et al., 2010; Corenblit et al., 2016a). According to the stress
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Fig. 4. Digital elevation model (DEM) of one gravel bar sampled in the Allier. White dots are unique genotypes. Red dots are replicated genotypes. The colour scale
shows the elevation, from low (blue) to high (brown) values of absolute altitudes (m). Blue arrows represent preferential flow paths during high flow. Our field
observations confirm these preferential flow pathways. The green lines delimit the envelopes of the recruitment bands.

gradient hypothesis (Bertness and Callaway, 1994), different stress
levels change the type of interaction between individuals from positive
(facilitation) in stressful environments to negative (competition) in
benign environments. In our case, as observed for the conditionality of
mutualistic interactions (Bronstein, 1944), the interaction shifts during
the lifetime of a single individual. As young individuals stabilize
together their habitat during establishment, intra-specific interactions
shift from positive to negative (facilitation to competition) through
self-thinning (Yoda et al., 1963; White and Harper, 1970) (Fig. 5c).
Self-thinning tends to significantly reduce the density of trees growing
very close to one another, and we showed that the average distance
between individuals increases with cohort age, resulting in a lower
density in older cohorts. This reduces short-distance relatedness by
removing some individuals strongly related to their neighbours. During
this process, only a few individuals from the original seed aggregates
remain and will eventually reach sexual maturity (Corenblit et al., 2014,
2018). FSGS is, therefore, gradually lost as stands mature.

Studying the spatial genetic structure of populations at different

spatial scales (SGS and FSGS) and for different age cohorts allowed us to
reveal intra-specific interactions and how these interactions change
through different life stages. Corenblit et al., (2018) suggest that niche
construction processes, in addition to indirect facilitation interactions,
could in particular cases include direct intraspecific interactions such as
cooperation or altruism, which would involve preferential positive in-
teractions among related individuals. Our result showing that related
(but non-clonal) individuals are present in young patches is in line with
this hypothesis. The validation of the hypothesis that niche construction
processes involve cooperation or altruism will however require (i) to
describe the FSGS at the very first stages of colonization (first-year
seedlings) and (ii) experimental in situ or ex situ tests of more efficient
niche construction by related compared to non-related individuals.

5. Concluding remarks

We chose to study a site located in a natural reserve where the flow
regime is unregulated and morphodynamic processes are only
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Fig. 5. Hypothetical model illustrating SGS at the different scales of our study. At the corridor scale (a), SGS is significant because gene flow occurs mostly over a few
kilometres and seed dispersal is reduced over longer distances. Along the Allier we only sampled a 1.6 km reach and we have no information for the upstream and
downstream sections of our sampling reach. At the reach (b) and the regeneration band (c) scales, young individuals form patches of potentially related individuals
(identified through the FSGS analysis); these protect one another at the establishment stage (facilitation). When aging, intra-specific competition takes over, leaving
behind only one or a few individuals from each patch of related individuals. At this stage, FSGS is lost. For (b) and (c), the colored dots each represent a different

genotype; red = genotype A, green = genotype B and blue = genotype C.

moderately impacted by human activities, promoting the formation of
bare gravel bars suitable for P. nigra regeneration, i.e. a site where
natural processes are largely undisturbed and where P. nigra can thrive
naturally. In this site, genetic diversity was high, similar to, or even
higher than most data available for European rivers and we found a
significant SGS for the younger cohorts compared to older cohorts were
SGS was not significant.

Facilitation is known to occur through niche construction in black
poplars at the early stages of recruitment when seedling density is high,
and the environment is disturbed and stressful (Corenblit et al., 2018).
Our results suggest that facilitation could be directed towards in-
dividuals that happen to be genetically related because seeds from a
single tree are aggregated in the poplar fluff. This suggests that direct
positive interactions among related individuals, such as cooperation or
altruism, could take place in the niche construction process. Clonality
enhances this facilitative effect by increasing stem density at the most
exposed parts of recruitment bands. Once established and stress is
reduced, young poplars seem to shift to a competitive interaction.

Conservation measures should make sure that suitable sites allowing
high densities of seedlings and saplings are available to ensure estab-
lishment of future mature individuals through these facilitation pro-
cesses. Finally, our results suggest that facilitation can be directed
towards related individuals. This suggests that direct positive in-
teractions among related individuals, such as cooperation or altruism,
could take place in the niche construction process. Studying these
intraspecific interactions could help design better future conservation
strategies.
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Abstract

Background: The black poplar (Populus nigra L.) is a pioneer tree species occurring
along many river courses across Europe. Seedlings establish at very high density and
experience various stresses (e.g., hydric, mechanical). Studying the spatial genetic
structure (SGS) at the scale at which biotic interactions occur (fine-scale SGS, or FSGS)
allowed us to suggest what type of interaction takes place between individuals.

Aim & Scope: Ina previous study conducted on the Allier River on the same population
in 2017 we described the FSGS of three age cohorts (5, 10 and >20 years old) but we
had no information on FSGS at the very first stage of colonization (first-year seedlings).
Methods: We used microsatellite markers to explore the FSGS of four different patches
of black poplar seedlings from two riverbanks distant by at most 1.2 km in a natural
reserve of the Allier River (France).

Results: We found a high genetic diversity but detected no FSGS in any of the four
sampled seedlings patches and no genetic structure across the four patches, indicating
that seed dispersal does not create an initial FSGS pattern.

Conclusion: We discuss this result with those obtained previously and propose that the
variation of FSGS through time is closely related to shifts in intraspecific interactions.
Interactions are dependent on the stress level and can change through time which can

lead to the emergence or loss of FSGS.
Introduction

The Black poplar (Populus nigra L., Salicaceae) is a pioneer tree species with a good
tolerance to submersion, sediment burial and high temperatures occurring along many river
courses across Europe. The species is dioecious, and a female tree produces each year millions
of short living seeds which are transported by both wind and water (Barrat-Segretain, 1996;
Karrenberg et al., 2002). Seeds germinate immediately after arrival on suitable bare moist
alluvial bars (Barsoum & Hughes, 1998; Guilloy-Froget et al., 2002). During favourable years,
poplar seedlings generally establish in very high density (e.g., > 4000/m?; Braatne 1996) at the
immediate margins of the main or secondary channels. Suitably positioned seedlings on alluvial
bars near the channels generally form elongated recruitment bands or patches composed of
individuals of the same age (cohort) (Guilloy-Froget et al., 2002; Corenblit et al., 2009, 2016).
As a pioneer species, the eco-hydrological conditions for regeneration include freshly disturbed,
competitor-free sediments and it is highly dependent on water table level fluctuations (Mahoney
& Rood, 1998; Corenblit et al., 2014). Harsh summer (drought) and winter (submersions,
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erosion and/or burial) conditions on alluvial bars allow seedlings to establish only during
restricted time periods (Barsoum & Hughes, 1998; Mahoney & Rood, 1998; Stella & Battles,
2010; Guilloy et al., 2011). The relatively long period of seed dispersal of Black poplar (2-3
months according to Braatne 1996; Guilloy-Froget et al. 2002) combined to the variability of
dispersal conditions (i.e., wind and hydrological regime, position and number of mother-trees,
geomorphological configuration) may lead to strong intra- and inter-annual variability in
seedling relatedness on the colonization sites. Patterns of dispersal of pollen and seeds have
important consequences for the spatial distribution of genotypes at the colonisation stage
(Banks et al., 2013). In the case of wind dispersal, the seed rain may lead to improved mixing
of seeds originating from different mother-trees, whereas in the case of water dispersal, seeds

from same mother-trees may get aggregated into clumps of related seeds (Mazal et al., 2021).

The spatial genetic structure (SGS), defined as the non-random spatial distribution of
genotypes, characterizes the relationship of relatedness estimates between pairs of individuals
and their physical proximity (Loiselle et al., 1995; Hardy, 2003). The genetic composition of a
population may have an influence on what type of biotic interactions will prevail among
immediate neighbours in young populations (Fajardo et al., 2016). In pioneer tree species,
investigating the SGS helps improve our understanding of patterns of colonisation and the
subsequent development of the woodland ecosystems they inhabit. Studies of SGS in trees
generally address large geographic areas (from hundreds of meters to hundreds of kilometres)
(Imbert & Lefevre, 2003; Jeli¢ et al., 2015; Kettenring et al., 2019; Gonzalez-Robles et al.,
2020). SGS studies in trees have been conducted on smaller scales (Kitamura et al., 2018;
Twyford et al., 2020), usually the scales of a few kilometres (Pospiskova & Salkova, 2006;
Born et al., 2008; Rathmacher et al., 2010; Sagnard et al., 2011; Deng et al., 2020) but sampling
often neglects the very fine scale at less than a meter. At that scale, (Fajardo et al., 2016) found
a significant SGS at the edge of second-growth forests of Nothofagus pumilio in Patagonia, and
Mazal et al. (2021) found on the Allier River, France, a significant SGS for five years old
individuals of black poplar but not for older individuals, suggesting a shift in the type of

interaction through time.

As most plants are not capable of movement, they will be in contact with their direct
neighbours throughout their lifetime, and plant interactions occur where plants overlap their
zones of interaction (Fajardo et al. 2016). Hereafter, we will use “fine-scale spatial genetic
structure” (FSGS) to refer to scales including the distance at which individuals interact with

each other (i.e., including the zone of interaction among immediate neighbours at fine spatial
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scales as defined by Fajardo et al. 2016). The zone of interaction (ZOI) will grow as individuals
grow and thus over its lifetime, an individual will interact with individuals further away and
will have increasing demands for nutrient uptake. FSGS patterns will influence what type of
biotic interaction (i.e., positive, or negative) can take place among the immediate neighbours
on plants (Fajardo et al. 2016). Several studies have investigated the type of intraspecific
interactions occurring between plants (Dudley & File, 2007; Semchenko et al., 2014; Yang et
al., 2018; Pezzola et al., 2020). Some plants express altruistic behaviour (e.g., reduced root
growth) as a response to growing with related compared to unrelated neighbours (see review
by Ehlers & Bilde 2019). This has been interpreted as kin recognition and brings in kin selection
theory as a possible framework to understand the outcome of intraspecific interactions. Kin
selection theory (Hamilton, 1964) states that an altruistic trait can be favoured by natural
selection if the indirect benefits accrued to the recipient through a gain in fitness of relatives
outweighs the costs of the altruistic behaviour. As relatives share genes, this indirect fitness
benefit will lead to an increase in the frequency of the behaviour in the population if it is

heritable.

Furthermore, black poplar populations in their early life stages (<15 years) can have a
significant effect on hydrogeomorphological processes, fluvial landforms, and related habitat
conditions by trapping huge amounts of fine sediments, nutrients and organic matter. Sediment
and organic material accretion improve resistance to mechanical stress but also improve poplar
survival and growth (Corenblit et al., 2014). This ecosystem engineering effect (sensu Jones et
al., 1994) is maximised where seedlings grow in high densities and protect each other from
shear stress during floods. (Corenblit et al., 2018) suggested that, in addition to indirect
facilitation, niche construction processes could also include direct intraspecific interactions
such as cooperation, involving preferential positive interactions among related individuals at
the colonization stage through kin selection. Significant FSGS means that related individuals
are found close to each other and thus that positive interactions between relatives can occur
during niche construction. Moreover, this niche construction process is associated with a change
in stress conditions (from stressful to benign conditions). Intra-specific interactions can change
with stress intensity, according to the stress gradient hypothesis (Bertness & Callaway, 1994)
different stress levels may alter the type of interaction between individuals from positive
(facilitation) in stressful environments to negative (competition) in benign environments. Both
stressful conditions (Mclntire & Fajardo, 2009) and a spatial genetic structure (SGS) can lead

to positive interaction between individuals.
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In this context, studying the FSGS of young poplars could provide valuable information
on how black poplars colonize alluvial bars within the fluvial corridor, in terms of (i) local
patterns of dispersal under natural conditions by studying the FSGS of the first stage (i.e., one
year old seedlings) and (ii) the types of intra-specific interactions that take place during the
following years by studying the evolution of FSGS across different cohorts. In a previous study
conducted in 2017 on the same population of the Allier River, we described the FSGS of three
cohorts (5, 10 and >20 years old). However, the sample was conducted in December, and we
did not find any seedlings. Thus, we had no information on the FSGS at the very first stage of
colonization (first-year seedlings). In the present study, we aimed to determine if black poplar
seedling genotypes were randomly distributed in the germination patches, ie. if related
individuals germinate and grow close to each other (within their ZOI). This study focuses on
the seedlings of the current year. We used microsatellite markers to explore the FSGS of four
different patches of black poplar seedlings from two riverbanks distant by at most 1.2 km in a
natural reserve of the Allier River (France) and discuss our previous results obtained in 2017

on older cohorts from the same population (Mazal et al. 2021) in the light of these results.

Material and Methods
Study site and sampling strategy

The study site was located along the lower reaches of the Allier River in the Val D’Allier
national natural reserve, near Chatel-de-Neuvre (46°25'06.5"N, 003°19'43.2"E; 220 m a.s.l.) in
central France. This site is the same as described and studied in Mazal et al. (2021). We sampled
all the seedlings from the year in 2019 in delimitated areas (patches) on two alluvial bars. We
chose two patches of seedlings in each bar and collected approximately 90 individuals in each
patch (Fig. 1). The nearest mature adults were located at least 20 meters away from each patch.
Patches were distant by at most 1.2 km. Table 1 lists the number of black poplar individuals,
patch area, and patch plant density. For each patch, we built distance matrices between each
pair of individuals at a centimetre scale using pictures on which we digitized the location of
each individual (ArcGis™ v.12.4).

63



Allier River lobal view A
7 A

Patch C uncm lete
¢ SR

e

Fig.1. Aerial photograph of the Allier River study reach, showing the position of the Black
poplar patches (A, B, C and D) sampled along the two gravel bars. River flow direction is from

South to North. In the four patches, the white vials (6 cm height) are positioned next to each

sampled individual.
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Estimation of the zone of interaction.

In order to obtain an estimation of the zone of interaction we used two estimates. For the lower
range of the ZOI we first used the estimate of Fajardo et al. (2016) who consider that the current
mean nearest neighbour distance (MNND) between individuals in patches is an indication of
the area within which most biotic interactions take place. We computed the MNND for each
patch as a proxy for the zone of interaction. As the MNND may underestimate the zone of
interaction because biotic interactions may still be occurring beyond the MNND, it indicates
the lower range of the zone of interaction. For the upper range of the zone of interaction we
used tree height obtained by Vautier et al.( 2016) on the same study site. Tree height can be
used as an estimator of root surface (Evans et al., 2020) thus indicating how far a tree can spread
its roots and can possibly interact with roots from another individual. We then averaged the

values for each patch of seedlings.
DNA extraction and genotyping

We collected fresh leaves of each individual and stored them in silica gel to promote
rapid tissue desiccation, thereby avoiding DNA degradation. Total DNA was extracted using
the NucleoSpin 96 Plant Core Kit extraction kit (Macherey Nagel™) according to the
manufacturer instructions. We used 12 unlinked codominant microsatellites (SSR) markers to
genotype individuals (see details on Table S1): WPMS06, WPMS07, WPMS09, WPMS13,
WPMS14, WPMS16, WPMS20, WPMS22 PMGC93, PMGC2578, PMGC14, and ORPM221
(Smulders et al., 2002; Van Oosterhout et al., 2004; Chenault et al., 2011; Faivre-Rampant et
al., 2016) Markers were arranged in 3 multiplexes. Multiplexl: ORPM221, WPMSO07,
WPMS13, WPMS22; Multiplex2: PMGC14, PMGC93, PMGC578, WPMS14; Multiplex 3:
WPMS06, WPMS09, WPMS16, WPMS20. We used indirect tagging with M13-tailed primer
method (Oettings et al., 1995). In this method, instead of synthesizing one specific fluorescently

labelled primer for each SSR marker, only a dye labelled M13 primer is needed.

The polymerase chain reaction was carried out in a volume of 10 pL, which contained
2.5 pL of DNA (at 10 ng/uL) and 7.5 pL of the following mix: 5 pL Master mix (AmpliTaq
Gold™ 360), 0.5 pL primer mix (labelled with M13 fluorochromes Applied Biosystems™ 6-
FAM, NED, PET and VIC), 0.05 pL tagged M13 primer and 1.95 puL H20. The profile of the
touchdown phase with 7 cycles was as follow: 95 °C for 30s, 62 °C for 30s and 72 °C for 30s,
with a temperature reduction of -1 °C per cycle. The 30 classical PCR cycles were as follow:
denaturation at 95 °C for 30s, annealing at 55 °C for 30s and extension at 72 °C for 30s. The

65



M13 tail and fluorochromes were bound during 8 cycles with the following thermal profile: 95
°C for 30s, 56 °C for 30s and 72 °C for 30s. The final extension step was 72 °C for 5 min. The
PCR products were run in an automatic sequencer (96 capillars 3750xI DNA Analyser Applied

Biosystems™). Electropherograms were analysed using Geneious™ v.2020.1.1.

Genetic analyses

Three markers did not amplify (WPMS06, WPMS07, WPMS22) and were removed from the
analysis. Loci were tested for null allele frequencies with Brookfield’s methods (Brookfield,
1995) using Microchecker v2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004). Three markers (PMGC14,
WPMS09 and WPMS16) presented a high null-allele frequency and were therefore removed
from the dataset. To estimate the discrimination power of the dataset, we calculated the
probability of sampling two different genotypes with the same multilocus SSR phenotype
(probability of identity) with one to six markers using GenAlEx v6.5 (Peakall & Smouse,
2012).This probability decreased from 2.95°2 with one marker, and reached a plateau around
7.5¢%7 with four markers suggesting a high discrimination power of our six markers

combination.

Because clonality can have a significant impact on spatial genetic structure (Chenault et
al. 2011), identical genotypes (clones) were looked for clones using the GENALEX software
(Peakall & Smouse, 2012).

Genetic structure was analysed using the STRUCTURE 2.3.4 software (Pritchard et al.,
2000) with 20 runs, a burnin period of 100,000 iterations followed by 200,000 additional
MCMC iterations, with an admixture model, uncorrelated allele frequencies and recessive
alleles and values of K ranging from 1 to 5 and 20 independent runs for each value of K. The
best number of clusters (K) was estimated using the AK method of (Evanno et al., 2005). As
the AK method cannot detect best K values of 1, we visually verified the highest value of Ln(P)

following Puechmaille (2016).
Spatial genetic structure and relatedness

SGS was assessed within patches (FSGS) using SPAGeDi 1.5 software (Hardy &
Vekemans, 2002). Loiselle multilocus kinship coefficients, Rjj (Loiselle et al., 1995), were
calculated between each pair of individuals. Because Rjj is a kinship coefficient relative to the

population mean, negative values can result, meaning that two individuals are less related on
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average than randomly selected individuals from the population (Hardy, 2003). Kinship
coefficient values were averaged within distance classes (d), giving F(d) and plotted against
geographical distances. Ten classes were formed manually. Significance of F(d) for each
distance class was tested by running permutations of the spatial position of individuals 10,000
times, yielding a 95% confidence interval for F(d) for each distance class. To test for SGS, we
tested the significance of the regression of Rjj values on the spatial distance (d). The spatial
positions of the individuals were permuted 10 000 times in order to get the frequency
distribution of the slope under the null hypothesis that Ri; and d were uncorrelated (Hardy 2003).
Over the scale of a few meters, restricted seed dispersal can lead to high genetic relatedness,
reduced genetic diversity and thus a lack of SGS. However, we found a high genetic diversity
in each patch and for the whole population (He = 0.822, Table S2, supplementary material).
Moreover, these value of genetic diversity were similar to the ones we found in our previous
study at a larger scale (Mazal et al., 2021) and higher than in most studies on black poplar (see
Mazal et al., 2021).

Moreover, we tested if kinship coefficients (Rj;) were greater within- vs. among-patches.
Pairwise R;jj are not independent when individuals are related to each other within patches.
Consequently, we sampled randomly all independent Rj;’s within patches and we compared the
R distributions (within and among patches) with a Wilcoxon rank test. We repeated this
procedure 9,999 times. Because of multiple comparison tests, we corrected the p-values of the
different tests with the Benjamini—Hochberg method (Benjamini & Hochberg, 1995). To test
the significance of the comparisons, we used the average corrected p-value and the percentage

of tests passing the significance level (o = 0.05) after correction.

Results
Genetic structure

As expected on P. nigra seedlings, we did not find any clonal individual in our dataset. The
multilocus inbreeding coefficient was low (Fis = 0.007) and does not show deviation from
Hardy-Weinberg equilibrium (p-value = 0.441) indicating no population sub-structure. This
absence of population subdivision was also confirmed by the STRUCTURE runs indicating a

best number of clusters equal to 1 (data not shown).
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Regressions between R;jj values and the spatial distance were never significant, indicating no
spatial genetic structure in any of the four sampled patches along the 1.2 km river reach (Fig. 2).
Kinship coefficient (Rjj) between pairs of seedlings ranged between —0.31 and 0.55, indicating
that some sibs are present in our sample (within and among patches in the same alluvial bar).
However, when sampling randomly all independent pairwise relatedness coefficients Rjjs within
patches, we found no differences between intra-patch and inter-patch mean Rj; (mean intra =
0.00419+0,00104SE; mean inter = -0.00265+0,00102SE; average p.value = 0.472; average
corrected p.value = 0.907). Only 0.06% of our p.values where inferior to the 0.05 threshold
(Fig. S1), further confirming the absence of genetic structure over our sampling area.

0,002

0,002

F(d)

»»»»»»

F(d)

0,008

F(d)

Distance (cm)

Fig.2 Spatial autocorrelation plots for the four patches: A, B, C and D. The average kinship
coefficient F(d) is plotted against geographical distance between individuals. Confidence
intervals (95%) are indicated by dashed lines. All values within the confidence interval are not

significantly different from O (a« = 0.05).
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Discussion
Spatial genetic structure

Black poplar seeds are generally deposited within only a few hundred meters of the mother tree
(Braatne, 1996). This suggests that despite the wide distributional range of P. nigra, most pollen
and seeds disperse over short distances. However, we did not detect any significant FSGS for
the four patches of the one-year seedlings we studied in the Allier River and no genetic structure
across the four patches, indicating that seed dispersal did not create an initial FSGS pattern.
This result does not imply that FSGS could never be found. In fact, in a previous study we
found a significant FSGS in five-year-old individuals but not for older cohorts (Mazal et al.
2021). The FSGS found for the five-year old cohort could be the outcome of a particular
dispersal event in which related seeds dispersed together. Following the idea of a short dispersal
distances, we proposed that across short dispersal distances seeds from different trees were not
homogeneously mixed by dispersal. Thus, at the fine scale (a few meters), we suggested that
there is a significant SGS in the youngest cohort because clumps of seeds originating from
different mother trees are imperfectly mixed. The present study on one year-old seedlings
provides an alternative hypothesis. Seeds originating from different mother trees in 2019 seem
to have been well mixed during dispersal, and thus no structure could be found in or among the
seedling patches. Although seed dispersal in clumps can occur and is maybe favoured in certain
hydrodynamic contexts when seeds from different mother trees do not mix in the air and/or the
water (Mazal et al. 2021), it does not seem to be the general pattern. However, different seeds
from one mother tree can still disperse at close distances from each other as evidenced by the
fact that some pairs of highly related individuals (high Rj; values) were found in the same

patches and by the FSGS found in the 5-year-old cohort.

A proposed history of poplar succession

How can we explain that FSGS is not found in one-year seedlings, but found in five years old
cohorts and then disappears again in the older stages? A closer look at the variation of the scale
and density of patches of individuals through time helps understanding these FSGS patterns. At
the seedling stage, individual density was very high in the four patches (mean density =
133459.61 individuals/m?) and the studied areas in each patch were rather small (1 m2). The
area and densities of the three older cohorts sampled in our previous study (Mazal et al. 2021)

are listed in Table 2. As the cohort get older, the tree density decreases (Table 2), as also
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reported in Corenblit et al. (2016) on the Garonne River, and we had to sample over larger areas
to have a sufficiently large sample size.

The evolution of the sampling area and tree density in relation to the different age-stages
is indicated in Figure 2. Our results show that when seeds disperse and reach the alluvial bars,
they can be well mixed. In such case, no FSGS is found at the seedling stage over a few meters.
During the first years, following the early establishment, saplings face different stresses (i.e.,
hydric, nutrient, mechanical; Karrenberg et al. 2002; Trupiano et al. 2014; Hortobagyi et al.
2017). These stressful conditions, combined with high seedling densities (more than 100
individuals per square meters) allows facilitation processes to occur through niche construction
(Corenblit et al., 2009; Hortobagyi et al., 2018). Facilitation is defined as ‘an interaction in
which the presence of one species alters the environment in a way that enhances the growth,
survival and reproduction of a second species’ (Bronstein (2009) page 1160), a definition which
is also valid when considering different genotypes of the same species (Mclntire & Fajardo,
2014). In this case, facilitation is enhanced by niche construction: individuals trap sediments
which result in a massive deposit of sediments and also organic matter. These deposits create
sheltered downstream habitats that are favourable for poplar growth (Francis et al.,
2009)(Francis et al., 2009; Corenblit et al. 2009, 2014, 2016) even if individuals compete with

each other.

Scaling up from patches of seedlings to patches of five-year old is coupled with a
reduction in density and an increase in patch area (Table 2). During this scaling, the ZOlI
increases as well. A given individual will interact with individuals located further away as its
ZOl expands (Fig. 3). Intra-specific facilitation is supposed to be a major driver at the
establishment stage for P. nigra because in densely populated recruitment patches each
individual benefits from the presence of others in relation with biomechanical protection and
sediment trapping (Barsoum, 2002; Corenblit et al. 2014; 2018). We have shown that some
individuals are highly related within our patches of seedlings. Thus, interactions between
related individuals can take place at the end of the first growing season or during the second
growing season. These related individuals could potentially correspond to the highly related

individuals we found in five-year old patches (Mazal et al. 2021).

Positive interactions, when directed towards related individuals via kin selection, could
lead to a selective thinning of unrelated individuals and the appearance of the FSGS we found
in the five-year old cohorts (Fig. 3). Many studies have reported preferential help toward related
individuals mostly in forbs including Trifolium repens (Lepik et al., 2012), soya beans (Murphy
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et al., 2017; Li et al., 2018), rice (Yang et al., 2018), Glechoma hederacea (Goddard et al.,
2020) and Pisum sativum (Pezzola et al. 2020). This has been interpreted as kin recognition,
i.e., the ability for plants to distinguish related individuals from unrelated ones and prevent
negative interactions with related individuals (see review Ehlers & Bilde, 2019). As a
consequence, density-dependent, biotic interaction processes may alter the FSGS of plant
populations generated by dispersal. In our case, kin-oriented interactions would increase the
probability that at least one individual of a group of locally dominant or better adapted related
genotypes will survive better (Fig.4), grow and reach sexual maturity by the mean of
biomechanical protection, sediment/organic matter trapping and the reduction of competition
(Hortobagyi et al., 2018).
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Fig.3. Evolution of the different cohorts. D, density (inds/m2); A, area (m?); ZOI, mean zone of
interaction of individuals (min-max in metres) are represented by the red dashed circle. Letters
represent different individuals from the same family (i.e., four families W, X, Y and Z). On the
right is represented the gradient of density (from high to low), type of interactions (from

negative to positive and back to negative) and stress level (stressful to favourable).
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However, biotic interactions are likely to change over life stages, especially when the
environment changes as well. As the niche construction processes change the environmental
condition from stressful to more favourable conditions, the type of interactions change as well.
After a few years, because habitat conditions improves and the site gets less exposed to floods,
competition becomes the major interaction between poplars. Consequently, several
neighbouring (and thus related) individuals die, leading to the loss of FSGS in the older stages
(10 to more than 20 years old cohort). That would imply that, at the colonization stage, poplars
expressed a competitive-ruderal strategy (sensu Grime 2006) based on cooperation with
reduced competitive traits among related individuals in exposed patches followed by increased
competitive traits expression as habitat conditions improve through niche construction. In
addition, the thinning process in maturing forests may change their genetic composition and
structure by removing groups of siblings (Yoda et al. 1963; Harper 1977). Self-thinning tends
to significantly reduce the density of trees growing very close to one another, and we showed
that the average distance between individuals increases with cohort age, resulting in a lower

density in older cohorts (see also Corenblit et al. 2016).

Alternatively other studies have not been able to identify kin recognition and came to
different conclusions. Differences in competitive ability in Arabidopsis thaliana provide an
explanation for the differences in growth between related and unrelated individuals (Masclaux
etal., 2010; Simonsen et al., 2014). In A. thaliana again, phenotype-matching (i.e., a mechanism
by which individuals may be able to identify kin) has been proposed as an alternative hypothesis
to explain differences in aerial growth (Till-Bottraud & de Villemereuil (2016) commenting on
Crepy & Casal 2015). In our case, the FSGS detected for five-years-old cohort (Mazal et al.
2021) could from the strong and extremely localized environmental pressures (i.e.,
environmental filtering) that generally occur on alluvial surfaces. Overall, the black poplar can
be considered as a species composed of highly plastic “general purpose genotypes” and can
cope with a wide variety of stresses (Chamaillard, 2011; Hortobagyi et al. 2018). More
precisely, in the case of a severe drought (Garavillon-Tournayre et al., 2018), only the most
adapted genotypes would survive. If drought resistance is shared by related individuals (e.qg.,
from the same mother tree) then strong selection for drought resistance will result in related
individuals being selected as well. At short distances, this would lead to an over-representation
of specific resistant genotypes which share the same ancestry and could explain the appearance
of FSGS at the five-year-old stage (Fig. 4).
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Fig.4. Possible scenarios of evolution of FSGS, with or without kin selection. In the kin
selection theory framework, both with and without initial FSGS at the seedling stage (<1 year),
positive interactions between related individual can lead to FSGS at the 5-10 years stage. At
the older stage (>10 years) self-thinning and competition lead to the loss of FSGS. When
considering environmental filtering instead of kin selection, with initial FSGS, strong selection
on the most adapted genotypes can both cause FSGS to appear and prevent the emergence of

FSGS. Again, self-thinning and competition lead to the loss of FSGS at the older stages.

Concluding remarks

Few studies have linked intra-specific interactions and the pattern of SGS and FSGS
within plant populations (Segovia et al., 2015; Fajardo et al., 2016). To our knowledge, it is the
first time a study assessed the FSGS for trees at the scale of a centimetre and across different
cohorts. This enabled us to estimate (i) the way in which seeds dispersed and (ii) the evolution
of intra-specific interactions through P. nigra establishment on alluvial bars. We propose that
the evolution of FSGS is closely related to intraspecific interactions. These interactions are also
dependent on the stress level and can change (i.e., from positive to negative) in time thus
impacting the density of individuals per patch. Therefore, a change in the type of interaction
can lead to the emergence or loss of FSGS. The study of FSGS through time from dispersion
to mature stands can be a valuable tool to understands and monitor intra-specific interactions.

Our diachronic study offers a strong indication that for long lived species such as P. nigra, the
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type of interactions is dependant of the initial pattern of seed dispersal and that it may change
in relation to the level of stress. A cohort monitoring approach from establishment to the mature
stage would truly validate our results and would be promising for understanding how riparian

successions unfold.
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5. Perspectives sur I’étude de la SGS

5.1. Limites dans les études de SGS en populations naturelles

La principale limite de ces travaux portant sur la SGS réside dans le fait que les cohortes
étudiées ne sont pas composées des mémes individus suivis au cours du temps. Dans nos deux
études, chaque cohorte étudiée correspond a des évenements de colonisation distincts. Ainsi, il
est difficile d’établir des liens directs entre les processus biologiques proposés, c¢’est-a-dire les
types d’interactions, et la présence ou ’absence de SGS observée au sein des différentes
cohortes. La SGS significative observée dans la cohorte des jeunes arbres de 5 ans (article 1)
pourrait étre le vestige d’une dispersion singuliére d’individus apparentés ; une branche avec
des graines qui tomberaient d’une plante mere, ou un paquet de graines issues d’une méme
plante mére qui s’aggloméreraient lors de la dispersion dans 1’eau et germeraient ensemble sur

le banc.

5.2. Etudier la sélection de parentéle chez les espéces longévives en populations

naturelles grace a des suivis de cohortes

Ces études nous amene a penser que la SGS pourrait étre un outil pour rechercher in situ des
especes candidates chez lesquelles les individus sont susceptibles d’entretenir des interactions
positives. Les études de la SGS en populations naturelles pourraient fournir de préecieuses
indications sur la présence et la localisation d’individus apparentés. Dans ce chapitre, j’ai étudié
la SGS chez le Peuplier noir en populations naturelles en échantillonnant différentes cohortes.
Or, comme évoqué précédemment, la principale limite de ces travaux sur la SGS réside dans le
fait que les cohortes étudiées ne constituent pas un suivi des mémes individus au cours du temps.
Ce biais reste un frein pour établir un lien solide entre 1’évolution de la SGS et les interactions
entre les individus. Pour écarter ce biais et rendre, il conviendrait de réaliser le suivi de plusieurs
cohortes dans le temps. Ceci demanderait de repérer et de suivre les mémes individus depuis
leur implantation sur les bancs alluviaux jusqu’au stade adulte, et demanderait alors un gros
effort de suivi. Il faudrait également génotyper tous les individus d’une cohorte, étudier la SGS,
et suivre 1’évolution de la SGS tout au long de la vie des individus. De plus, il conviendrait
également de suivre les cohortes dans des localisations, si possible sur une un gradient de
conditions environnementales, car il est possible que le type d’interactions varie en fonction
des stades de vie et des conditions environnementales. Il serait possible d’observer des
interactions positives dans certaines cohortes et dans certains milieux mais pas dans d’autres.

Les changements de type d’interactions suggérés dans ces deux articles pourraient n’avoir lieu
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que localement et & certains moments lorsque certaines conditions sont réunies : une densité
d’individus suffisante permettant la facilitation, la présence de suffisamment d’individus
apparentés, une construction de niche efficace et bien évidemment des événements destructeurs
(crues, sécheresse) présents mais pas trop intenses ni trop fréquents. L’évolution de traits de
coopération par voie de sélection de parentéle ne serait alors qu’une possibilité parmi d’autres
pour décrire et expliquer le processus de colonisation du Peuplier noir. Ce type d’approche par
suivi de multiples cohortes semble le plus approprié pour le suivi de la SGS des especes a
longue durée de vie, chez lesquelles le type d’interactions est susceptible de changer au cours
du temps, en fonction des conditions environnementales et des modifications du milieu

effectuées par les individus eux-mémes.
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Chapitre 111 : Construction de niche et sélection de parentele chez le

Peuplier noir en conditions naturelles

1. Contexte

La construction de niche est le processus par lequel les organismes modifient leur propre niche
écologique par leurs actions sur 1’environnement (Odling-Smee et al. 2003). Le Peuplier noir
est une espece ingénieur d’écosystéme dans la phase initiale de développement des foréts
riveraines. Il a été démontré qu’il tend, avec d’autres espéces de la famille des Salicacées
comme les saules (Salix spp.), a stabiliser les bancs alluviaux gréace a ses racines et a piéger de
grandes quantités de sédiments fins (Figure 10), de matiére organique et de nutriments avec ses
parties aériennes (Corenblit et al. 2009). 11 est a ’origine de la formation d’iles fluviales et de
plaines alluviales (Corenblit et al. 2014). Des interactions réciproques entre les peupliers et le
milieu hydrogéomorphologique sont également a 1’ceuvre (voir modele biogéomorphologique
détaillé dans le Chapitre | partie 2, figure 2). En orientant la construction des formes fluviales,
le Peuplier noir améliore ainsi ses chances de survie et de reproduction sexuée en diminuant
I’intensité des contraintes mécaniques pendant les crues et des stress hydriques pendant les

étiages.

Figure 10. Illustration du piégeage sedimentaire par de jeunes Peuplier noirs sur un banc
alluvial de la riviére Allier. L’accumulation de sédiments fins entourée en rouge est située
immédiatement a 1’aval des individus isolés indiqués par des fléches. La fleche bleue, indique

le sens du courant. (Photo B. Hortobagyi).
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Pour parvenir a construire leur niche, les Peupliers noirs doivent étre nombreux. Sur les
bancs alluviaux exposés aux crues, les Peupliers noirs survivent et poussent mieux en forte
densité. Cette observation indique que les individus entretiennent des interactions positives
comme la facilitation. La facilitation est une interaction positive indirecte qui résulte souvent
de la modification de I’environnement immédiat d’un individu, comme un effet d’ombrage ou
de protection face a une contrainte environnementale, et qui bénéficie aux individus voisins.
L hypothese du gradient de stress (Bertness & Callaway 1994), mentionnée dans le chapitre
précédent, stipule que la facilitation peut remplacer la compétition en conditions de stress. Ici,
la présence de nombreux Peupliers noirs réduit les forces d’arrachement et permet une meilleure
rétention des sédiments, de I’humidité et des nutriments ce qui entraine une meilleure survie.
Lorsque la facilitation a lieu entre individus d’une méme espéce, les interactions deviennent
symétriques et bénefiques pour tous, car les individus présentent des besoins similaires. La
facilitation, si elle est directe et symétrique devient bénéfique pour les individus et correspond
a de la coopération (voir Chapitre I). De plus, j’ai pu montrer grace aux études de SGS (Chapitre
IT) que ’on retrouve des individus apparentés dans les premiers stades de colonisations. La
présence d’individus apparentés associée aux effets de la facilitation suggérerait que des
interactions positives sont possibles entre individus apparentés. Ainsi, la construction de niche
chez le Peuplier noir pourrait étre rendue possible par de la facilitation, voire par de la
coopération entre individus apparentés. Si ces interactions positives viennent a étre demontrées
entre individus apparentés chez le Peuplier noir, alors cela laisse entrevoir la possibilité d’une

construction de niche par voie de sélection de parentéle, ce qui n’a encore jamais ¢t¢ démontré.

2. Objectifs

L’objectif de ce second chapitre était double. Il s’agissait, d’une part, de mettre en
¢vidence de manicre formelle la construction de niche, ce qui n’a encore jamais ¢été fait, et,
d’autre part, de déterminer dans quelles conditions on trouve de la construction de niche. Nous
avons notamment intégré 1’apparentement entre individus comme facteur. Les deux hypothéses

testées étaient les suivantes :

- La construction de niche est observée en forte densité car les individus accumulent les
sédiments et changent leur environnement local plus efficacement qu’en faible densité.
- Les groupes d’individus apparentés construisent leur niche plus efficacement que des

groupes d’individus non-apparentés via des interactions positives comme la
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coopération, voire I’altruisme. De plus, dans les situations les plus exposees et les plus
contraignantes a cause des stress mécanique (en amont des bancs alluviaux) et hydrique
(¢loigné ou trop en hauteur par rapport au chenal), on s’attend a une plus forte
coopération entre les individus apparentés et une plus forte compétition entre les

individus non-apparentés que dans des situations moins exposees.

L’expérience décrite ci-aprés n’a pas abouti et nous n’avons pas pu répondre aux questions
posées. Toutefois, je propose quand méme de décrire le matériel et méthode mis en place et

de revenir sur les raisons qui ont amené a la destruction de 1’expérimentation

3. Matériels et méthodes

3.1. Site d’étude

Le site d'étude, situé le long du cours inférieur de la riviere Allier dans la Réserve
Naturelle Nationale du Val d'Allier (RNNVA), est le méme que celui ou nous avons étudié la

SGS au chapitre précédent (Chapitre 11).

3.2.Description du plan expérimental

12 parcelles expérimentales ont été implantées sur trois bancs alluviaux (Figure 12). Les

parcelles étaient divisées en deux sous-parcelles (Figure 11) composées de :

- un groupe de 10 individus génétiquement apparentés (Ap) ;
- un groupe de 10 individus génétiquement non-apparentes (N-A) ;
- trois rangées de 7 paires d’individus (=21 paires) intercalés entre les groupes Ap et N-

A ; pour évaluer la capacité compétitive des génotypes les uns par rapport aux autres.

Ce dispositif permet de comparer 1’effet construction de niche (zone d’accumulation en
pointillés jaunes sur la figure 11) selon la taille du groupe, a savoir entre les paires d’individus
et les groupes de 10 individus. Au total, notre dispositif comprenait 12 parcelles et 24 sous-
parcelles réparties sur les 3 bancs (Figure 12). Les sous-parcelles étaient délimitées a leurs
quatre coins par des fers a béton de 50cm, enfoncés dans le substrat. Les distances entre les
individus, entre les groupes et entre les paires ont été estimées grace aux observations sur le
terrain et aux travaux précedents sur I’observation des accumulations sédimentaires par les

Peupliers noirs en aval de leur position (Hortobagyi et al. 2018). La distance (20cm) entre les
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individus au sein des groupes d’apparentés et de non-apparentés correspondait a un bon
compromis entre les deux individus et I’espace nécessaire pour se développer. Les paires ont

éteé alignées par rapport au sens du courant pour éviter que la trainée sédimentaire induite par

la paire amont ne se dépose sur la paire en aval.

Amont
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Figure 11. Représentation schématique d’un bloc expérimental utilisé dans notre dispositif. En
gris, les seéries de paires (21 par bloc) pour le controle de 1’effet compétiteur et de la construction
de niche. En vert, le groupe de 10 individus apparentés entre eux, les nuances de verts représente
le gradient d’apparentement entre individus. En multicolore, le groupe de 10 individus non-
apparentés entre eux. L’ovale en pointillés jaunes représente 1’accumulation sédimentaire
attendue dans les groupes de 10 individus a la suite de 1’effet de construction de niche au bout

d’un an.

Nous avons utilisé deux groupes d’individus apparentés appelés famille A et B. Chaque
famille était composée d’individus qu’on ne retrouvait pas dans 1’autre famille. Nous avons
placé la famille A dans le premier bloc d’une parcelle et, la famille B dans le second bloc de la
parcelle. Le groupe de non-apparentés était constitué d’individus différents des familles A et B
et était le méme a chaque fois dans les deux blocs d’une parcelle. Les paires ont été constitués
de telle maniére que chaque génotype (c’est a dire les individus) était confronté a trois autres
génotypes différents par parcelle. Les trois autres génotypes auxquels étaient confrontés ce

méme génotype était différents entre parcelles. Le nombre d’individus disponibles ainsi que

87



I’espace nécessaire pour toutes les combinaisons possibles entre génotypes ne nous permettait
pas de tester toutes les combinaisons de génotypes deux a deux. Ainsi, les paires ont été

constitués au hasard et leur emplacement au sein des 12 parcelles a été randomise.

Le matériel biologique utilisé dans cette expérimentation était des boutures issues des
individus précédemment génotypés dans 1’¢étude de la SGS (chapitre I1). Les arbres sur lesquels
les boutures ont été prélevees ont été sélectionnées selon leur degré d’apparentement afin de
constituer les deux familles A et B ainsi que le groupe de non apparentés. Afin de regrouper les
individus les plus apparentés entre eux pour constituer les deux familles, nous avons dans un
premier temps effectué une analyse de vraisemblance a 1’aide du logiciel COLONY (Wang
2004 ; Wang & Santure 2009 ; Jones & Wang 2010). Pour chaque paire d’individus
échantillonnés, COLONY calcule la probabilité que deux individus soient des demi-
fréres/sceurs (un parent en commun), ou des pleins freres/sceurs (deux parents en commun).
Aprés avoir identifie les demi-freres/sceurs, nous avons constitué des « noyaux familiaux » pour
les deux familles A et B. Puis, grace au coefficient d’apparentement entre toutes les paires
d’individus obtenus via le logiciel SPAGeDi (Hardy & Vekemans 2002), nous avons pu
compléter les « noyaux familiaux » avec les individus restants le plus pour arriver a 10 individus
par famille. L’apparentement moyen de chaque famille est donné dans le Tableau 2. Le groupe
d’individus non-apparentés a été constitué en prenant les individus les moins apparentés de
I’échantillonnage. Le coefficient d’apparentement de Loiselle utilisé (Loiselle et al. 1995) est
estimé par rapport a la moyenne de la population, ce qui explique pourguoi on obtient une valeur

d’apparentement négative pour ce groupe (Tableau 2).

Tableau 2. Tableau d’apparentement moyen des groupes d’individus apparentés (familles A et

B) et non-apparentés constitués pour la mise en ceuvre de 1I’expérimentation.

Famille A Famille B Non-Apparentés

Apparentement moyen
(Loiselle etal. 1995)

0.1535 0.1379 -0.0236

Pour chaque individu des familles A et B, nous avions besoin de 48 boutures : une

bouture pour chacune des 12 parcelles + 36 boutures pour constituer les paires (un individu était
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retrouvé dans trois paires dans chacune des 12 parcelles). Pour les individus du groupe de non-
apparenteés, il nous fallait plus de boutures (60) car ce groupe de non-apparentés était le méme
dans tous les blocs. Au total, nous avons collecté et préparé un total de 1440 boutures. Les
boutures de 50cm de long ont été prélevées a la mi-mars 2018, enveloppées dans du papier
humide et stockées dans des sacs hermétiques en chambre froide a 4°C. Pour chaque bouture,
le bourgeon terminal a été retiré, sauf dans le cas ou c’était le seul disponible. Cette précaution
relative aux bourgeons était importante car il fallait qu’a la reprise de croissance les boutures
présentent une architecture branchiale similaire pour ainsi disposer de capacités de piégeage de
sédiments similaires. Avant leur plantation, les boutures ont été retaillées a la longueur de
40cm et plantées de 30cm dans le substrat. Le diameétre basal de chaque bouture a été mesuré
ainsi que le nombre de bourgeons au-dessus du collet artificiel au ras du sol ont été noté pour
servir de covariables dans les analyses des données de croissance. Les boutures ont été mise en
place dans les blocs a la fin du mois de juin 2018. Pour leur plantation, les boutures ont été

enfoncees dans le substrat en forant au préalable un trou et ont été arrosées immediatement.

La disposition des 12 parcelles sur les trois bancs avait pour objectif de capturer un gradient
de conditions environnementales. Le gradient de stress méecanique était obtenu en disposant les
parcelles d’amont en aval sur les bancs. Les parcelles situées a I’amont étaient les plus exposées
aux crues et a la contrainte mécanique li¢e a I’écoulement par rapport a celle placées a I’aval.
Le gradient de stress hydrique était obtenu en disposant les parcelles selon un gradient proche
du chenal — éloigné du chenal. Les parcelles proches du chenal bénéficiaient d’une condition
hydrique plus favorable que les parcelles plus éloignées car plus proche de I’eau et de la nappe
alluviale. Ces stress, qui modulent probablement les interactions entre les individus (suivant
hypothése du gradient de stress de Bertness & Callaway 1994) étaient importants a intégrer
dans notre schéma expérimental car suspectés de moduler le type d’interaction entre individus.

Le choix de I’emplacement des parcelles a été fait selon plusieurs critéres :

- absence d’embacles a I’amont, qui auraient perturbé 1’écoulement et I’accumulation
sédimentaire par les individus ;

- absence de végétation susceptible d’interagir avec la croissance des boutures, en
particulier d’autres Peupliers noirs ;

- substrat de surface homogéne (texture et granulométrie) sur I’ensemble de la parcelle ;

- topographie homogene et la plus plane possible.
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Figure 12. Localisation des parcelles (couleur différentes) et des blocs (couleurs identiques)

sur les trois bancs alluviaux de la RNNVA.
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Toutes les parcelles étaient géolocalisées grace aux coordonnées GPS des fers a bétons
délimitant chaque bloc (GPS Trimble GEO7X™ centimétrique). Le niveau de la nappe
alluviale dans chaque parcelle a été suivi a 1’aide de piézometres (HOBO U20 Water Level
Logger) enfoncés de 3m dans le sol. Les variations de température au niveau du sol ont été
suivies avec des enregistreurs autonomes (HOBO data logger Pendant UA Temp/Alarm)
positionnés entre les deux blocs de chaque parcelle. Afin de quantifier I’accumulation de
sédiments faisant suite au piégeage par les Peupliers noirs, nous avons réalisé juste avant la
plantation des boutures, une modélisation 3D de la surface des blocs. La méthode employée
était la suivante : pour chaque bloc, a I’aide d’une caméra GoPro™ sur une perche a 2.5m de
hauteur (pour disposer ainsi d’un grand angle), nous avons pris une série de photographies.
L’ensemble des photographies ont ensuite été analysées par photogrammeétrie multi-images
avec le logiciel Metashape™, Cette analyse nous aurait permis d’obtenir un modele numérique
de terrain 3D pour chaque bloc. La méme opération devait étre répétée juste apres les périodes
de submersion, périodes durant lesquelles 1’accumulation de sédiments par les individus était
possible. Nous avions également mesure la texture et la granulométrie du substrat de surface
dans chaque bloc. En effet, la construction de niche pourrait impliquer un changement de
granulométrie en surface ; un substrat grossier au départ laisserait la place a un substrat plus fin
gréce a I’accumulation de sédiments fins par les Peupliers noirs. Ces échantillons de substrat
ont été analysés par analyse d’images sur le logiciel ImagelJ (version 1.52) pour les plus grossier
et au granulometre laser pour les échantillons les plus fins. Ainsi, a la fin de I’expérimentation
nous aurions quantifié le piégeage sédimentaire par les peupliers et la modification de la
topographie locale rendant compte de la construction de niche réalisée par les individus. De
I’implantation jusqu’a la fin de I’expérimentation (durée = 2 ans) nous avions planifié de suivre
a intervalle régulier : la survie des individus, leur hauteur et diameétre au collet et le nombre et
la disposition des branches (branching pattern). L’apparition d’une végétation secondaire aurait
également été notée, quantifiée (% de recouvrement et densite) et qualifiée (taxons présents). Il
était également prévu de mesurer le ratio C/N des individus implantés sur site en prélevant des

échantillons de feuilles.

4. Retour d’expérience et perspectives

Finalement, cette expérimentation n’a pas pu étre menée a son terme a cause d’une succession
imprévisible d’événements climatiques extrémes. Il y a d’abord eu un important retard

d’implantation des individus (initialement prévu en mai) a cause des hauts niveaux d’eau du
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printemps 2018 et qui ont perduré jusqu’a fin juin 2018 (Figure 13). Puis, immédiatement apres
la plantation, les hauts niveaux d’eau ont laissé place a une importante sécheresse (jusqu’a 50°C
enregistré sur les bancs alluviaux) ce qui a entrainé la mort de plus de la moitié des boutures a
la fin de 1’été 2018. Enfin, en novembre 2018, une crue d’intensité modérée (Figure 13) a fini

par emporter les derniers survivants de la sécheresse.

Afin de limiter les risques évidents pris lors de cette expérimentation, nous avions pris
soin de disposer des parcelles proches et éloignées du chenal, et également d’en disposer a
I’aval et a I’amont. Ainsi, avec des parcelles réparties sur les différents gradients, nous espérions
qu’un nombre suffisant d’individus puissent s’établir. Des crues modérées ¢€taient attendues et
méme nécessaires pour espérer observer la construction de niche par les Peupliers noirs. Par
conséquent, une certaine mortalité au sein de nos parcelles était effectivement attendue. En
revanche, j’attendais une survie des individus bien enracinés. Néanmoins, dans notre cas, aucun
des individus plantés n’étaient suffisamment bien enracinés pour résister une crue faible ou
moderée. La sécheresse a été le facteur déterminant dans 1’échec de cette expérimentation Elle
explique certainement la faiblesse de I’enracinement observée ainsi que le faible
développement des individus. L’effet de la sécheresse a aussi ét¢ accentué par le fait que les
boutures n’ont pas pu étre plantées a la date prévue a cause d’une hauteur d’eau trop importante
et trop longue. Les boutures ont probablement patienté trop longtemps au frais. De plus, lors de
la plantation, elles sont passées d’un milieu humide et froid (4°C) a un milieu sec et chaud (plus
de 40°C) en I’espace de quelques heures. Le contraste extréme entre les deux environnements
a probablement étre était préjudiciable pour la survie des boutures. En outre, les boutures
n’étaient pas toutes de « qualité » équivalente sur le plan de la vigueur de la croissance et de la
résistance physiologique aux stress. Certaines ont été prélevées sur de jeunes individus en pleine
croissance (environ cinq ans) et d’autre sur des arbres plus agés (au moins 20 ans). Cet effet a
pu étre observé car la grande majorité des boutures qui ont réussi a s’implanter étaient issues
d’individus jeunes. De plus, les boutures n’ont probablement pas eu le temps de développer un
systéme racinaire suffisamment important pour assurer I’ancrage, 1’accés a I’eau et la collecte

de ressources.
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Figure 13. Hydrogramme de la station de Chéatel-de-Neuvre (1km en amont de notre site
d’étude) sur la période 2017-2019. Les fleches rouges indiquent les mises en place des parcelles

et des boutures ainsi que la destruction de 1’expérimentation par une crue en novembre 2018.

D’un point de vue méthodologique, I’utilisation de boutures représentait la solution la
plus pratique. Bien que la récolte et la préparation des boutures ait été parfois compliquée, les
boutures permettent une implantation efficace sur le terrain a condition que les conditions soient
clémentes. Pour le test de la construction de niche, I’utilisation de boutures ne présente pas
d’inconvénients car la morphologie des boutures est trés semblable a la morphologie des
individus agés d’un ou deux ans issus de graines. En revanche, 1’utilisation de boutures présente
des inconvénients pour le test de I’hypothese de la sélection de parentele. Cette hypothese
repose sur I’estimation des cofits et des bénéfices pour les individus ainsi que d’une mesure de
leur fitness respectives. Or, par défaut, toutes nos boutures n’avaient pas la méme fitness car,
comme dit plus haut, elles n’étaient pas toutes de méme « qualité ». De plus, la plantation et le
succes d’implantation des boutures en conditions naturelles présentent de trop nombreuses
inconnues pour estimer de maniére fiable la valeur sélective des individus et in fine les codts et

bénéfices des interactions.

93



Encore aujourd’hui, il n’existe aucune expérimentation en condition naturelle qui teste
I’hypothéese de la construction de niche combinée a celle de la sélection de parentele. L’enjeu
était donc important. Pour finir, bien que ce type d’expérimentation soit original et pertinent, je
ne recommanderai pas de recommencer une telle expérimentation a I’identique. En particulier,
le test rigoureux de I’hypothése de la sélection de parentéle ne me parait pas possible dans de
telles conditions. En milieu riverain, les aléas sont trop importants et représentent un risque trop
grand au vu des efforts que demande la mise en place d’une telle expérimentation. La

construction de niche a jusqu’ici été étudiée sur la base d’observations empiriques.
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Chapitre IV : Etude en conditions controlées de la reconnaissance de

parentéle chez le Peuplier noir

Dans le chapitre 11, j’ai mis en évidence la présence d’une SGS significative dans la cohorte des
jeunes individus de Peupliers noirs qui poussent dans un environnement difficile. Ce résultat
indique qu’en conditions naturelles, des individus apparentés sont retrouves proches les uns des
autres. De plus, 1’évolution de la SGS observée dans les différentes cohortes étudiées, couplée
a la réduction de I’intensité des stress au long des stades de vie (dans ce cas grace a la
construction de niche), suggérent que des interactions positives telles que la facilitation et la
coopération pourraient jouer un role dans 1’établissement des individus sur les bancs alluviaux.
Il existe donc un faisceau d’indices qui laissent penser qu’il peut exister chez le Peuplier noir
de la reconnaissance de parentele. C’est ce faisceau d’indices qui m’a poussé a rechercher
I’existence de reconnaissance de parentele chez le Peuplier noir dans une série
d’expérimentations en conditions controlées. Dans ce chapitre, je présenterai différentes

expérimentations qui ont permis d’étudier :

- la croissance en fonction de I’apparentement et d’une carence hydrique ainsi que
I’absorption d’azote en fonction de I’apparentement (article 3).

- lestransferts de nutriments entre apparentés gréace a la méthode du « cotton-wick » (mais
qui n’a pas permis d’obtenir des résultats exploitables).

- le développement et I’architecture racinaire d’individus en fonction de I’apparentement

grace a un dispositif appelé rhizotron.

1. Croissance et absorption d’azote en fonction de I’apparentement

De plus en plus d’études mettent en avant les capacités des plantes a moduler leur phénotype et
a modifier I'allocation des ressources entre individus de la méme espéce, notamment en fonction
de I’apparentement avec leurs voisins (voir chapitre I). Dans le cas d'interactions négatives entre
individus, I’hypothése de la partition de niche prédit une compétition accrue entre individus
apparentés, car ils possedent et utilisent la méme niche écologique. Toutefois, de nombreuses
études ont fait état d'interactions positives entre individus apparentés et ont proposé comme
interprétation la reconnaissance de parentéle, c’est-a-dire la capacité pour les individus de

distinguer les individus qui leurs sont apparentés de ceux qui ne le sont pas (Chapitre 1). Chez
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des especes a longue durée de vie, comme le Peuplier noir, il est difficile d’estimer la valeur
sélective des individus car la production de descendants arrive tardivement dans le cycle de vie.
Pour ces espéces, la mise en évidence de la plasticité phénotypique pour la croissance, ou pour
des traits physiologiques tels que 1’absorption de nutriments, en fonction de 1’apparentement,
permettrait de conclure a de la reconnaissance de parentéle. La mise en évidence de la
reconnaissance de parentéle chez une espece permettrait alors de rendre pertinente la recherche
d’éventuelles interactions positives, telles que la coopération ou I’altruisme et permettrait ainsi

d’envisager une évolution des traits de coopération par la sélection de parentele (Chapitre I).

La réponse des individus a la disponibilité des ressources du sol peut varier selon la
nature des nutriments. Par exemple, les quantités et les formes d'azote disponibles dans le sol
influencent fortement la compétition entre les individus et contribue a la coexistence des
espéces (McKane et al. 2002 ; Xu et al. 2011 ; Gao et al. 2014). Certains auteurs suggerent
méme que les capacités d'absorption des nutriments par les individus peuvent étre utilisées pour
identifier la reconnaissance de parentele (Li et al. 2018a). L’abondance des nutriments et plus
particulierement de 1’azote peut également moduler la réponse des individus en fonction de
I’apparentement. (Li et al. 2018a ; Pezzola et al. 2020). L’azote est un élément essentiel a la
croissance et au fonctionnement métabolique des plantes, ce qui explique que la modification
de sa disponibilité peut avoir un impact majeur dans les interactions qu’entretiennent les
individus. L'azote a eté proposé comme un nutriment idéal pour examiner les interactions au
niveau des racines (Zhang et al. 2016). Pourtant, peu d'é¢tudes ont examiné I’acquisition de
nutriments chez des individus cultivés en présence d’apparentés ou de non-apparentés (Zhang
et al. 2016 ; Li et al. 2018a). Zhang et al. (2016) ont observe que chez le sorgho (Sorghum
vulgare), les individus en présence de non-apparentés ont augmenté significativement leur
croissance racinaire mais pas leur absorption d’azote par rapport aux individus qui grandissent
avec des apparentés. Inversement, chez le soja (Glycine max), en présence de non-apparentés,
les individus n’ont pas augmenté leur croissance racinaire mais ont augmenté leur absorption
d’azote par rapport aux individus en présence d’apparentés. Les auteurs concluent qu’en se
basant sur la biomasse, la reconnaissance de parentéle est a I’ceuvre, et qu’en se basant sur
I’absorption d’azote, c¢’est I’hypothése de la partition de niche qui permettrait d’expliquer leur
résultats (Zhang et al. 2016). Cette étude permet de concevoir que ces deux cadres conceptuels
classiquement utilisés (c’est-a-dire la reconnaissance de parentéle et la partition de niche)
peuvent agir simultanément sur différents traits (ici la biomasse et I’absorption d’azote) et

peuvent tous les deux expliquer les résultats d’interaction entre individus apparentés. Dans une
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autre étude, Li et al. (2018a) ont trouvé des résultats contrastés lorsqu’ils se sont intéressés aux
différences d’absorption des nutriments en fonction de I’apparentement chez quatre espéces
différentes. Les auteurs considérent que chez le soja la réduction de I'absorption de nutriments
entre individus apparentés, par rapport aux individus non-apparentés, indique de la
reconnaissance de parentéle. A I’inverse, chez I’Iris tigré (Belamcanda chinensis), les individus
qui poussent en présence d’apparentés augmentent leur absorption de composeés soufrés ce qui
indique une augmentation de la compétition entre eux, contrairement a ce qui est observé entre
non-apparentés (Li et al. 2018a). Chez le Peuplier d’ Asie (Populus tomentosa), Li et al. (2018a)
concluent a la co-occurrence de la reconnaissance de parentéle et d’une compétition accrue
entre individus apparentés. En effet, les auteurs observent qu’en présence d’apparentés, les
individus présentent une augmentation de leur biomasse (témoignant d’une plus forte
compétition), mais aussi une réduction de 1’absorption du phosphate (témoignant d’une
réduction de la compétition pour ce trait) par rapport a des individus non-apparentés. Cette
étude aux reésultats contrastés, suggeére que la reconnaissance de parentéle pourrait s’observer

sur certains traits mais pas sur d’autres.

Par ailleurs, les plantes peuvent échanger des nutriments via leurs connexions a travers
le réeseau mycorhizien (Smith & Read 2008 ; Tedersoo et al. 2020). Il a été observé chez
différentes especes que des individus donneurs fournissent de I’eau et des nutriments a d’autres
individus affaiblies ou moins performantes, sans recevoir de benéfices de la part de I’individu
receveur (Montesinos-Navarro et al. 2016, 2017). Des individus interconnectés peuvent
notamment s’échanger réciproquement divers éléments tels que du carbone (Tedersoo &
Bahram 2019), du phosphore (Whiteside et al. 2019), de I’azote (He et al. 2019), ou encore de
I’eau (Bingham & Simard 2012). Les preuves du role des mycorhizes (et de maniére plus large
du microbiote) en tant que meédiateur de la facilitation par les plantes sont de plus en plus
nombreuses (Rodriguez-Echeverria et al. 2016). Il existe des cas ou la compétition laisse place
a la facilitation grace aux mycorhizes qui connectent les arbres adultes aux juvéniles de la méme
espece dans les milieux forestiers (Al-Namazi et al. 2016 ; Rodriguez-Echeverria et al. 2016).
Ainsi, les jeunes arbres plus éloignés de leurs parents peuvent étre facilités et recevoir des
nutriments de ces derniers via leur réseau mycorhizien commun (Pickles et al. 2017). Certains
auteurs suggerent que I’apparentement entre deux individus serait un facteur important pour la
mise en place d’un réseau mycorhizien, pour la communication entre individus, et pour
I’échange de composés entre individus (Dudley et al. 2015 ; Pickles et al. 2017 ; Tedersoo et

al. 2020). File et al. (2012) ont montré que la taille des réseaux mycorhiziens était plus
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importante dans les groupes d’individus apparentés que dans les groupes d’individus non-
apparentés. Ces résultats suggerent que I'échange de nutriments pourrait ainsi étre plus
important entre individus apparentés (Babikova et al. 2013 ; Plett et al. 2014). L’échange de
composés carbonés entre individus apparentés a déja été proposé comme possible mécanisme
de coopération (Pickles et al. 2017). Dans la mesure ou les mycorhizes peuvent jouer un role
dans la signalisation entre individus (Gorzelak et al. 2015), on pourrait supposer qu’elles
peuvent également intervenir dans le processus de reconnaissance de parentele entre individus
de la méme espéce (Tedersoo et al. 2020). Chez le Peuplier noir, la dynamique racinaire conduit
a la formation d'une rhizosphére dense et étendue (Gardes et al. 2003). Des interactions
symbiotiques spéecifiques ont lieu entre les espéces fongiques endo- et ectomycorhiziennes et
le Peuplier noir au cours de son cycle de vie (Doty et al. 2005 ; Gryta et al. 2006 ; Harner et al.
2011). Il est alors probable que les mycorhizes jouent un role dans la diffusion des signaux de
reconnaissance de parentele via, entre autres, le transfert d’exsudats racinaires (File et al. 2012
; Tedersoo et al. 2020). Ces différents résultats suggerent que les niches nutritives, les capacités
d'absorption des nutriments, notamment de 1’azote, et la composition de la communauté
mycorhizienne entre individus, peuvent étre utilisées comme paramétres potentiels pour

identifier la reconnaissance de parentele.

1.1.0bjectifs des expérimentations en conditions controlées

L’objectif principal des expérimentations en conditions controlées menées en 2019-2020 était
de mettre en évidence ’existence de la reconnaissance de parentéle entre jeunes individus chez
le Peuplier noir. D’aprés la littérature scientifique sur le sujet (Chapitre 1), la mise en évidence
d’une réduction de la compétition pour les ressources ou d’une diminution de I’absorption de
nutriments, indiquerait de la coopération et permettrait de conclure a I’existence de la
reconnaissance de parentele. Les études de la reconnaissance de parentéle, menées de 2019 a

2020 sur de jeunes Peupliers noirs d’un an, ont été orientées autour des questions suivantes :

(1) La croissance des Peupliers noirs cultivés en groupe varie-t-elle en fonction du niveau
d’apparentement entre les individus ? Pour répondre a cette premiere question, j’ai
comparé la croissance des individus sur la base de leurs biomasses racinaires et
aériennes seches. L’hypothése ici est, qu’en présence d’apparentés les individus

réduiraient la compétition entre eux (c’est-a-dire montreraient de la coopération).
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Jattends donc une biomasse plus faible chez les individus qui grandissent avec des
apparentés qu’avec des individus non-apparentés.

(2) La carence hydrique module-t-elle le type d’interaction entre individus en fonction de
I’apparentement ? J’ai comparé la croissance des individus cultivés en groupe
d’apparentés ou de non-apparentés en conditions de carence hydrique. L’hypothése est
que les effets observés en situation non-carenceée, sont exacerbés par la carence
hydrique. J’attends donc une plus forte réduction de la biomasse entre individus
apparentés qu’entre individus non-apparentés en situation de carence hydrique.

(3) L'absorption racinaire des nutriments est-elle affectée par I’apparentement avec les
voisins ? Afin d’y répondre, j’ai comparé les capacités d’absorption des individus en
conditions optimales d’irrigation uniquement, en fonction de I’apparentement avec les
voisins grace a I'utilisation d’azote marqué (*°N). L’hypothése testée ici est qu’en
présence d’apparentés, les individus réduisent la compétition pour I’absorption de
nutriments. Je m’attends donc a retrouver des valeurs d’absorption de nutriments plus
faibles lorsque les individus grandissent en présence d’apparentés que lorsqu’ils
grandissent en présence de non-apparentés. Dans le cas de mes études sur le Peuplier
noir, j’ai choisi d’utiliser 1’azote comme nutriment car ce dernier permet grace a un

isotope lourd (le *®N) de quantifier précisément I’absorption de nutriment.

(4) La composition des communautés mycorhiziennes differe-t-elle entre les groupes
d’individus apparentés et non-apparentés ? J’ai comparé la composition des
communautés mycorhiziennes des groupes d’individus apparentés ou non, en conditions
non stressante. L hypothése est que des individus apparentés partagent entre eux plus

de souches de mycorhizes similaire que des individus non-apparentés.

1.2. Matériels et méthodes

Nous avons étudié les interactions intraspécifiques chez des Peupliers noirs juvéniles cultivés
a partir de semis. Pour caractériser ces interactions, nous avons étudié la réponse des Peupliers
noirs en termes de croissance racinaire et aérienne et d’absorption de 1’azote dans deux
experiences distinctes. Nous avons également étudié la composition des communautés

mycorhiziennes qui S’associent aux Peupliers noirs en fonction de I’apparentement. Tout
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comme pour notre étude de la SGS dans le chapitre 11, nous avons ici choisi d’étudier les deux

mémes populations se développant respectivement au bord de 1’ Allier et de la Garonne.

L’étude de la croissance en fonction de I’apparentement et d’une carence hydrique et
I’étude de I’absorption d’azote en fonction de I’apparentement partagent un méme schéma
expérimental. Nous avons prélever dans chacune des deux populations, des graines de quatre
arbres meéres afin de constituer les huit familles dans nos expérimentations : familles A1, A2,
A3, A4 pour la population de I’Allier et familles G1, G2, G3 et G4 pour la population de la
Garonne. Les interactions entre Peupliers noirs ont été évaluées en cultivant quatre individus
dans des pots de 2L (12x12x20cm). Les quatre individus étaient tous distants de 2cm, avec un
individu positionné au centre du pot entouré de trois autres, appartenant soit a la méme famille
pour la modalité apparentée (p. ex. un individu de la famille Al entouré par trois autres
individus de la famille A1), soit des familles différentes pour le traitement non-apparentee (p.
ex. individu focal de la famille Al entouré d’individus des familles A2, A3, A4) (Figure 14).
Toutes les familles des deux populations ont été testées en traitement apparenté ou non-
apparenté. Nous n’avons pas effectué de melange entre Allier et Garonne, pour éviter un
éventuel biais 1i¢ aux communautés microbiennes contenues dans le sable de I’ Allier qui a été

utilisé comme substrat.

Pots d’individus apparentés Pots d’individus non-apparentés

Figure 14. Disposition des individus dans leurs pots de culture (12x12x20cm). Un individu
central est entouré de trois voisins apparentés (appartenant a la méme famille ; a gauche, méme
couleur) ou de trois voisin non-apparentés (appartenant a trois autres familles ; a droite, de

couleurs différentes). La plante focale est a 2cm de ces trois.
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Pour I’expérimentation d’étude de la croissance en fonction de I’apparentement et d’une
carence hydrique, nous avons testé les capacités de croissance intrinseque de chaque famille en
mettant en place une troisiéme modalité (témoin) ou une seule plante par pot était cultivee. Tout
ce dispositif expérimental a été dupliqué en deux traitements d’arrosage, I’un normalement
irrigué, I’autre irrigué a 20% de la capacité au champ, afin de provoquer une carence hydrique.
Nous avons placé sous chaque pot une coupelle pour isoler les pots et ainsi éviter d’éventuelles
interactions entre individus de pots différents. Chaque combinaison de traitement par famille a
été répliquée six fois, pour un total de 288 pots. Tous les pots ont ensuite été placés sous serre
et maintenus en conditions controlées (25°C, humidité 60%). Les pots ont été régulierement
randomisés pour éviter les effets de blocs dans la serre. Au bout de un an de culture (soit deux
saisons de croissance pour les arbres), nous avons évalué leur croissance racinaire et aérienne
a partir de leur biomasse seche. Pour étudier les associations mycorhiziennes en fonction de
I’apparentement, nous avons collecté des fragments de racines sur lesquels nous avons pu
observer des ectomycorhizes. Ces fragments de racines ont ensuite été envoyes a deux
collaborateurs, Amélia Bourceret et de Marc-André Sélosse (ISYEB, MNHN) qui sont en

charge I’analyse de la communauté mycorhizienne (qui est toujours en cours).

Dans [D’expérimentation visant a étudier 1’absorption d’azote en fonction de
I’apparentement, nous avons mesuré I’influx, ¢’est-a-dire 1’absorption de nutriments, ici 1’azote
pendant un temps limité, grace a de 1’azote marqué °N. Le N est un isotope lourd et stable de
I’azote naturel (**N). Il représente 0,364% de 1’azote atmosphérique. Il est facile & manipuler
pour préparer les solutions (car sous forme de poudre) et permet de realiser des
experimentations de marquage et de tracage par analyse des rapports isotopiques present dans
les plantes. Pour la mesure de I’influx, un second lot de plantes a été cultivé selon les mémes
modalités que précédemment, mais seulement en conditions d’irrigation optimale. Cette fois,
neuf réplicas au lieu de six, soit 144 pots au total, ont été utilisés. Ces six réplicas permettent
de mesurer I’influx a trois concentrations différentes : 30umol, 300umol et 1000umol (trois
réplicas par concentration) qui correspondent a des affinités pour les transporteurs
membranaires de I’azote différentes. Les détails du protocole de mesure de I’influx sont
présentés dans ’article 3, ci-aprés. La figure 15 illustre le dispositif employé et montre les
différentes étapes nécessaires a la mesure de 1’influx ; le principe générale est que les individus

sont trempeés successivement dans différents bains en fonction de la concentration testée.
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Ringage KNO,

Marquage K!’NO,

Pré-absorption KNO,

Ringage au CaSO,

30uM / 300pM } 1000pM

Concentrations

Figure 15. Dispositif expérimental utilisé pour la mesure de 1’influx. A la verticale, les deux
traits en pointillés noirs représentent la disposition des trois concentrations utilisées. A
I’horizontale, les trois traits en pointillés délimitent les quatre étapes de trempage

successivement appliquées.

1.3.Résultats et discussion

Pour I’analyse des biomasses, nous avons utilisé les individus des deux expérimentations : ceux
utilisés pour 1’étude de la croissance et ceux qui ont servi a la mesure de I’influx. Nos résultats
montrent que, de manicre globale, pour 1’ensemble des huit familles étudiées, I’apparentement
n'a pas eu d'impact significatif sur la biomasse séche (racinaire, aérienne, totale) des individus.
Comme on pouvait s’y attendre, la carence hydrique a eu un impact negatif sur les biomasses
séches des individus, mais n’a pas révélé de différences en fonction de I’apparentement. Les
plantes en traitement témoin ne présentent pas de différences significatives pour les différentes
variables de biomasse seche en fonction de la famille ce qui indique que chaque famille
possédait des capacités de croissance intrinséque similaires. Nos analyses révelent que I'effet
de la famille interagit significativement avec I’apparentement ou la condition hydrique. Cela
nous a conduit a analyser chacune des huit familles séparément. Ainsi, en condition d’irrigation
optimale, trois familles (A1, A2, G4) montrent un effet significatif de 1’apparentement pour la
biomasse totale seche.
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Dans la famille G4, les individus qui ont grandi avec individus apparentés ont des
biomasses totales séches plus élevées que lorsqu'ils sont élevés avec des individus non-
apparentés. Cela suggere qu’en présence de voisins apparentés, les individus n'ont pas limité la
compétition entre eux. L'hypothése de partition de niche permettrait alors d’expliquer les
différences de biomasses observées. Un résultat similaire est obtenus pour la famille Al.
Toutefois, nous avons pu montrer que les individus de la famille Al sont de mauvais
compétiteurs car en présence d’individus non-apparentés uniquement, ils présentent une
biomasses totale séche significativement inférieur a celles des individus des autres familles.
Lorsque les individus de la famille A1 sont en présence d’individus apparentés ils souffrent
moins de la compétition car leur voisins sont eux aussi de mauvais compétiteurs. Ainsi pour la
famille A1, nous montrons qu’une différence de capacité de compétition peut amener au méme
résultat que ce qui est prédit par I’hypothése de la partition de niche (c’est-a-dire une
compétition plus forte entre apparente). Pour la famille A2, les individus qui ont grandi avec
des apparentés présentent des biomasses totales séches plus faible que lorsqu’ils ont grandi avec
des non-apparentés. Ce résultat pourrait s'expliquer a priori par de la reconnaissance de
parentéle. Cependant, nous montrons que les individus de la famille A2 sont de bons
compétiteurs, car ils présentent des biomasses totales seches significativement plus importantes
que les individus des autres familles. Lorsqu'ils grandissent avec des individus apparentés, ils
souffrent d'une plus forte concurrence que lorsqu'ils grandissent avec des individus non-
apparentés moins compétitifs. Ainsi, pour la famille A2, I’hypothése la plus parcimonicuse est
que les capacités de compétition des individus expliquent micux que 1’hypothése de la

reconnaissance de parentele, les différences observées en fonction de 1’apparentement.

Concernant D’influx, en présence d’apparentés, les individus ont absorbé
significativement plus d’azote a 30pumol et 300pmol mais pas a 1000pumol. L’interaction entre
la famille et I’apparentement s’est averée une fois de plus significative, les résultats ont alors
également été analysés par famille. Les individus des familles A2 et A3, en présence
d’apparentés, présentaient un influx significativement plus élevé que ceux en présence de non-
apparentés. Par ailleurs, aucune de ces deux familles, ne présentaient de meilleures capacités
de compétition vis-a-vis de I’influx. Aussi, nous concluons pour ces deux familles que la
compétition pour I’absorption d’azote serait plus importante entre individus apparentés, ce qui

pourrait étre expliqué par I'hypothése de la partition de niche.

Les résultats preliminaires obtenus a la suite de 1’étude des communautés

mycorhiziennes n’ont pas révélé de différences significatives en termes de richesse ni de
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diversité spécifique (indice de Shannon), que ce soit pour les endo- ou les ectomycorhizes en
fonction de 1’apparentement des Peupliers noirs. Ainsi, une plus grande diversité génétique
entre individus (traitement non apparenté) dans un pot n’a pas entrainé une plus grande
diversification des souches mycorhiziennes. En revanche, nous aurions pu nous attendre a une
différence de composition de la communauté mycorhizienne entre les individus de 1’Allier et
de la Garonne car le substrat utilisé dans tous les pots était du sable de 1’ Allier (donc avec le
microbiote de 1’ Allier). Ce n’est pas le cas, ce qui signifie que des individus issus de populations
différentes réalisent des associations mycorhiziennes similaires a partir des différentes souches
présentes dans le sol. Les premiers résultats montrent significativement plus d’espéces endo-
mycorhiziennes chez les individus de la famille A2 poussant avec des apparentés qu’avec des
non-apparentés (Figure 16). La méme chose est trouvée pour les ectomycorhizes dans la famille
G1 (Figure 16). Des analyses plus poussées sont en cours, notamment pour déterminer les taux
de partage de souches mycorhiziennes entre paires d’individus apparentés et paires d’individus
non-apparentés. Ainsi nous souhaiterions déterminer si des paires d’individus apparentés sont
susceptibles de partager plus de souches mycorhiziennes entre elles que des paires d’individus
non-apparentés. Si oui, cela représenterait un avantage pour les individus apparentés, car une
plus grande diversité de souches partagées entre individus apparentés leur conférerait un

avantage dans la collecte des ressources du milieu.
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Figure 16. Diversité (indice de Shannon) et richesse spécifique (basé sur les unités
taxonomiques opérationnelles détecté lors du séquencage des mycorhizes) des endo- et

ectomycorhizes pour les huit familles de Peupliers noirs de 1’Allier et de la Garonne testées et
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selon les modalités d’apparentement : individus en présence d’apparentés (k) et individus en
présence de non-apparentés (s). Les lettres différentes indiquent une différence significative au
seuil de a = 0,05. Les majuscules indiquent les différences entre famille et les

minuscules indiquent des différences significatives entre traitement k et s.
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2. Article 3 (en preparation): Kin recognition in plants: a plea to consider competitive

ability.

Kin recognition in plants: a plea to consider competitive ability

Lucas Mazal, Amélia Bourceret, Dov Corenblit, Philippe Malagoli, Marc-André Sélosse,
Iréne Till-Bottraud, Boris Fumanal

Keyword

Kin recognition, Niche partitioning, intraspecific competition, phenotypic plasticity, Black

poplar.
Abstract (274 words)

Nnumerous studies have recently focused on plant-plant positive interactions in opposition to
the classic view that negative interactions between individuals (competition and niche
partitioning) are the prevailing mechanisms. Studies have interpreted the reduction of biomass
or root expansion between plants growing with kin (related individuals) compared to growing
with strangers (unrelated individuals) as an indication of kin recognition (i.e. the ability for
individuals to distinguish related individuals from unrelated ones) and possibly of kin selection
(i.e. the reduction of an individual’s own fitness to increase the fitness of relatives). However,
these interactions can shift between positive to negative depending on environmental (stress)
or biotic (e.g. microbiota) conditions. Black poplar (Populus nigra L.) is a threatened riparian
tree species growing in stressful conditions in densely populated patches on river alluvial bars.
We investigated the intraspecific interactions in early-life stages of black poplars in relation to
the relatedness with their neighbors and to a water deficit. We set up two experiments where
kin groups of seedlings were competing with related or unrelated individuals, in well-watered
and in a water deficit environment and studied their response through growth and root nitrogen
uptake. We found that individuals responded differently depending on whether they were grown
with related or unrelated individuals, and that water dificit did not change the outcomes of
interactions. Difference in competitive ability between kin groups was the most parsimonious
interpretation, thus eliminating kin recognition as an explanation. This suggests that results
obtained in kin studies must be carefully analyzed and that alternative interpretations, such as

differences in competitive ability, must be tested before concluding to kin recognition.
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Introduction

As most plants are not capable of movement, they will be in contact with their direct neighbours
throughout their lifetime. It has been shown that some species can modulate their phenotype
depending on the relatedness with their neighbours like in Cakile edentula, in which individuals
grown with related individuals reduce root growth compared to plants grown with non-related
individuals (Dudley and File 2007; Bhatt et al. 2011). For plants growing in dense patches,
investment in root biomass is commonly considered as a negative interaction (i.e. competition)
and, on the opposite, a reduction in root growth is considered as a positive interaction by
competitive avoidance (File et al. 2012). This has commonly been interpreted as kin
recognition, which is the ability for plants to distinguish related individuals. Individuals are
supposed to be able to distinguish related from non-related individuals (i.e. through kin
recognition) to either reduce competitive interference with kin (West 2002; West et al. 2007)
or disperse to avoid competition (Ronce 2007). The theoretical framework behind kin
recognition is kin selection theory. Kin selection theory (Hamilton 1964) states that an altruistic
trait can be favoured if the indirect benefits accrued by the recipient (through a gain in fitness)
outweighs the costs of the altruistic behavior if the altruist and the recipient are related. This is
summarized by Hamilon’s rule rB > C; where B and C are, respectively, the benefit to the

recipient and the cost to the altruist and, r the relatedness between the two individuals.

Several studies have investigated the outcomes of interactions between related plant
individuals and have found contrasted results (see review by Anten and Chen 2021). On the one
hand, kin recognition has been observed in forbs including Trifolium repens (Lepik et al. 2012),
soya beans (Murphy et al. 2017; Li et al. 2018), rice (Yang et al. 2018), Glechoma hederacea
(Goddard et al. 2020) and Pisum sativum (Pezzola et al. 2020). On the other hand, some studies
on kin recognition have come to different conclusions. Other confounding effects such as
phenotype matching have been proposed to explain the reduced shading of a related neighbour
through altered leaf growth in Arabidopsis thaliana Till-Bottraud and de Villemereuil (2016)
commenting on Crepy and Casal (2015). Phenotype matching is a mechanism by which
individuals may be able to identify relatives, provided that there is a correlation between
phenotypic similarity and genetic similarity (Waldman, 1988; Hare et al., 2003). Differences
and asymmetry in competitive ability have been proposed to explain the outcome of interactions
between individuals in Arabidopsis thaliana (Masclaux et al. 2010) and in Medicago lupina
(Simonsen et al. 2014). In a related species, Medicago minima, both kin recognition and

subsequent variation in competitive ability have been proposed to account for the interactions
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between individuals (Tomiolo et al. 2019). Genetic variation for traits like growth rate, resource
acquisition and allocation often results in an asymmetric competition where competitively
superior genotypes outperform their neighbours when competing for the same limiting resource
(Weiner and Thomas 1986; Weiner et al. 2009). Another framework proposed to explain the
outcomes of competition between related individuals is the niche partitioning hypothesis (File
et al. 2012). This framework predicts that related individuals overlap more in their niche use
than unrelated individuals and that competition between related individuals should be stronger
than between distantly related conspecifics (Young 1981; Milla et al. 2009). Conversely, non-
related individuals with slightly different niches may access limiting resources in a different
manner, thus reducing or avoiding competition (Silvertown, 2004).

Recent studies showed that interactions between individuals take place mostly at the
root level and that changes in root traits may occur in response to the identity of neighbouring
plants (Anten & Chen. 2021). It has been shown that plants can exhibit plastic responses and
shift resource allocations between growth- and longevity-related functions depending on the
relatedness with their neighbours (Semchenko et al. 2017). For example, trait responses to soil
resource availability associated to kin recognition may vary upon the nature of nutrients because
kin recognition could be achieved by decreasing the nutrient-uptake efficiency. The amounts
and forms of available soil nitrogen strongly influence competition between plants. Because
plants can modulate their nutrient niches based on their efficiency in nutrient uptake, it has been
suggested that nitrogen availability contributes to species coexistence (McKane et al. 2002; Xu
et al. 2016). Therefore, nutrient niches could be a possible cue for kin recognition (Li et al.
2018) and in particular, nitrogen has been proposed as an ideal nutrient to examine root
interactions when plants of the same species are grown together (Zhang et al. 2016). Moreover,
Li et al. (2018) suggested that biomass allocation and nutrient niches based on nutrient-uptake
efficiency can be used as potential parameters to identify kin recognition. Yet, few studies have
examined the effects of relatedness on nutrient acquisition traits (Zhang et al. 2016; Li et al.
2018). Zhang et al. (2016) found that individuals from Sorghum vulgare showed higher root
allocation but did not increase their nitrogen uptake when growing with strangers. Conversely,
they found that Glycine max individuals grown with strangers, increased their nitrogen uptake
but did not increase their root allocation. The authors conclude that kin selection and resource
partitioning can occur simultaneously, resulting in different competitive ability (Zhang et al.
2016). In another study Li et al. (2018) found contrasting results in relation to the uptake of

several nutrients. The authors concluded that niche partitioning occurred in Belamcanda

108



chinensis through increased nutrient niche whereas kin recognition occurred in Caesalpinia
pulcherrima through decreased sulphur uptake. In Populus tomentosa both mechanisms
occurred; Kin recognition was achieved by a decreased in phosphate-uptake efficiency, and
competition was observed by an increased root allocation.

However, interactions are affected in predictable ways by current ecological conditions
(“conditionality” concept, Bronstein 1994). For many plants, drought is an important abiotic
stress factor that can strongly modify belowground interactions (reviewed by Foxx and Fort,
2019). Under water deficit, root allocation increases, and rooting depth may also increases
(Jackson and Colmer 2005) which will modify root interactions between neighbours. Plant root
systems must optimize the uptake of several limiting resources, and it is well established that
the intensity of belowground interactions varies with the availability of soil resources the plants
compete for (de Vries and Archibald 2018). Thus, interactions between plants may be modified
in stressful or resource-limited environments (Litav and Harper 1967). The stress gradient
hypothesis predicts that different stress levels will change the type of interactions between
individuals from positive (i.e. facilitation) in stressful environments to negative (i.e.
competition) in favourable environments (Bertness and Callaway 1994). Recently, Zhang et al.
(2019) showed that in the invasive plant Alternanthera philoxeroides, interactions among
related individuals shifted from competition in its native environment to facilitation in its new
environment following its introduction. Moreover, in several species, Kin recognition responses
were triggered by stress such as nutrient availability (Li et al. 2018; Pezzola et al. 2020) and
heavy metal concentrations (Li et al. 2018). However, water availability did not trigger a

particular response toward related individuals in Glechoma hederacea (Goddard et al. 2020).

Populus nigra L. (Salicaceae) is a threatened pioneer riparian tree species occurring
along many river courses across Europe (Villar and Forestier 2006) with a good tolerance to
submersion, sediment burial and high temperatures (Chamaillard 2011). P. nigra is known to
adopt a drought avoidance strategy, underlying the role of plasticity in black poplar responses
to drought (Garavillon-Tournayre et al. 2018). Moreover, from the early stages of development,
P. nigra root dynamics leads to the formation of a dense and extensive rhizosphere (Gardes et
al. 2003). Specific symbiotic interactions take place between endo- and ectomycorrhizal fungal
species and P. nigra during its life cycle (Gryta et al. 2006; Doty et al. 2009; Harner et al. 2011).
The species is dioecious, and wind pollinated. Seed dispersal combines a wind-mediated phase
often followed by a secondary hydrochorous phase (Barrat-Segretain 1996; Karrenberg et al.

2002). The seeds are short-lived (they cannot survive more than a few weeks) and most
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generally establish in very high density on moist alluvial surfaces during water level recession
in late spring and early summer (Karrenberg et al. 2002). During their first development stages,
young black poplar individuals experience harsh conditions such as drought, submersion and
strong mechanical constrains (Vautier et al. 2016). These stressful conditions, combined with
high seedling densities (more than 100 individuals per square meter) allows facilitation
processes to occur through niche construction (Corenblit et al. 2009; Hortobagyi et al. 2018).
Facilitation is defined as ‘an interaction in which the presence of one species alters the
environment in a way that enhances the growth, survival and reproduction of a second species’
(Bronstein, 2009, 1160), a definition which is also valid when considering different genotypes
of the same species(Mclntire and Fajardo 2014). In this case, facilitation is enhanced by niche
construction: individuals trap sediments which result in a massive deposit of sediments and also
organic matter. In a previous study, Mazal et al. (2021) found a significant spatial genetic
structure in youngest cohorts (5 years-old) of P. nigra establishing on alluvial bars, indicating
that related individuals are found close to each other. This suggests that interactions between
related individuals can take place at the end of the first growing season or during the second
growing season. Positive intraspecific interactions are suspected to be a major driver at the
establishment stage (i.e. first 5 years) in densely populated recruitment bands or patches of P.
nigra (Barsoum 2002; Corenblit et al. 2014, 2018). During later development stages, shifts in
poplar’s interactions have been suggested to explain the loss of SGS in older development
stages (Mazal et al. 2021).

In the present study, we investigated the intraspecific interactions between young black
poplars in early-life stages in relation to relatedness with their neighbours and to a water deficit.
We address the following questions: (1) do black poplars show growth responses to neighbour’s
genetic identity in particular kin versus stranger, (2) does physiological stress related to a water
deficit modulate the outcome of these interactions? and (3) is root nutrient uptake affected by
neighbour’s identity? To do so, we set up two experiments where individual black poplar
seedlings were competing with related individuals (kin) or unrelated individuals (strangers) in

benign or stressful environments and studied growth and nitrogen uptake.
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Materials and Methods
Plant material

Seeds of P. nigra were collected in April 2019 from two populations: four mother trees along
the Allier River (named A1, A2, A3, A4) and four mother trees along the Garonne River (named
G1, G2, G3, G4). Mother trees were separated by a minimum of 2 kms to avoid collecting seeds
originating from the same father tree. Seeds from the same mother tree are either half-sibs (same
mother but different fathers) or full-sibs (same mother and father) and are considered a family.
Seeds were extracted from the seedpods manually and separated from their cotton fluff and

stored at -18°C until sowing.
Kinship treatment

In both experiments, seeds were arranged in 2L pots (12x12x20cm) with the following setup: a
focal plant surrounded by three neighbours from the same family (Kin treatment) or by plants
belonging to each of the three other families from the same population (Stranger treatment).
The three surrounding plants were placed at two centimetres from the focal plant. The substrate
used in our pots was sifted sand that was collected directly from the riverbanks of the Allier
River near Mirefleurs village (45°41°24.1” N 3°12°09.7” E). Because of this substrate origin,
we did not mix plants from the Allier and the Garonne to avoid mixing the Allier population’s
microbiota with individuals from the Garonne population. Seeds from the same family were
germinated in June 2019 in a pot filled with the same sifted sand use in the experiments. One
to two-days-old seedlings were selected for uniformity in size and transplanted into the pots.
Under each pot, we placed an individual plastic dish to prevent seedling dehydration. Pots from
the same experiment were randomly placed in a greenhouse compartment at the Clermont
Auvergne University (natural light, temperature and humidity maintained at +25°C and 60%
respectively). All the pots were randomized in the compartment every two months. Both

experiments lasted one year (June 2019 — June 2020).
Experiment#1 Competition experiment

In this experiment, we aimed to answer questions 1) do black poplars show plastic response to
neighbour’s genetic identity in particular kin versus stranger? and 2) does a water deficit
modulate the outcomes of these interactions?). The kinship treatment had three modalities: Kin
(focal and neighbours from the same family), Stranger (focal and neighbours all from different

families but from the same population) and Control (one focal plant alone from each family).
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The stress treatment consisted of two modalities: a water deficit applied by watering the pots to
only 20% of the field capacity and, well-watered pots which were watered as soon as the dish
under the pot was dry. For each of the eight families, each treatment was replicated six times,
resulting in a total of 288 pots. After one year of experiment, we unpotted the plants and
manually separated the roots of each plant. Shoots and roots were dried in an oven (72°C for
48 hours) and weighted separately. For each plant, we measured the aboveground biomass, the

underground biomass, the total biomass and calculated the root-shoot ratio.
Experiment #2 Nutrient uptake experiment

In this second experiment, we aimed to answer question 3) are nutrient uptake mechanisms
affected by neighbour’s identity? This experiment was conducted on plants from the Allier
population only, using the same Kin and Stranger treatment as described above. Each
combination of kinship treatment * family was replicated nine times, resulting in a total of 144
pots. After one year of growth, root nitrate influx was determined using labelling a labelling
solution with °N at three external nitrate concentrations under greenhouse conditions: 30, 300
and 1000 pM. Plants were harvested from pot and roots were gently rinsed with tap water before
bathing for 5min in CaCl. to remove nitrogen from root surface and apoplasm. Then, roots were
immersed in a solution with the tested KNO3z concentration for 15 min. This allows to equilibrate
nitrate concentration between nutrient solution and apoplast. After acclimation roots were
transferred into labelling K**NOs solution for 15 min. After labelling, roots were rinsed into two
successive baths with unlabelled KNO3 for 5 seconds and 2 minutes respectively to desorb °N
from the root surface and the apoplasm. Durations of acclimation, labelling and desorption were
deduced from previous work (Kronzucker et al. 1995; Fernandez 2019) Three replicate pots
were used for each concentration. Shoots, main and fine roots of each individual were then
harvested and dried separately at 72°C for 48 hours. We measured the same biomass variables
as in experiment#1 and the dry mass of root hair needed for the influx calculation. After
determining the respective dry weight, they were pooled and ground to a fine powder (with a
ball mill) and microweighted. Finally, nitrogen content (% of dry weight) and ®N atomic
abundance was measured in each sample using an Isotope Ratio Mass Spectrometer (IRMS) at
SYVATECH facility, INRAE Champenoux.

The total amount of N taken up (g) per plant is calculated as follows:

__ %N¢ota] XDWyp

QNiop = 22
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where, %N,y is the N content (expressed as % of DW) and DW,,, is dry weight of the whole

plant (g).

The amount of °N (g) in each plant was calculated as follow:

_ At %> Niapertea — At %*° Nynlabelled
100

QN X QNiot

where At. %% Niapeneq IS isotopic abundance of the sample calculated as follow:

15

x 100
QN¢ot

At. %'>N sample =

And At. %5 Nyniabeneq 1S the natural abundance of *°N found in unlabelled sample (mean
measured in our samples = 0.3663).

Influx (1) per individual (umol. g*. h'!) was calculated as follows:

100 1 1 DW 106
X X=X hair X
At. %15Nlabelling solution MMlSN d roothalr

I =QI5N x

with At. %" Niapelling solution, atomic abundance of >N (%N) in labelling solution; MM®N,

molar mass of N (15 g. mole™?), d, duration of the influx measurement (15 minutes) and

DW;00t nairthe dry mass of root hair (g).

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using R (R ver. 4.0.3). Biomasses variables and output
from the IRMS variables were tested for normality and homoscedasticity, using the Shapiro-
Wilk and Levene tests. Effects of treatments on variables were compared using the linear mixed
model (R ver. 4.0.3, function “Ilme”). To achieve residual normality response variables were
either log- or square root transformed before fitting the model. Variables were backtransformed
for figures. We compared the treatment effects using two-way ANOVA. Interactions were
assessed using type-I11 tests and multi-comparison test using the Bonferroni post hoc test. When
samples size was too low and did not verified normality, we used nonparametric Kruskall-
Wallis tests. In all statistical analyses, p < 0.05 was considered statistically significant. All data

are expressed as mean +SE.
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In experiment #1, we used linear models to test the effect of focal family, kinship
treatment (Kin, Stranger, Control), family, and drought treatment (water deficit or well-
watered) on above, belowground, and total biomass and on root-shoot ratio. To test whether our
plants were in a competitive situation in the pots, we compared the total biomass of the single
plant in the Control treatment versus the pooled biomass of the four plants in the Kin and the
Stranger treatments using a Kruskall-Wallis test. To ensure that all families have similar
inherent growth capacity, we compared individuals in the Control treatment of each family with
a Kruskall-Wallis test. We tested the competitive ability of each family by comparing the total
biomasses for each plant from the eight families grown in the Stranger treatment only. As the
position of the plant in the pot (i.e. focal versus surrounding) did not show any significant effect,
we tested the Kinship treatment by integrating all plants of the Kin and the Stranger treatments
in our model. For experiment #2, we used linear models to test the effect of focal family, kinship
treatment (Kin, Stranger) on biomass variables. We analysed the influx using two-way Anova
for each concentration separately. For both experiment#1 and #2, interactions between family
and kinship or stress treatments was significant and thus, we analysed the treatment (kinship or

stress) for each family separately.

Results
Experiment#1
Are the plants competing in the pots?

Plants grown in the Kin and the Stranger treatments showed a significantly lower total biomass
than plants grown in the Control treatment in both the stress and non-stress condition (p.value
< 0.001; Fig.1). Overall, there was no difference in total biomass between individuals in the
Kin and the Stranger treatment in either stress (p.value = 0.9951) and well-watered condition
(p.value = 0.9139). Additionally, the total biomass of the single plant in the Control treatment
was not significantly different from the total biomass per pot in the Kin and the Stranger
treatments (mean Control = 10.98+0.47.; mean Kin = 10.65+0.35; mean Stranger = 10.52+0.28;
KW p.value = 0.96). Stress had a significant negative impact on total biomass per pot in the

three treatments, Kin, Stranger and Control (Fig.1).

For plants grown in the Control and in the well-watered treatments we found no differences in

biomass (above, belowground and total) between families (ANOVA p.value = 0.0857) except
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between the G1 and G3 family (ANOVA p.value = 0.0401). Overall, this result shows that
except for the G1 versus the G3 family, the biomasses differences observed are not attributable

to better intrinsic growth capacities.
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Figure 1. Exp#1. Mean total biomass (x SE) of focal plant dry weight biomass (g per plant)
grown alone (Control), with related plants (Kin) or unrelated plants (Stranger) in the well-
watered and stress (i.e. drought) conditions. Treatments sharing the same letter are not
significantly different for o = 0.05.

Family inherent growth capacity
Family competitive ability

We tested for competitive ability by comparing the total biomass of plants from the eight
families grown in the Stranger treatment only. We found that the Al family performed worse
than the A2, A4, G2 and G3 families for shoot biomass (p.value <0.001 for all), root biomass
(respectively p.value = 0.0198; <0.001; 0.0388 and 0.0039 respectively) and total biomass
(respectively p.value = 0.0025; <0.001; 0.0077; <0.001 respectively). Individuals from family
G4 showed a similar competitive ability to all other families. The A2 family perform better than
Al and A3 (p.value <0.001 in both case) but show no difference with the A4 family (p.value =

0.93). A similar result (data not shown) is found for plants under stress condition.
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Kinship, family, stress, and interactions effects

The effect of the kinship treatment, family, stress condition, and their interactions on shoot, root
and total biomass and the root-shoot ratio are listed in Table 1. Kinship had no significant
impact on biomasses and root-shoot ratio. A strong family effect was observed for all variables.
Water-deficit had a global negative impact on shoot, root, and total biomasses but not on the
root-shoot ratio. However, the interaction between the kinship and the stress treatments was
never significant. We found that the family effect interacts significantly with the kinship and

stress effect. The three-way interaction was never significant.

Table 1. Exp#1. Results of linear models analysis conducted on all individuals for the different
variables in response to the kinship treatment (K), family (Fam), stress condition (S) and their

interactions. Significant effects are represented in bold.

Treatment Shnnt hinmasgs Rnnt hinmass Tntal hinmags Rnnt-chnnt ratin
Df E nvalie E nvalie E nvalie E nvalie
1 N nN4a N aR? nn1a N angs N NNR N a1 nnn7 N a2
F 7 5 BNA <N NM A 044 <N NM AR414 <N M A RR4 <N M
S 1 456 2M <N NM 470 925 <N M K12 23R8 <N M NnK14 N 47
K*F 7 7 R34 <N NM 4 429 <N NM A 251 <N NM 1241 n o277
K*S 1 N 38K N K31 N 1358 N 712 N NN N KA 2204 N 129
F*S 7 2178 N N4 2202 N N22 2 1RQ N N3A 4 04 <N M
K*F*S 7 1 53R 0152 1723 n101 1 RRQ 0109 1040 0401

Resgiduals 708

Kinship effect for each family separately

In well-watered condition only, plants from the A1 and G4 families grown in the Kin treatment
showed significantly higher shoot biomass and total biomass than plants from the same family
grown with strangers (Fig.2). Conversely, stress did not trigger any responses to the kinship

treatment for any variable (not shown).
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Figure 2. Exp#1. Total biomass (g) = SE for the Kin and Stranger treatments for each family.

*, significant difference for a = 0.05; n.s., non-significant.

Experiment#2
Treatments effect on biomasses

The effect of the kinship treatment, family, and their interactions on shoot, main root, root hair,
total root and total biomass and the root-shoot ratio are listed in Table 2. Kinship had an effect
on the root hair biomass (meanstranger = 0,317+0,031; meankin = 0,253+0,026) and root-shoot
ratio (meanin = 1.109£0.042; meanswanger = 1.038+£0.0493). We found a family effect for each
variable and the interaction between kinship and family was significant for the main root, root

hair and total biomasses.
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Table 2. Experiment#2. Effect of kinship treatment (K), family (F) and their interaction on shoot,
root hair, main root, total root, total biomasses and shoot ratio.

Treatment Shoot biomass I\g?;rr:];cs)gt %?S:ng?sr Total biomass RO?Z,;ZOOt
Df F p.value F p.value F p.value F p.value F p.value
K 1 0.247 062 0.865 0.353 9.162 0.003 0.531 0.467 4.821 0.029
F 3 13185 <0.001 3555 0.015 2923 0.034 7473 <0.001 10.274 <0.001

K*F 3 8.240 <0.001 5.87 <0.001 6.261 <0.001 7.383 <0.001 0.597 0.618
Residuals 270

Analyses for each family separately, individuals from the Al family showed a kinship effect
for shoot biomass, main root biomass, total root biomass and total biomass (Tab.3). Individuals
from the A2 family showed a kinship effect for shoot biomass, root hair biomass, total root
biomass and total biomass (Tab.3). However, the Al and A2 families show opposite results.
Individuals from the Al family grown in the Kin treatment show significantly higher shoot,
main root, total root and total biomass than individuals grown in the Stranger treatment (Tab.3).
Conversely, individuals from the A2 family grown in the Stranger treatment show significantly
higher shoot, root hair, total root and total biomass than individuals grown in the Kin treatment
(Tab.3). Overall, individuals grown with strangers also show significantly higher total nitrogen
quantity (meanstranger = 0.129+0.004; meankin = 0.105+0.004) and nitrogen content (meanstranger
= 0,466%0,0128; meankin = 0,405+0,0112) than individuals in the Kin treatment (Tab.3).
Individuals from the A3 family do not show any effect of kinship on any biomass variable
(Tab.3). Individuals from the A4 family shows a response to the kinship treatment only for the

root hair biomass (Tab.3).
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Table 3. Experiment#2. Effect of the kinship treatment on shoot, root hair, main root, total root
and total biomasses; shoot ratio (RS), N total quantity and N content % of dry weight for each
family separately. n.s. non-significant; K, kin treatment; S, stranger treatment. When
significant, p-values are reported below the differences between the Kin and Stranger

treatments.

Main Total Total RS N total

Family  Shoot  Root hair : ; N content
root root biomass quantity
S> K K>S S>K
All n.s. 0.003 n.s. n.s. n.s. 0.029 n.s. 0.002
K>S K>S K>S K>S S>K
AL o001 ™S 0001 0004 0002 .S 0.061
AD S>K S>K ns S>K S>K n.s S>K S>K
<0.001 <0.001 s 0.009 0.002 o 0.002 < 0.001
A3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
S>K
A4 n.s. 0.028 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Influx

For influx, none of the four families show differences in competitive ability (data not shown).
Kinship had a significant effect on influx at 30pumol (Anova p.value = 0,002) and 300umol
(Anova p.value = 0,008) but not at 1000umol (Fig. 4). At the family level and at 30umol,
individuals from the A3 family grown in the Kin treatment present a significantly higher influx
than those grow in the Stranger treatment (meankin = 3.162+0.450; meanstranger = 1.783+0.421;
Anova p.value = 0.0118). Individuals from the A2 family grown in the Kin treatment present a
higher influx than those grown in the Stranger treatment (meanin = 2.102+ 0.226; meanstranger =
1.682+ 0.506), although this result was not significant (Anova p.value = 0.057). At 300umol,
of the four families, only individuals from the A2 family grown in the Kin treatment showed a
significantly higher influx than those grown in the Stranger treatment (meanin = 4.806+ 0.453;
Meanstranger = 3.083+ 0.488, Anova p.value = 0.0101).
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Figure 3. Influx in relation the kinship treatment and concentration for each family separately (Al, A2,
A3 and A4). * indicate significant difference with a p.value <0.05 and n.s. indicate non-significant
difference.

Discussion
The response to kinship varies across families

For both the Allier and Garonne rivers, mother trees were close to each other in a homogeneous
river reach of less than 10 km. Thus, we expected a homogeneous response between families
originating from the same population in a homogenous river reach where seedlings and saplings
grow in dense groups of related individuals. However, each of our eight P. nigra families
presented an idiosyncratic plastic response to the identity of its neighbours. This observed
phenotypic variability in family response is likely to originate from selective pressures varying
in intensity and direction in a fluctuating physical environment subjected to a disturbance
regime (floods and droughts). Under geomorphologically active conditions, fluvial corridors
are shifting mosaics of habitats subjected to contrasting habitat conditions, submersion
frequencies, intensity, timing, sediment erosion or deposition and drought (Bornette et al. 2008;
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Naiman et al. 2008; Pickett and White). In natural conditions (i.e. non-altered rivers), P. nigra
populations exhibit a high phenotypic and genetic diversity (Smulders et al. 2008; De Woody
et al. 2009) that allows the persistence of populations in a fluctuating environment. For
example, Hortobagyi et al. (2017) showed in the same river reach of the Allier River, that young
black poplars belonging to the same population exhibit a significant variation of morphological
and biomechanical traits according to their location on the gradient of exposure to mechanical

constraints on alluvial bars.

The nature of intraspecific interactions in dense groups of saplings are also likely to
change over short distances on alluvial bars as the phenotypes adjust to physical and
physiological constraints. Furthermore, poplars have been shown to modify their environment
through niche construction processes (Gurnell 2014; Corenblit et al. 2014; Hortobagyi et al.
2018). During niche construction, poplars growing in high density, trap fine sediments and exert
positive feedbacks on their local environment that changes from stressful to favourable. The
location on the floodplain where P. nigra reaches maturity is generally much more stable than
the location on exposed alluvial bars where it begins its life cycle, which is frequently disturbed
during annual flood events (see review by Corenblit et al. 2014). Thus, at their local scale, the
same individuals will have to deal with very different conditions as they interact and modify
the environment. These changes in environmental conditions (i.e. both abiotic and biotic)
therefore make possible a selection for a diversity of responses and therefore could also explain

the plastic phenotypic responses we observed in our families.

Many studies on kin recognition focused on a small number of kin groups, generally
two to four (but see Semchenko et al. 2017; Takigahira and Yamawo 2019). Our results
emphasize the need to sample numerous families to capture a large spectrum of the genetic
diversity of traits expression, especially for perennial plant species that grow in a fluctuating
and disturbed environment. The different kinship groups should also be sampled in contrasting
habitats occupied by the species. This is an important point to consider especially for studies
using crop species with cultivars that have been selected for specific purposes. This artificial
selection potentially may have resulted in the loss of the cooperative traits between relatives
(Fréville et al. 2019).

Stress did not change the outcome of competition

In our study, stress (i.e. water-deficit) drastically decreased growth of poplars but did not

change the outcomes of competition in relation to the kinship treatment. This is similar to the
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results obtain by Goddard et al. (2021) on Glechoma hederacea for which stress had no impact
on the results of the kinship treatment. However, in our experiments families reacted differently
to water-deficit. This is again consistent with our understanding of variable responses among
families in terms of growth. In their natural riverine habitat, depending on their location on the
alluvial bar and on the climate black poplars regularly experience more or less severe droughts
(Corenblit et al. 2014). Again, these changing conditions can lead to the selection of a wide

diversity of responses to physiological stress (here water deficit) across families.

Similar to results obtained on another tree species, Nothofagus pumilio (Till-Bottraud et
al. 2012), we expected a change in the type of interactions in relation to drought. In Nothofagus
pumilio stress play a crucial role in the formation of merged trees at edge of secondary growth
forests where strong winds constitute a stress. At these edge locations, N. pumilio seedlings
growing in clusters survived significantly better than single planted seedlings (Mclintire and
Fajardo 2011). No merged trees were observed within the adjacent forest areas where stress
was not present and where single planted seedlings survived better than in clusters. According
to the stress gradient hypothesis (Bertness and Callaway 1994), different stress levels change
the type of interaction between individuals from positive (i.e. facilitation) in stressful
environments to negative (i.e. competition) in benign environments. Interestingly, the different
stems of the merged trees are often strongly related (half-sibs, full-sibs or even higher
relatedness values), indicating that kin selection might play a role in the interaction. In our
poplar experiment, water-stress was significant as individuals grown in a water deficit condition
were significantly smaller than those grown in a well-watered condition. It is possible that the
stress we applied was too intense and override the other treatments effect, especially the kinship
effect. Other types of stress (e.g. nutrient deficit; shear stress; sediment burial) could also be
used to change the type of interactions between related individuals. For example, several studies
have found more conclusive results using a nutrient stress. In cultivars of Pisum sativum the
cooperative response toward kin plants increases with nutrient stress (Pezzola et al. 2020).
Husain Jaafry et al. (2020) concluded for Setaria itlica, that interactions among individuals at
different nutrient conditions are influenced by both neighbour’s identity and density. Along
with the stress gradient hypothesis framework, nutrient deficiency seems a promising lead for

the study of kin interactions.
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Competitive ability overrides kinship effect in plant growth and nutrient uptake

The phenotypic response to the kinship treatment differed greatly among families both in
amplitude and direction. In particular, the A1 and A2 families showed opposite results in term
of biomass in both exp#1 and #2. The kin selection framework states that individuals growing
with kin should invest less in competitive traits to increasing their inclusive fitness (Ehlers and
Bilde 2019). In plants, reduced root biomass is considered a cooperative trait (i.e. a positive
interaction) as it leaves more space and thus more resources available for its neighbour (File et
al. 2012; Bilas et al. 2021). On the contrary, investment in root biomass in soil with limited
resources is commonly understood as a competitive behaviour (i.e. negative interaction)
because an individual will have a greater belowground colonization and thus a higher nutrient
uptake (Anten and Chen 2021).

On the one hand, in the G4 family, individuals grown with kins have higher total
biomasses than when growing with non-relatives. This suggests that individuals have not
limited competition between them. The niche partitioning hypothesis would then explain the
result for the G4 family; individuals in the G4 family would possess and exploit resources in a
similar way, resulting in greater competition between individuals (Young 1981, Milla et al.
2009; File et al. 2012). On the other hand, individuals from the A2 family fit the kin selection
framework because they showed a reduced total biomass investment in both exp#1 and exp#2
when growing with kin. Conversely, individuals from the Al family invested more growth in
both exp#1 and exp#2 when growing with kin, thus showing a competitive behaviour. This last
result could be similar to what we observed for the G2 family; it could also be an example of
niche partitioning where competition between kin is stronger than between strangers. However,
individuals from the A1 family had lower biomasses than individuals from most other families
(A2, A4, G2 and G3) in the Stranger treatment, suggesting that they are poor competitors.
Conversely, the G2 family did not show differences for competitive ability. Thus, when
individuals from the A1 family were grown together in the Kin treatment, they performed better
than when grown in the Stranger treatment, where they experience stronger competition.
Conversely, individuals from the A2 family are good competitors as they grew better than all
the other families in the Stranger treatment. When grown with their relatives, they suffer from
a stronger competition than when they are grown in the Stranger treatment with less competitive
individuals. As such, the most appropriate interpretation for our results is therefore differential
competitive abilities between families. Only few studies have considered the competitive ability

of the families used in their studies. Competitive ability has been taken into consideration to
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interpret the results obtained on Arabidopsis thaliana (Masclaux et al. 2010) and Medicago
minima (Tomiolo et al. 2019). Variances in pots in the Kin and the Stranger treatment could
also help identifying differences in competitive ability (Tomiolo et al. 2019). One hypothesis
is that in the Kin treatment, biomasses will have a lower variance suggesting a weaker
competition among related individuals. Conversely, in the Stranger treatment, higher variances
for biomasses are expected, indicating a stronger competition (Ehlers and Bilde 2019). In our
case, within pot variances were not different in the Kin and the Stranger treatment (data not
shown). We thus emphasize the need to consider competitive ability in future Kin recognition

and selection studies, to avoid misleading conclusions on kin recognition.

Our results on nutrient uptake show that at higher ammonium concentration (1000
pmol) no kinship effect was found. This could indicate that at 1000 pmol, ammonium was
abundant and so, it was not limited, which allows all individuals to draw on nutrients, hiding
potential kinship effects. Interestingly, for the two lowest concentration (30 and 300 pmol),
individuals grown in the Kin treatment showed a higher nitrogen uptake than those grown in
the Stranger treatment. However, for nutrient uptake, we did not find differences in competitive
ability between families. Therefore, we cannot explain this result by a difference in competitive
ability as it was the case for biomasses. Our results could indicate that individuals are able to
detect related individuals and increase their nutrient uptake. However, this result is difficult to
interpret because our results on biomasses does not indicate kin recognition. Nevertheless, if
individuals are capable of kin recognition through nutrient uptake, the increase in their nitrogen
absorption is considered to be an increased competition. It is then difficult to conceive that
individual detect other related individuals in order to increase competition with them. The
associated cost to kin recognition mechanisms would not be counterbalanced by the increase
competition between relatives. Thus, this result does not fit in the kin recognition framework.
Alternatively, this result could be explained by the niche partition hypothesis because in this
case competition is stronger when individuals grow with kins. Nutrient absorption occurs at the
fine root parts of the plant via specific transporters that are coded by multigenic families (Le
Deunff et al. 2016). It is thus expected that closely related individuals share the same multigenic
families and thus similar nutrient uptake capacities. At last, these results are open to
interpretation because the measurement of the influx consisted in a short period (40 minutes)

experiment compared to the year of growth that the experiment lasted.
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Conclusion

In the present study, we investigated the intraspecific interactions in early-life stages of black
poplar in relation to the relatedness with their neighbors and to a water deficit. Young P. nigra
kin groups studied revealed variable plastic responses to neighbour identity and stress. On the
one hand, differences in biomasses were explained by differences in competitive ability and not
by kin recognition. On the other hand, higher absorption among individuals who grew up in the
Kin treatment, indicate a stronger competition between relatives and thus suggest the niche
partitioning hypothesis. Thus, we advocate the use of as many kin groups as possible in kin
studies and the need to consider the competitive ability of kin groups in the interpretations of
studies. Results obtained when growing plants in competition with related individuals should
be carefully analysed and alternative hypotheses should be carefully tested before concluding

to kin recognition.
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3. Transfert de nutriments (azote) entre Peupliers noirs selon leur apparentement

Les échanges de nutriments et plus généralement de composés entre individus en fonction de
leur apparentement ont pu étre mis en évidence chez certaines especes (voir contexte géneral
de ce chapitre). Ainsi, en parallele aux expérimentations précédentes, nous avions également
prévu d’étudier les échanges de nutriments, grace a une autre technique de marquage au °N.
Pour estimer la quantité d’azote échangée entre les individus en fonction de 1’apparentement
avec les voisins, nous avons utilisé la méthode dite du « cotton-wick » (« méche de coton » en
francais). La méthode du « cotton-wick » a été mise au point par Russell & Fillery (1996) et
consiste a perfuser une plante pour lui apporter une solution de marquage souhaitée. Ici, nous
avons utilisé une solution contenant de 1’urée marquée au °N. L urée est une molécule azotée
(CO(NH2)2) qui résulte de la dégradation des protéines. L’urée est considérée comme la forme
d'azote la plus appropriée pour le marquage des plantes en raison de sa polarité, de son
absorption rapide, de sa faible phytotoxicité et de sa solubilité élevée. L’urée présente
I’avantage d’étre facilement métabolisée par I’uréase des plantes, entrainant la libération de
CO, et de NH4 (Hertenberger & Wanek 2004 ; Wichern et al. 2010). Le NH4 est alors incorporé

dans la matiére organique de la plante via le métabolisme de I’azote.

3.1.0bjectif

L’objectif de cette expérimentation ¢était d’étudier les échanges d’azote entre individus en
fonction de I’apparentement. L’hypothése principale testée est qu’un individu échangerait plus
de nutriments avec un individu qui lui est apparenté qu’avec un individu non-apparente, ce qui

témoignerait d’interactions positives comme de la coopération (voire de 1’altruisme).

Les transferts d’azote marqué peuvent se faire via deux voies : un échange direct de la
plante qui recoit la solution de marquage vers les plantes voisines non-marquées et/ou une
capture de I’azote faisant suite a son relargage dans le substrat par la plante marquée (Figure
17). Le fait que la méthode du « cotton-wick » ne permette pas de définir la voie par laquelle le
transfert d’azote peut avoir lieu m’a obligé a formuler plusieurs hyptohéses complémentaires

pour expliquer les éventuelles différences de teneur en °N entre les individus. :

- L’hypothése de la coopération entre individus apparentés prévoit que la plante marquée
échangerait plus d’azote avec ses voisines apparentés. On retrouverait alors du °N chez

les voisines apparentés non-marquées en proportion plus importante que chez des
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voisines non-marquées. Ce transfert pourrait étre favorisé et accentué par un réseau
mycorhiziens plus développé entre individus apparentés.

Inversement, dans les pots ot les individus sont en présence d’individus non-apparentés,
la plante marquée ne coopérerait pas et n’échangerait pas de ressources avec ses voisines
non-apparentées. On retrouverait alors moins de N chez les plantes voisines non-
marquées. En outre, des individus non-apparentés entretiendraient un réseau
mycorhizien moins important et moins diversifié que des individus apparentés. Les
plantes non-marquées pourraient toutefois récupérer du v (relargué par la plante
marquée) qui transiterait tout de méme par le réseau mycorhizien du sol mais en plus
faible quantité.

Aucune différence de teneur en *N en fonction de 1’apparentement indiquerait que les
individus ne discriminent pas leurs voisins. Dans ce cas-la, la plante marquée
n’échangerait pas de nutriments avec ses voisines non-marquée et ce quelque soit
I’apparentement entre les individus. Le *°N retrouvée éventuellement dans les plantes
non-marquées serait du *°N récupéré suite au relargage de composés par la plante

marquee.

Individu voisin
(apparenté ou pas)

Individu focal (perfusé)

Figure 17. Schéma expérimental de la technique du « cotton-wick ». L’individu marqué (a

gauche) est le seul a recevoir la solution d’urée marquée au *°N. Les deux voies de transfert de

’azote depuis la plante marquée vers les plantes voisines sont représentées. Les fleches bleues

représentent un échange direct de composés azotés via le réseau mycorhizien (en brun sur la

figure). Les fleches en rouge représentent un transfert indirect via un relargage dans le milieu

par la plante marquée suivi d’une capture par la plante voisine.
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3.2.Matériels et méthodes

Cette étude est basée sur le méme schéma expérimental que celui décrit précédemment dans
I’article 3 a savoir, un traitement apparentement avec deux modalités : un individu focal entouré
de trois individus apparentés ou, un individu focal entouré de trois individus de familles
différentes. Nous avons utilisé les mémes huit familles que précédemment, avec cing réplicas
par traitement pour un total de 80 pots. La meche de coton est inséré transversalement dans la
tige de I’individu au centre du pot a I’aide d’une aiguille. Les deux extrémités du fil sont ensuite
immergées dans un tube Eppendorf (Figure 18, ici, 5mL) contenant une solution d’urée *°N
(**N-urea, At.2>N 98%). Les tubes ont été préalablement percés d’un orifice sur I’opercule pour
permettre le passage de la meche. La solution remonte dans la méeche de coton par capillarité et
est absorbée au niveau des faisceaux conducteurs de la plante (xyléme et phloéme). Afin
d’éviter la perte de solution par évapotranspiration et dessiccation des meches de coton,
I’ensemble du tube et des méches de coton est emballé dans du film plastique (Figure 18). Apres
30 jours de perfusion, les racines des plantes ont été individuellement lavées et séchés a 1’étuve
a 70°C pendant 72h afin d’étre analysées par spectrométrie de rapport de masse a rapport
isotopique (INRAE de Nancy Champenoux) pour ainsi obtenir les rapports isotopiques du **N
et 1°N par individu Il est impératif de mesurer le plus précisément possible les quantités de °N
retrouveées dans tous les compartiments, a savoir la plante centrale, les plantes périphériques et
le sol. Sans cela, il est impossible de réaliser le bilan total d’azote, et donc de déduire par défaut
de bilan les quantités de °N présentes dans les différents compartiments. Un échantillon de sol
de chaque pot a donc été prélevé a la fin de I’expérience pour mesurer les quantités de °N
relarguées par les plantes et ainsi calculer le bilan de la quantité d’azote retrouvé dans les plantes
par rapport a ce qui a été perfusé. Cependant, par faute de moyen et de temps (cette
experimentation a été réalisée durant le confinement du printemps 2020 avec moins de moyens
techniques et humains que prévu), nous n’avons pas pu récolter plusieurs échantillons de sol
représentatif du volume du pot. De plus, pour étre la plus précise possible, la mesure de la
quantité de °N dans le sol doit se faire via plusieurs étapes de ringage et lessivage de tout le

volume de sol dans le but de récupérer la totalité de 1’azote résiduel dans le sol.
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Figure 18. Les différentes étapes de la mise en place du « cotton-wick » sur le Peuplier noir
central. A. Percage de la tige a I’aide de ’aiguille. B. Mise en place de la méche de coton a
travers la tige de I’individu focal. C. Mise en place du tube contenant la solution d’urée

marquée au °N. D. Emballage dans du film plastique pour limiter I’évaporation.
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3.3.Résultats et conclusion

Cette expérimentation ne s’est pas déroulée comme prévu et n’a pas permis d’obtenir des
résultats exploitables. En effet, 48h aprés avoir perfusé les individus centraux, ces derniers ont
présenté des symptémes de « brilures » a I’extrémité de leurs feuilles, trés certainement liés a
un stress nutritif (Figure 19). Toutefois, les feuilles nouvellement formées apreés la perfusion ne

présentaient plus de symptomes, ce qui nous a conduit a poursuivre 1’expérimentation.

Figure 19. Illustration des symptdmes (brunissement de la bordure du limbe des feuilles) du
stress nutritif induit par la perfusion de la solution d’urée marqué au *°N sur les jeunes plants
de Peuplier noir testés. A noter que les feuilles développées aprés cet événement de stress ne

présentaient plus ce symptome.

De plus, les teneurs en N des individus centraux perfusés mesurées ont été
anormalement éleveées (supérieur a 4700%), ce qui est au-dessus des standards utilisés pour la

calibration des appareils de mesure. De ce fait, les valeurs aberrantes de teneur en *N n’ont pas
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pu étre utilisées. Ces teneurs excessives en °N confirment I’hypothése d’un stress nutritif
observé a travers le noircissement des bordures des limbes des feuilles (ici un excés de
nutriments pour des plantes dans un pot de 2L qui n’avait pas regu de nutriments depuis plus
d’un an). Ces valeurs tres €levées ne peuvent s’expliquer a priori, que par une concentration
trop élevée de la solution de marquage. Cette concentration trop élevée viendrait soit d’une
erreur de calcul soit de la solution préparée (bien que tout ceci ait été vérifié dés les premiers

symptdmes foliaires observés)

Bien que n’ayant pas abouti a des résultats exploitables, cette expérimentation mériterait
d’étre refaite. Malgré les défauts de cette méthode (destructive pour le réseau mycorhizien a la
fin de I’expérience, et peu informative quant a la voie de transport utilisée), elle aurait en effet
permis d’apporter des éléments pertinents quant aux interactions qu’entretiennent les individus
entre eux. Les mesures du sol, auraient permis d’estimer la part de N relarguée par les plantes
focales et ainsi calculer le bilan entre la quantité de ®N présente dans le sol et les plantes
voisines. A partir de ces quantités, j’aurai pu déduire les teneurs en °N des individus. Les
teneurs en N nous auraient renseigné sur 1’intensité des échanges entre les individus. Dans le
cas de I’hypothése de la coopération entre individus apparentés, nous aurions di retrouver plus
de N chez les individus non-marqués des pots du traitement apparentés, témoignant
d’échanges plus importants entre eux. A I’inverse, dans I’hypothése de la compétition avec
individus non-apparentés, nous aurions di retrouver moins de °N dans les individus non-

marques, témoignant d’échanges plus rares et de moindre intensité.

4. Evaluation de la reconnaissance de parentéle chez le Peuplier noir d’apres 1’observation

de la croissance racinaire en rhizotron

Plusieurs études ont rapporté des cas ou les racines d’individus n’adoptent pas le méme
« comportement » en fonction de I’apparentement avec leurs voisins. Yang et al. (2018) ont
observé que des cultivars de riz ajustaient le positionnement horizontal et vertical de leurs
racines en réponse a l'apparentement du voisin. En présence de cultivars non-apparentes, les
racines des individus ne s’évitaient pas. Au contraire, les racines d’individus issus du méme
cultivar avaient tendance a s’éviter. Les auteurs concluent que ces « comportements » racinaires
indiquent un évitement de la compétition et donc la présence de reconnaissance de parentéle
(Yang et al. 2018). Tomiolo et al. (2019) ont démontré des différences de croissance racinaire

en fonction de I’apparentement chez la Luzerne naine (Medicago minima). En présence
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d’apparentés, les individus avaient tendance a réduire la croissance racinaire en direction des
voisins (Tomiolo et al. 2019). D’autres études chez Cakile edentulata révélent également ce
méme phénomeéne de réduction de la compétition racinaire entre apparentés (Dudley & File
2007 ; Bhatt et al. 2011). D’apres File et al. (2012), la manifestation de la reconnaissance de
parentele est potentiellement plus visible au niveau du systéme racinaire des plantes. Je me suis
alors intéressé a I’analyse de la croissance et du développement des systémes racinaires

d’individus en présences d’apparentés et de non-apparentes.

4.1.0bjectif

L’objectif de cette expérimentation était d’étudier la croissance et I’architecture racinaire de
jeunes Peuplier noirs en fonction de 1’apparentement avec un voisin. L hypothése est qu’en
présence d’apparentés on observerait un évitement des racines ou une réduction générale du
systéme racinaire, ce qui indiquerait une réduction de la compétition et donc une forme de
coopération, alors qu’en présence de non-apparentés, les individus ne s’éviteraient pas,
témoignant d’une plus forte compétition. Pour explorer le développement racinaire, j’ai cultivé
des plantes en duels d’apparentés ou de non-apparentés dans un dispositif appelé rhizotron,

permettant d’observer la croissance et le développement de leur systéme racinaire.

4.2 Matériels et méthodes

Les rhizotrons sont des « pots » profonds et fins dont une face transparente permet 1’observation
directe des racines. Ils sont inclinés a 45° pour forcer les racines a se développer au maximum
sur la plaque transparente (Figure 20). Les rhizotrons utilisés ont été construits spécialement
pour cette expérimentation Nos rhizotrons contiennent sept cellules étanches de 55cm de haut
par 10cm de large et 2cm de profondeur. Nous en avons construit et utilisé neuf soit un total de
63 cellules. Nous avons testé les mémes familles de 1’Allier que celles des expérimentations
décrites précédemment (Al, A2, A3 et A4). Cependant, contrairement aux dispositifs
expérimentaux précédents constitués d’une plante centrale entourée de trois autres, nous avons
ici évalués les interactions entre deux plantes en duel (un duel différent par cellule d’un
rhizotron). Le dispositif comportait des duels entre individus apparentés (provenant de la méme
famille), entre individus non-apparentés (provenant de familles différentes) et un traitement
témoin avec un seul individu placé au centre d’une cellule. Pour les duels, les individus étaient
distants de 2cm et placé a 2cm du bord de la cellule. Au total 13 duels d’apparentés, 32 duels
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de non-apparentés et 18 témoins seuls ont été cultivés. Pour chaque duel, quatre graines de
chaque famille ont été mises a germer et aprés deux jours, une seule plantule par famille a été
conservée. La premiére semaine, la partie supérieure du rhizotron était recouverte avec du film
plastique afin de garantir un taux d’humidité ambient élevé et ainsi optimiser les conditions de
germination. La partie transparente du rhizotron a été occultée durant 1’expérimentation avec
du papier aluminium. Le substrat utilisé était le méme que dans les expérimentations
précédentes (sable des bancs alluviaux de la riviére Allier). Les plantes étaient arrosees
quotidiennement. Durant toute 1’expérimentation la température de la serre était maintenue
constante & 25°C et I’humidité relative & 60%. A la fin de I’expérimentation, au bout de deux
mois, les racines ont été prises en photo avec un appareil photo numérique (Sony Nex-F3,
résolution 350dpi). Les individus ont ensuite été récoltés, les racines lavees, les parties

aériennes et racinaires séchés a 1’étuve (70°C pendant 72h) puis pesées.
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Figure 20. Schéma d’un rhizotron. La face inférieure du rhizotron est constituée d’une plaque
transparente en plexiglass vissée et recouverte de papier aluminium pendant la durée de
I’expérimentation pour garantir 1’obscurité. La face supérieure est constituée par une plaque
opaque. Un rhizotron comporte 7 cellules étanches entre elles. Grace a la forte inclinaison (45°)

les racines poussent sur et le long de la plague de plexiglass.

Les photos des racines ont été analysées a 1’aide du plugin SmartRoot (version 4.21,
Lobet et al. 2011) du logiciel ImagelJ (version 1.52). Pour I’analyse, la longueur totale cumulée
des racines, la surface totale des racines et le nombre de départs de racines latérales vers, et a

1’opposé de la plante voisine ont été mesurés. Deux indices ont également été calculés : I’indice
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d’¢loignement (E) et I’indice de rapprochement (R) des racines principales des individus en
duel en mesurant la distance entre les deux racines principales des individus & un intervalle
régulier de 1cm, a laquelle il a été soustrait la distance fixe entre les deux graines (2cm). Pour
tous les individus, les ratios de surface et de masse ont été calculés par la formule :

_vd
Vs

Vr

ou, Vg correspond a la variable (longueur, surface, masse) d’un individu d’une famille
en situation de duel et, Vs correspond a la moyenne de la méme variable obtenus en prenant en
compte les individus de la méme famille en traitement contréle. Lorsque ces ratios sont <1,
alors les individus en duel occupent moins de place que lorsqu’ils sont seuls, signifiant que les
individus limitent leur croissance. A I’inverse, un ratio > 1 signifie que les individus en duel

occupent plus de place qu’en traitement contrdle témoignant d’une compétition accrue.

4.3.Résultats et discussion

Aucune différence de développement racinaire significative n’a été trouvée en fonction de
I’apparentement du voisin. La masse (p.value = 0,55, la longueur (p.value = 0,49), la surface
(p.value = 0,42), le volume (p.value = 0,55) n’ont présenté aucune différence significative en
fonction de I’apparentement. Quel que soit I’apparentement avec le voisin, les racines
principales ne s’éloignent pas plus, ni ne se rapprochent plus du voisin (p.value = 0,84 et 0.08
pour I’indice E et R, respectivement). Il en va de méme pour le développement de racines
latérales ; il n’a pas non plus été observé de différence de départ de racines latérales vers ou a
I’opposé du voisin en fonction de 1’apparentement (p.value = 0,55 et 0,84 respectivement). Les
ratios Vr de surface et de masse n’ont pas montré de différence en fonction de 1’apparentement

(p.value = 0,09 et 0,75 respectivement).

Au final, cette expérimentation n’a montré aucune différence de comportement racinaire en
fonction de I’apparentement. Ce résultat ne permet pas de conclure a de la reconnaissance de
parentéle chez le Peuplier noir dans les conditions expérimentales testées. Au vu du mode de
vie du Peuplier noir, il est possible que la présence de voisins n’ait que peu d’impact sur le
développement racinaire dans les premiers stades de vie. En effet, chez le Peuplier noir, les
conditions difficiles du milieu riverain (stress mécanique et hydrique) contraignent et
conditionnent fortement la croissance des individus. Ces derniers développent en priorité une

racine pivot et non pas des racines latérales, ce qui assure I’enracinement et une résistance a
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I’arrachement ainsi qu’un acces a la nappe en période d’étiage. Ainsi, le développement de la
racine pivot est prépondérant par rapport au développement de racines latérales chez le Peuplier
noir ce qui rend difficile I’observation d’une stratégie d’évitement durant les premiers mois de

vie.

Tout comme les expériences en pots, les expérimentations en rhizotrons sont contraignantes
pour les plantes en termes de volume de sol disponible ce qui peut induire des effets inattendus.
Dans leur étude, Tomiolo et al. (2019) rapportent qu’en général, tous les génotypes utilisés dans
leur expérimentation avaient tendance a éloigner leurs racines de leurs voisins, ce qui peut étre
attribué aux conditions expérimentales qui contraignent les plantes dans un espace réduit. Chez
le Peuplier noir, pour espérer observer des différences de « comportement » des racines il
conviendrait d’observer le développement racinaire a des stades plus avancées durant lesquels
les interactions entre les individus deviennent un facteur plus important dans la croissance. Or,
les Peupliers noirs étant des individus a croissance racinaire rapide, il conviendrait alors
d’utiliser des rhizotrons encore plus grands et profonds que ceux utilisés, qui étaient déja de

grands modéles complexes a manipuler.

5. Conclusion générale de 1’étude de la reconnaissance de parentéle en conditions

contrélées chez le Peuplier noir

Dans mes différentes expérimentations, j’ai pu mettre en évidence des différences de
biomasse ou d’influx en fonction de I’apparentement pour différentes familles. En revanche la
carence hydrique n’a pas permis de mettre en évidence un changement de type d’interaction
entre individus en fonction de I’apparentement. Mes résultats ne m’ont pas permis de conclure
a la présence d’interaction positives entre individus apparentés et donc a de la reconnaissance
de parentele chez le Peuplier noir. Au contraire, d’autres hypothéses expliquent mes résultats.
Pour les familles Al et A2 chez lesquelles une différence en fonction de I’apparentement a été
observée, des différences de capacité de compétition restent pour moi 1’hypothése la plus
parcimonieuse permettant d’expliquer les résultats. Pour la famille G4 qui ne présente pas de
capacité de compétition différente des autres familles, la compétition accrue entre les
apparentés pourrait s’expliquer par I’hypothése de la partition de niche. Cependant, comme le
soulignent Masclaux et al. (2010) et Subrahmaniam et al. (2021) cette capacité de compétition
n’est que rarement prise en compte dans les études de reconnaissance de parentéle qui de fait

concluent potentiellement & tort en sa faveur. Ici, la prise en compte d’hypothéses alternatives
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a la reconnaissance de parentéle, a permis de mettre en évidence un potentiel biais dans la
plupart des études publiées qui comparent des biomasses d’individus en fonction de
I’apparentement. Les études pourraient conclure souvent a tort & de la reconnaissance de
parentele voire de la sélection de parentéle alors que les résultats pourraient s’expliquer par une
différence de capacité de compétition entre les groupes d’apparentés utilisés. Il serait intéressant
de reprendre les études qui concluent a de la reconnaissance de parentéle en se basant sur des

différences de biomasses, et vérifier si elles testent les hypothéses alternatives.

J’ai également exploré un trait physiologique (absorption de 1’azote — influx) qui
pourrait étre modulé par la présence d’apparentés, ce qui est moins fréquemment le cas dans les
études de reconnaissance de parentéle. Mes résultats indiquent que 1I’absorption d’azote est plus
importante chez les individus lorsqu’ils sont en présence d’apparentés que lorsqu’ils sont en
présence de non-apparentés, ce qui témoigne d’une compétition accrue entre apparentés et qui
correspond a 1’hypothése de la partition de niche. Toutefois, si les individus identifient bel et
bien leurs voisins apparentés, il reste difficile d’expliquer pourquoi ils augmentent alors leur
influx. La reconnaissance de parentéle ne devrait étre détectée que lorsque 1’on détecte des
interactions positives comme une réduction de la compétition entre individus En effet, les
mécanismes de reconnaissance de parentéle ne présentent un intérét évolutif que dans le cas ou
ils permettent de réduire la competition avec des individus apparentés et permet ainsi
d’augmenter la valeur sélective inclusive. Une autre hypothése serait alors que les individus en
présence d’apparentés se « stimulent » les uns les autres pour maximiser I’absorption de
nutriments et plus particuliérement de 1’azote qui est, en conditions naturelles, peu présent dans
le sol. Cette hypothese mériterait d’étre testée en caractérisant et en recherchant des différences
dans la composition des exsudats racinaires chez le Peuplier noir en fonction de

I’apparentement.

Il convient de mentionner quelques limites a nos expérimentations. En effet, les mesures
d’absorption d’azote réalisées dans cette étude ne concernent qu’une durée de 40 min sur
I’année de croissance qu’ont vécu les individus. Cette fenétre temporelle trés courte, pourrait
ne pas étre représentative de 1’influx moyen qu’on observerait tout au long de la vie des
individus. En outre, bien que 1’étude des échanges d’éléments (ici 1’azote) entre individus
apparentés par la technique du « cotton-wick » n’ait pas fourni de résultats exploitables, elle
aurait permis d’apporter des éléments concrets quant a la coopération entre individus. Nous
aurions pu quantifier les échanges potentiels entre individus, et ainsi obtenir une estimation plus

précise des colts et bénéfices dans I’interaction entre les individus. Ce dernier point est
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important car durant ces expérimentations je n’ai pas pu estimer la valeur sélective des
individus, ni 1’équilibre colts/bénéfices pour les individus lors des interactions et de fait, étudier

la sélection de parentele.
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Chapitre V Discussion générale

1. Synthese des résultats obtenus sur la reconnaissance de parentele chez le Peuplier noir

Durant cette these, j’ai pu apporter des éléments de réponse quant a la relation entre
I’apparentement génétique des individus chez le Peuplier noir et la colonisation des bancs
alluviaux. J’ai pu également entrevoir les types d’interactions possibles en lien avec
I’apparentement qui existent chez cette espéce. Dans un premier temps, je me suis intéressé a
la structure génétique spatiale (SGS) chez deux populations naturelles de Peupliers noirs. La
premiére question était de savoir si les graines issues d’un méme arbre-mere étaient dispersées
ensemble et ensuite déposées sur les berges, pour former des groupes d’individus d’apparentés.
Ceci représente un point important, car la présence d’individus apparentés proches les uns des
autres, est un prérequis pour envisager des interactions positives dans le cadre de la construction
de niche par sélection de parentele. Les deux études de SGS ont ainsi révelé que la dispersion
des individus est homogene et implique un brassage : les graines issues de plantes meres
différentes se mélangent avant d’arriver sur les bancs alluviaux. On retrouve cependant des
individus apparentés proches les uns les autres sur les bancs alluviaux des les premiers stades
de colonisation. L’apparition d’une SGS significative dans la cohorte des individus de 5 ans
suggere que, potentiellement, les individus entretiennent des interactions positives (dans les
premiéres années de leur vie permettant la survie préférentielle de ces individus apparentés.
Ceci pourrait suggérer de la reconnaissance, voire de la sélection de parentéle au sein des
cohortes avec des familles mélangées. La disparition de la SGS dans les cohortes
échantillonnées les plus agees (10 ans et >20 ans) s’expliquerait par de possibles changements
dans les types d’interactions qu’entretiennent les individus. Par leurs actions sur
I’environnement (c’est-a-dire la construction de niche), les individus poussant en forte densité
dans le stade initial de croissance ont rendu les conditions d’habitat beaucoup plus propices au
bout d’une dizaine d’année en général. A ce stade, les individus entretiendraient alors des

interactions négatives telles que la compétition pour la lumiére et les nutriments dans le sol.

J’ai entrepris dans un second temps, une série d’expérimentations qui visait a déterminer
s’il existait des interactions positives entre individus et, in fine, de la reconnaissance de
parentéle chez le Peuplier noir. Toutefois, je n’ai pas pu conclure a la présence de la
reconnaissance de parentele dans les conditions testées. Les résultats obtenus peuvent

s’expliquer & la fois par une compétition accrue entre apparentés (hypothése de la partition de
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niche), et par des différences de capacite de compétition entre familles. Cette derniere
explication est primordiale & prendre en compte (Masclaux et al. 2010 ; Simonsen et al. 2014)
dans la mesure ou si je n’avais pas testé les capacités de compétition de mes familles, j’aurais
pu conclure a tort a de la reconnaissance de parentele pour une de mes familles. En effet, bien
souvent lorsque 1’0n raisonne a partir des biomasses, il existe des effets confondants qui
présentent un résultat similaire a ce qui est attendu dans le cas de la reconnaissance de parentéle.
Ainsi, il est possible que des études n’aient pas exploré les potentielles différences de capacité
de compétition entre groupes d’apparentés et auraient conclue peut-étre a tort a de la
reconnaissance de parentéle. Mes résultats mettent également en lumiere le rdle sous-estimé de
la variation intraspécifique. Dans mes expérimentations, 1’effet de la famille a été plus marqué

que celui de I’apparentement, certaines familles étant plus compétitrices que d’autres.

J’ai observé des différences d’absorption de 1’azote (influx) en fonction de I’apparentement
des individus voisins. Chez certaines familles, les individus en présence d’apparentés
augmentent leur absorption d’azote par rapport aux individus en présence de non-apparentes.
Pour ce trait, je n’ai pas pu montrer de différence de capacité de compétition et 1I’hypothése de
la partition de niche reste 1’explication la plus plausible pour expliquer mes résultats sur

I’influx.

Enfin, bien que I’étude des communautés de champignons mycorhiziens soit toujours en
cours, les résultats préliminaires ne montrent pas de différences significatives en termes de
richesse et de diversité spécifique selon I’apparentement entre les individus. La prochaine étape
sera d’identifier les souches mycorhiziennes, plus particuliérement les endo- et ectomycorhizes,
partagées entre les paires d’individus apparentés et les paires d’individus non-apparentés. Un
des attendus est que des individus apparentés partagent plus de souches de champignons
mycorhiziennes entres eux que des individus non-apparentés, ce qui leur permettrait de

bénéficier de meilleures capacités de collecte des ressources.

2. Apports des travaux de cette thése sur 1’étude de la reconnaissance et de la sélection de

parentéle chez les plantes

Bien que je n’aie pas pu démontrer 1’existence de la reconnaissance de parentéle chez le
Peuplier noir, cette thése m’a permis de développer toute une réflexion critique sur la

reconnaissance et la sélection de parentéle. Ces points de discussion critiques ont fait I’objet
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d’un article d’opinion (en annexe) soumis a la revue Plant Cell and Environnement en réponse

a la synthése publiée récemment par Anten & Chen en 2021.

2.1.Importance de la prise en compte de la variabilité intraspécifique dans les études

sur la reconnaissance et la sélection de parentéle.

Mes résultats sur le Peuplier noir en conditions contrdlées ont mis en lumiére le r6le de la
variabilité intraspécifique sur la reconnaissance de parentele. Les familles montrent des
réponses de croissance différentes a 1’apparentement avec leurs voisins. La variabilité
intraspécifique joue un rdle sous-estimé dans les études, qui la prennent rarement en compte.
La plupart des études concluent a la présence ou non de reconnaissance de parentele pour
I’ensemble d’une espece. Or, est-il raisonnable de penser que tous les individus d’une méme
espéce possedent les mémes traits ? 1l est vraisemblable que non comme déja suggérer par
(Bolnick et al. 2011 ; Westerband et al. 2021). Par exemple, Henn et al. (2018) suggerent que
la variation intraspécifique des traits foliaires est un mécanisme important pour permettre aux
plantes de persister au sein des communautés et de mieux tolérer les conditions
environnementales changeantes. De plus, il est reconnu que la variation intraspéecifique chez les
plantes faconne les interactions biotiques et abiotiques et joue un réle clé dans la détermination
des performances des individus (Westerband et al. 2021). Il est alors tout a fait envisageable
qu’au sein d’une méme espece, tous les individus ne possedent pas les mémes traits associés a
la reconnaissance de parentele, et qu’alors tous les individus n’aient pas la (méme) capacité de
distinguer leurs voisins apparentés. La variabilité intraspécifique semble étre la régle pour un
large éventail de traits, il pourrait donc en étre de méme pour la capacité a identifier les voisins.
Il serait alors intéressant d’avoir une estimation la plus large possible de la variabilité
intraspécifique qui existe chez 1’espéce étudiée. De plus, malgré 1'importance des interactions
plante-plante, peu d’études existent sur l'identification des bases génétiques et moléculaires qui
sous-tendent la variation naturelle des mécanismes en jeu dans ces interactions (Subrahmaniam
et al. 2018). Cette lacune mérite pourtant d’étre comblée car les bases génétiques et
moléculaires des interactions plante-plante exercent une influence sur la croissance et les
interactions qui existent entre les individus (Subrahmaniam et al. 2018). Pour parvenir a estimer
la variation intraspécifique, il serait nécessaire d’employer le plus de groupes d’apparentés
possibles pour couvrir la plus grande variabilité intraspécifique possible. Or, la plupart des
études sur la reconnaissance et la sélection de parentele utilisent un petit nombre de groupes

d’apparentés, généralement quatre ou moins (mais voir Semchenko et al. 2017 ; Takigahira &
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Yamawo 2021). Dans une étude bibliographique, Subrahmaniam et al. (2021) ont montré que
44 % des études sont conduites chez des espéces avec un systeme de reproduction autogame,
et 10 % chez des espéces clonales. Ces deux modes de reproduction ont pour conséquence un
trés fort degré d’apparentement entre les individus utilisés dans les groupes d’apparentés. Cela
pourrait représenter un biais, puisque lorsque le coefficient d’apparentement (le r dans
I’équation d’Hamilton) avoisine 1, ce qui est le cas chez les espéces fortement autogames, il
n’est plus nécessaire de faire appel au cadre conceptuel de la sélection de parentéle pour décrire
les interactions entre les individus. L’apparentement n’est plus un facteur qui influe sur le bilan
de I’interaction qui se résume a B > C, ou B < C. Il s'agit d'un point important & prendre en
compte, notamment pour les études portant sur des especes cultivées qui sont généralement tres
peu, ou pas, diversifiées. En effet, la sélection artificielle pour des traits de croissance chez les
cultivars peut potentiellement avoir entrainé la perte des traits coopératifs, ou de la diversité
génetique liee aux mécanismes de reconnaissance de parentéle chez certains groupes
d’apparentés (Fréville et al. 2019). Cela pourrait rend 1’observation de la reconnaissance de
parentéle chez une espéce plus difficile, voire impossible. De plus, il n’est pas garanti que les
mécanismes de reconnaissance de parentele soient associés aux traits de croissance sélectionnés
artificiellement (Anten & Chen 2021). Une expérimentation intéressante consisterait a étudier
et a rechercher la reconnaissance de parentele chez les ancétres des plantes cultivées et dans le
méme temps, chez les différentes variétés pour déterminer si la reconnaissance de parentele a

pu étre perdue au cours de la sélection artificielle.

2.2.Influence des conditions environnementales sur les interactions entre individus

Mes travaux en conditions controlées ne m’ont pas permis de mettre en évidence I’influence
d’une carence hydrique sur les interactions entre plantes. Toutefois, doit-on s’attendre au méme
type d’interactions de la part des plantes lorsqu’elles sont dans des environnements différents,
plus particulierement lorsque les conditions deviennent stressantes ? Lors de mes études sur la
structure génétique spatiale (Chapitre II), j’ai proposé qu’en populations naturelles, le stress
auquel font face les individus influence le type d’interaction qu’entretiennent les Peupliers
noirs. Les modeles théoriques prédisent un large éventail de variation intraspécifique dans les
mécanismes de reconnaissance de parentele entre et au sein des populations, ainsi qu'une
évolution dynamique des mécanismes de reconnaissance dans le temps (Penn & Frommen
2016). Sur la base du concept de "conditionnalité" développé par Bronstein (1994), les

interactions entre individus sont conditionnées par les conditions environnementales, ¢’est-a-

148



dire que les interactions dépendent des conditions environnementales dans lesquelles les
individus vivent et interagissent (Bilas et al. 2021). L'hypothése du gradient de stress (Bertness
& Callaway, 1994) permet également d’envisager un gradient de types d’interactions entre
individus. On peut s’attendre a observer des interactions positives en conditions stressantes pour
les végétaux, par exemple, lorsque les ressources sont moins abondantes ou moins accessibles,
et des interactions négatives lorsque les conditions sont favorables pour la survie et la croissance
des individus (figure 21). De plus, certaines especes exercent une forte influence sur leur
environnement en améliorant leurs conditions de vie (cas des especes ingénieurs d’écosystémes
sensu Jones et al. 1994). Dans ce cas, la modification de I'environnement par les individus peut
prévenir, retarder ou accélérer les changements dans les types d'interactions. C’est un aspect
essentiel & considérer lors de la réalisation d'études de terrain ou les conditions
environnementales peuvent étre améliorées par les individus (Mclntire & Fajardo 2013 ;
Corenblit et al. 2018). Des conditions environnementales changeantes feraient qu’au sein d’une
méme espece, il serait avantageux de posseder des capacités de reconnaissance de parentéle
pour entretenir des interactions positives dans des situations stressantes, et des interactions
négatives en situation moins stressantes. L’étude de [D’influence des conditions
environnementales, ainsi que 1’évolution de ces conditions est alors essentielle a prendre en

compte en populations naturelles ainsi qu’en conditions expérimentales.
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Figure 21. Evolution du type d’interaction entre deux individus en fonction du niveau

de stress basé sur I’hypothése du gradient de stress (Bertness & Callaway 1994). A noter que le
terme « évolution » n’est pas pris dans le sens d’un changement de ce qui se passe entre deux
individus au cours du temps, mais indique une comparaison de ce qui se passe dans différents
environnements. A noter que I’altruisme n’apparait pas ici car le modéle de Bertness &
Callaway (1994) ne le prévoit pas. L altruisme représente une forme « extréme » de coopération

qui est conditionné par I’apparentement entre les individus et non pas par le niveau de stress.

Puisque les conditions environnementales conditionnent potentiellement les bilans des
interactions entre individus, il est pertinent d’intégrer des gradients environnementaux, voire
de stress, dans les études. 1l est possible qu’en faisant varier les conditions environnementales
en expérimentations contrélées, on augmenterait les chances de détecter des interactions
positives entre apparentés et, in fine, d’observer la sélection de parentele. Jusqu’ici, seules
quelques études ont fait intervenir un stress dans leurs expérimentations (Li et al. 2018b ;
Pezzola et al. 2020 ; Goddard et al. 2020). Certaines ont pu effectivement mettre en évidence
des changements dans les types d’interactions entre individus en fonction de I’apparentement
et du stress (Li et al. 2018b ; Pezzola et al. 2020). D'autre part, les interactions positives comme
la facilitation, en augmentant la capacité de charge locale, c’est-a-dire le nombre d’individus
que peut supporter une population (Platt & Bever 2009), et/ou en augmentant la niche réalisée

(Bruno et al. 2003), pourraient promouvoir la coopération entre les plantes car la coopération
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deviendrait une stratégie payante dans un milieu ou les ressources sont limitées. On pourrait
donc s’attendre a des interactions différentes pour des individus vivant dans des environnements
tres, ou peu, contraignants. En effet, les interactions peuvent étre conditionnées par la plasticité
phénotypique et/ou la variabilité génétique qui existe chez les individus. Les individus ne
pouvant pas « choisir » I’environnement dans lequel ils se trouveront, il deviendrait alors
avantageux pour des especes qui vivent dans des milieux changeants de posseder une forte
plasticité phénotypique pour faire face aux conditions changeantes et ainsi d’étre capables
d’orienter les interactions positives vers les voisins apparentés lorsque les conditions
deviennent difficiles. Il est possible qu’au sein d’une méme espéce, la reconnaissance de
parentele se soit mise en place chez des individus vivant dans des environnements changeants
et contraignants mais pas chez des individus qui vivraient dans des conditions peu changeantes
et favorables. Mes travaux de thése me laissent penser qu’il faudrait envisager la reconnaissance
de parentéle comme une stratégie adaptative qui permettrait de faire face a un en environnement
fluctuant, et qu’elle ne serait pas avantageuse dans un milieu Stable. La reconnaissance de
parentele ne serait pas répandue au sein de 1’ensemble des population d’une espece ; pour
certain groupes d’individus apparentés et dans certaines conditions, cette stratégie pourrait étre
avantageuse mais pourrait ne pas I’€tre pour d’autres groupes d’individus dans des conditions
environnementales différentes. Il convient alors dans les études de choisir des groupes
d’apparentés en fonction du milieu dans lequel ils vivent, pour une fois encore couvrir la plus

large gamme possible de la variabilité intraspéecifique.

En outre, le mode de dispersion d’une espéce peut également fournir une indication sur
la présence de mécanismes de reconnaissance de parentéle. D'une part, chez les espéces qui
dispersent peu, on retrouve souvent une SGS forte (Nazareno et al. 2017 ; 2019), ce qui signifie
que des individus apparentés se retrouvent a proximité les uns des autres. Dans ce cas, un
individu aurait alors de grandes chances d'interagir avec des voisins apparentés. Cette situation
pourrait rendre les mécanismes de reconnaissance de parentéle superflus car trop colteux a
maintenir (Rousset & Roze 2007). En revanche, pour les especes considérée comme dispersant
a grande distance (comme le Peuplier noir), une proportion importante des graines ne dispersent
en réalité que sur une courte distance (Nathan et al. 2008). Les conditions de dispersion
aléatoires entrainent une incertitude quant a la présence d’individus apparentés a I’arrivée. Dans
ces cas, il devient avantageux de posséder la capacité de discriminer les voisins par un

mécanisme de reconnaissance de parentele.
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2.3. Espéces a longue durée de vie, un modéle pour étudier le lien entre SGS et

interactions intraspécifiques

La plupart des études sur la reconnaissance et la sélection de parentéle se concentrent sur
les plantes annuelles ou a courte durée de vie (Subrahmaniam et al. 2018, 2021). Trés peu
examinent les interactions chez les espéces a longue durée de vie comme les arbres (mais voir
Till-Bottraud et al. 2012 ; Pickles et al. 2017). La principale différence avec les especes
annuelles est que les espéces a longue durée de vie interagissent avec leurs voisins pendant des
décennies, parfois dans un environnement fluctuant. Ainsi, pour ces especes, doit-on considérer
I'interaction entre deux individus comme une seule interaction ou comme des interactions
répétées ? Si l'interaction ne se produit qu'une seule fois entre deux individus donnés, la
stratégie stable sur le plan évolutif est la compétition (Maynard-Smith 1982). Dans le cas
d'interactions repétées, la stratégie de 1’altruisme réciproque (ou « Tit-for-tat » en anglais)
d’Axelrod & Hamilton (1981) permet a la coopération d'émerger comme une stratégie
évolutivement stable si les individus sont incertains quant au moment ou l'interaction se
terminera et si la probabilité d'interactions répétées entre les mémes individus est suffisamment
grande. Dans cette stratégie, le premier individu commence le « jeu » en cooperant. Lors des
itérations suivantes, cet individu utilisera la stratégie employée par le second au tour précédent.
Autrement dit, si le deuxiéme individu a coopéré au premier tour, le premier individu coopérera
a nouveau. Inversement, le premier individu entrera en compétition au deuxiéme tour si le
deuxiéme individu a été en compétition au premier tour. Ainsi, la coopération peut évoluer
grace a des stratégies basées sur la réciprocité. Comme l'interaction est répétée de nombreuses
fois, I'avantage d'exploiter I'autre au premier tour est surpassé par le désavantage de recevoir le
gain de la défection mutuelle au lieu du gain de la coopération mutuelle dans les tours suivants
(Garcia & van Veelen 2018). Les plantes étant sessiles, dans le cas d'interactions répétées, les
individus qui interagissent sont physiquement proches les uns des autres et ne peuvent pas
échapper aux repreésailles potentielles de leurs voisins. Si I’un des deux individus change de
stratégie a la suite d’un changement physiologique ou d’un changement de I’environnement,
alors le second individu adaptera sa stratégie en fonction du premier. Au final, ces changements
pourraient avoir un impact sur le bilan de I’interaction entre les individus. Ce point est important
car, selon que I'on considére plusieurs interactions courtes, ou une seule interaction de longue
durée, les résultats pourraient étre différents. En outre, ce cadre met en évidence le fait que pour
les especes a longue durée de vie qui interagissent tout au long de leur vie, le type d'interaction

peut dépendre du stade de vie mais aussi des conditions de I’environnement. Chez les especes
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a longue durée de vie, il convient alors de prendre en compte le stade de vie et les conditions

de vie pour étudier les interactions entre individus.

Méme lorsque des espéces a longue durée de vie sont étudiées, elles ne le sont que sur
de courtes périodes de leur vie, souvent au stade juvénile (He et al. 2021 ; Takigahira &
Yamawo, 2019). Pour ces especes, la reconnaissance et la sélection de parentéle peuvent étre
avantageuses a un stade de vie mais pas a d'autres. Par exemple, aux premiers stades de vie,
lorsque la mortalité des graines et des jeunes individus est importante, les interactions positives
entre individus apparentés peuvent assurer une meilleure survie des génotypes apparentés dans
des conditions stressantes, notamment grace aux gains de valeur sélective indirecte. Bien qu'il
ne s'agisse pas d'une espece a longue durée de vie, le cas d’Aegilops triuncialis est un cas
intéressant dans la mesure ou des interactions positives entre apparentés ont été observées entre
des stades de vie différents : les adultes et les graines. Chez cette espece, Smith et al. (2019)
ont propose que les tissus maternels (qui enveloppent les graines) induisent une dormance des
graines les plus petites et ainsi favorisent le développement des graines les plus grosses. Cette
dormance induite augmenterait la valeur sélective inclusive des plantes meres et des
descendants en minimisant la compétition entre les graines apparentées (Smith et al. 2019). En
outre, Smith et al. (2019) proposent que les petites graines, dont la germination est empéchée,
constituent une banque de graines qui permettrait de contrebalancer la perte des plantules issues
des grosses graines qui auront germe, ce qui augmenterait encore la valeur sélective inclusive
de la plante mere mais aussi des individus apparentés qui auront germeés. Ce cas est similaire a
ce qui peut étre rencontré chez les espéces d'arbres pour lesquelles une banque de graines est

formée dans le sol et ou la compétition est importante au moment de la germination.

Par ailleurs, un aspect souvent negligé dans les études sur la reconnaissance de parentele
est la structure génétique spatiale (SGS) qui peut exister dans les populations et qui correspond
a la répartition non-aléatoire des génotypes dans le milieu. Dans les populations ou il existe une
forte SGS, on retrouve des individus apparentés proches les uns des autres et donc, des
interactions peuvent avoir lieu entre individus apparentés. Ainsi, la SGS peut conditionner les
interactions qui ont lieu entre individus. En retour, les interactions entre individus, si elles sont
par exemple positives entres individus apparentés, peuvent exercer une influence sur
I’apparition d’une SGS significative sur de courtes distances (la distance a laquelle les individus
interagissent, aussi appelée zone d’interaction). Or, a ce jour, trés peu d'études ont établi un lien
entre la SGS et les interactions entre individus apparentés (Till-Bottraud et al. 2012 ; Fajardo

et al. 2016 ; Mazal et al. 2021). Une SGS significative dans les populations naturelles indique
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que des individus apparentés vivent a proximité les uns des autres. Grace a deux cas d’étude,
celui du Hétre blanc (Nothofagus pumilio) au Chili, et celui du Peuplier noir dans I’ Allier, nous
montrons que la variabilité intraspécifique, le lien entre type d’interaction et niveau de stress et
la SGS sont des concepts pertinents et essentiels a la compréhension des interactions entre
individus. Le cas d’étude du Hétre blanc a servi d’exemple et de prologue a cette thése, pour
supposer des liens qui existent entre les interactions biotiques et la SGS, et pour proposer des
hypotheses quant a I’évolution des interactions biotiques chez une espece a longue durée de
vie. Dans les populations de Hétre blanc, on retrouve des arbres fusionnés en lisiére des foréts
secondaires (Fajardo & Mclntire 2010). A la lisiére, les jeunes individus qui grandissent en
groupes survivent mieux que les individus qui poussent seuls, alors que ces derniers survivent
mieux a l'intérieur de la forét (Fajardo & Mclntire 2011). Les auteurs expliquent ce phénomeéne
par un effet de facilitation mécanique contre les conditions stressantes des zones ouvertes de
Patagonie ou les vents peuvent étre violents. Dans ces lisieres exposées aux vents forts, une
SGS significative a été détectée a la lisiere (Fajardo et al. 2016). Dans les lisiéres des foréts
secondaires exposées aux forts vents, on retrouve significativement plus d’individus apparentés
parmi les troncs fusionnés qu’entre groupes fusionnés différents (Till-Bottraud et al. 2012 ;
Fajardo et al. 2016). Le mécanisme écologique impliqué ici pourrait étre une fusion facilitante
(altruiste ou coopérative), qui serait physiologiquement et bio-mécaniquement avantageuse
pour l'acquisition de ressources et la stabilité face au vent (Tarroux & DesRochers 2011 ;
Tarroux et al. 2011, 2014 ; Fajardo et al. 2016). La théorie de la sélection de parentéle est dans
le cas présent un cadre conceptuel possible, qui permettrait d’expliquer la présence d’individus
fusionnés apparentés. Le cas du Hétre blanc est également révelateur des liens qui existent entre

le niveau de stress d’un milieu et le type d’interaction en place entre individus.

Chez le Peuplier noir, la facilitation a déja été identifiée en situation de stress mecanique
comme une interaction majeure entre individus dans les premiers stades de colonisation
(Corenblit et al. 2018). Mes travaux ont permis d’explorer le role de ’apparentement dans les
processus de facilitation qui ont lieu entre les individus en populations naturelles. Les résultats
de mes travaux sur la SGS m’ont permis de suggérer des changements de type d’interactions
entre les différents stades de vie, en particulier entre le stade de colonisation caractérisé par une
forte instabilité et le stade mature beaucoup plus stable. Dans le cas présent, bien que la SGS
n’ait pas été¢ détectée dans la cohorte de juvéniles de ’année, on trouve tout de méme des
individus apparentés dans les groupes échantillonnés. On retrouve ensuite une SGS

significative dans la cohorte de 5 ans, puis la disparition de la SGS dans les cohortes les plus
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agées (10 ans et >20 ans), ce qui suggere que les interactions intraspécifiques chez le Peuplier
noir pourraient influencer et moduler la SGS au cours du temps. Les deux études de la SGS
chez le Peuplier noir ont permis de proposer des hypothése sur le type d’interaction en jeu entre
les Peupliers noirs. Plus particuliérement ces deux études ont permis de proposer une réflexion

critique autour des rétroactions entre interactions intraspécifiques, SGS et niveau de stress.

3. Conclusion générale et perspectives

Les travaux de cette thése ont permis d’enrichir les connaissances sur le processus de
colonisation des bancs alluviaux par le Peuplier noir et de proposer des hypothése sur le type
d’interactions qu’entretiennent les Peupliers noirs lors de cette colonisation. Plus
particuliérement, j’ai pu montrer que 1’étude de la SGS en population naturelle permettait de
suggérer que les types d’interactions entre les individus peuvent changer au cours de leur vie et
en fonction des conditions environnementales. Les experimentations en conditions controlées
ne m’ont pas permis de mettre en évidence des interactions positives entre individus apparentés.
Je n’ai donc pas pu confirmer (ni infirmer) de maniere formelle la présence de mécanismes de
reconnaissance de parentele chez le Peuplier noir. Aussi, la construction de niche par le Peuplier
noir ne semble pas s’expliquer pas par des interactions positives entre individus apparentés. A
la suite de cette thése, I’hypothése la plus solide pour expliquer la construction de niche chez le
Peuplier noir, reste la facilitation entre individus, apparentés comme non-apparentés. De plus,
le Peuplier noir, comme toutes les espéces a longue durée de vie, ne semble pas étre un modeéle
idéal pour étudier les interactions intraspécifiques en conditions controlées car il est trés
difficile de mesurer les cofits et les bénéfices pour les individus dans les interactions qu’ils
entretiennent. Toutefois, ces especes semblent représenter de bons modéles pour étudier les
échanges de nutriments entre individus. De plus, les especes a longue durée de vie restent de
bons modéles d’expérimentation en conditions naturelles car elles autorisent le suivi des mémes
individus sur le long terme, permettant ainsi de déceler de possibles changement d’interactions

en fonction des conditions environnementales.

Cette thése a également permis d’apporter des idées nouvelles dans 1’étude de la
reconnaissance et de la sélection de parentéle, notamment chez les espéces a longue durée de
vie qui sont jusqu’a présent sous-représentées dans les études. On retiendra principalement le
fait que la variabilité intraspécifique est un élément primordial a prendre en compte dans les

études sur la reconnaissance et la sélection de parentele. De plus, 1’influence des conditions
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environnementales sur le type d’interaction en place entre les individus est également un facteur
a intégrer dans les études pour maximiser les chances d’observer de la reconnaissance voire de
la sélection de parentele. Durant cette thése, j’ai également pu constater que les études en
conditions naturelles peuvent présenter un risque important d’échec a cause des aléas.
Toutefois, elles restent nécessaires pour observer et comprendre le type d’interactions en place

entre les individus dans les populations naturelles.

3.1.Perspectives méthodologiques

Mes travaux en conditions contr6lées m’ont permis de montrer I’importance de la prise en
compte des hypotheses alternatives a la reconnaissance de parentéle pour expliquer des
différences de croissance en fonction de I’apparentement. Dans mon cas, une différence de
capacité de compétition en fonction des familles reste I'interprétation la plus pertinente et la
plus parcimonieuse. Cela suggere que les résultats obtenus dans les études sur la reconnaissance
et la sélection de parentéle doivent étre soigneusement analysés. Les plans expérimentaux
devraient prendre en compte et explorer toutes les interprétations alternatives a la
reconnaissance de parentele, en utilisant notamment des témoins en nombre suffisant et le plus
de groupes d’apparentés possibles. En effet, les effets de la reconnaissance de parentéle sur la
croissance des plantes peut étre confondue avec des différences de capacités de compétition
entre les familles utilisées. Or, jusqu’a présent peu d’études ont réellement intégré cette
explication alternative dans leurs interprétations (Masclaux et al. 2010 ; Simonsen et al. 2014).
La plupart du temps, il existe une modalité témoin ou une plante est placée seule dans un pot,
mais ce traitement ne permet que d’estimer les capacités de croissance intrins€que propres a
chaque famille ou groupe d’apparentés. Des familles (ou groupes d’apparentés) ayant de
meilleures capacités de croissance peuvent conduire a conclure a tort a de la reconnaissance de
parentéle comme le mentionne Simonsen et al. (2014). Ce phénomene a été interprété comme
un effet d'inégalité de Jensen (Anten & Chen, 2021). Ainsi, il convient de mesurer les capacités
de croissance intrinseques afin d’écarter ce biais. Toutefois, la capacité de croissance
intrinséque renseigne sur les capacités de croissance des individus d’une famille sans
interactions avec d’autres individus. La capacité de compétition est, elle, différente de la
capacité de croissance intrinseque en ce qu’elle estime la croissance des individus en présence
d’autres individus : c¢’est une réponse a la présence et a I’influence des voisins. Ainsi, il est
important d’estimer aussi la capacité de compétition des familles (ou groupes d’apparentés)

utilisées en les confrontant toutes dans I’expérimentation (Masclaux et al. 2010). Des
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différences de capacités de compétition peuvent en effet amener, ici encore, a conclure a tort a
de la reconnaissance de parentéle car les résultats sur les biomasses des individus peuvent étre

les mémes.

Etudier la sélection de parentéle chez une espéce, implique d’estimer finement les cofits et
les bénéfices, ainsi que I’apparentement entre les individus qui interagissent (Subrahmaniam et
al. 2021). Or, peu d’études estiment réellement ces cofits et bénéfices. La quasi-totalité des
études qui ciblent la réponse a I’apparentement chez les plantes étudient en fait uniquement la
reconnaissance de parentele. La littérature scientifique sur la reconnaissance de parentéle a été
prolifique durant ces dix derniéres années (voir état de 1’art, Chapitre 1). Les preuves semblent
étre désormais suffisantes pour admettre que les plantes sont bel et bien capables de discerner
leurs voisines apparentées de leurs voisines non-apparentées et de moduler leurs interactions en
conséquence. La prochaine étape consistera a estimer systématiquement les colts et les
bénéfices des interactions entre individus ainsi que 1’apparentement entre les individus pour
passer de la reconnaissance a la mise en evidence de la sélection de parentéle. L estimation de
ces parameétres permettrait a 1’avenir de fournir des preuves solides quant aux types
d’interactions qu’entretiennent les individus et permettait en sus de conclure de manicre fiable

a la présence ou absence de reconnaissance voire de sélection de parentele.

Enfin, j’ai également identifié différents verrous méthodologiques rencontrés dans
I’interprétation des résultats dans les études sur la reconnaissance de parentele. Les principaux

défis rencontrés sont les suivants :

- Les études utilisent souvent des clones ou des lignees issues d’autofécondations
(Subrahmaniam et al. 2021). Or, dans ce cas, I’apparentement entre les individus des
groupes d’apparentés est de r = 1. La reégle d’Hamilton n’est plus pertinente pour
interpréter les résultats obtenus dans ces études. Il conviendrait de ne plus utiliser de
clones, ou des lignées d’autofécondation, mais plutét de viser a obtenir un gradient
d’apparentement pour maximiser les chances d’observer la reconnaissance de parentele.

- Laplupart des études fournissent suffisamment de nutriments aux individus, les placant
ainsi dans une situation de ressources non-limitantes et donc non stressante. Or, les
concepts de « conditionnalité » (Bronstein 1994) et de gradient de stress (Bertness &
Callaway 1994) prédisent que les interactions entre individus sont dépendantes du
niveau de stress. Ainsi, les études qui placent les individus en conditions non-stressantes
peuvent les mettre involontairement dans une situation qui masque l’expression
potentielle de la reconnaissance de parentele. Il conviendrait alors de diversifier les
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conditions dans lesquelles les plantes sont étudiées pour, une fois encore, augmenter les
chances de détecter la reconnaissance de parentele.

La culture d’individus en pots réduit artificiellement leur niche écologique a quelques
dimensions seulement, empéchant ainsi toute compensation dans d’autres dimensions.
La conséquence est que ce genre de situation peut orienter a tort I’interprétation des
résultats vers 1I’hypothése de la partition de niche qui prédit que des individus apparentés
possedent des niches écologiques trés similaires et sont alors en plus forte compétition
que des individus non-apparentés. Ainsi, il est probable que les conditions
expérimentales forcent la compétition au détriment des autres types d’interaction. Ici
encore, les conditions expérimentales masqueraient les effets observables de la
reconnaissance de parentele. Bien que les expérimentations en conditions naturelles
représentent d’autres défis tout aussi difficiles, elles permettraient s’affranchir de ces

biais d’expérimentation.
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Abstract

Anten & Chen (2021) conducted an extensive review regarding kin recognition and selection
and delivered a comprehensive and critical overview of the conceptual bases and recent results
on the topic. However, from our point of view, some key aspects are missing. We believe that

intraspecific variability is of utmost importance. The stress gradient hypothesis, predict that
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interactions depend on the ecological settings in which they take place and can change in
relation to the level of stress. We also discuss the case of long-lived species in which
interactions between individuals are durable and where environmental conditions can change
across life stages. We also believe it is time to move on to providing evidence of kin selection in
plants. To do so, it will be necessary to measure accurately the costs and benefits of the
interaction as well as the effective relatedness of the interacting individuals. Additionally, we
propose that the study of spatial genetic structure could be a useful tool to identify candidate
settings for the study of kin recognition/selection in plants. Lastly, we address some
methodological challenges that need to be overcome.

Introduction

Kin recognition is the ability to identify the shared ancestry (and thus genetic relatedness) with
another individual. The last ten years proved to be a prolific period in the study and
understanding of kin recognition in plants (see review by Anten & Chen 2021). In fact, being
able to identify related individuals through kin recognition mechanisms could be advantageous
to avoid competition with relatives. Research efforts have focused on the occurrence of kin
recognition in plants because it is supposed to be a necessary condition for kin selection to occur
(Axelrod, Hammond & Grafen 2004; Dudley, Murphy & File 2013). Kin selection theory
(Hamilton 1964) states that an altruistic trait can be favoured by natural selection if the indirect
benefits accrued by the recipient (through a gain in indirect fitness) outweigh the costs of the
altruistic behaviour if the altruist and the recipient are related: this is summarized by Hamilton’s
rule as rB > C, where B and C are, respectively, the benefit to the recipient and the cost to the
altruist, and r is the relatedness between the two individuals. If individuals are sufficiently
closely related, altruism can favour reproduction of the set of genes they share despite losses in
direct fitness by the altruist individual (Axelrod & Hamilton 1981). Because kin selection is
based on the genetic relatedness between individuals, it most likely evolves in kin-structured
populations, which is often the case in plants, as they are sessile organisms that do not disperse
far from their parents (Ehlers & Bilde 2019). However, kin selection can also be found in
unstructured populations, where seeds disperse far from their parents, provided that there is a

sufficiently discriminatory kin recognition mechanism (Axelrod et al. 2004).

In their inspiring review recently published in PCE, Anten & Chen (2021) provided a
critical and detailed overview of the conceptual bases and recent results on kin recognition and
kin selection in plants. As stated by the authors, most of the studies have thus far explored plant-

plant interactions at the root level. A frequently observed result is that plants growing with
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related individuals show a reduction in competitive traits (e.g., belowground biomass,
production of lateral roots) and lower biomass than plants growing with strangers (i.e., seeds
from different mothers). These results are interpreted by the authors as a reduction in
competition towards relatives, possibly leading to positive interactions (File, Murphy & Dudley
2012). If the indirect benefits accrued by the recipient through a gain in fitness of relatives
outweigh the individual costs of the altruistic behaviour (according to Hamilton’s rule, see
above), then kin selection can be favoured. In addition, Anten & Chen (2021) discuss the
possible mechanisms of belowground kin recognition. The role played by root exudates seems
obvious, and mycorrhizal networks are strongly suspected to play a major role as well. Although
there are some methodological concerns that are discussed by Anten & Chen (2021), the authors
conclude that there is sufficient evidence to support kin recognition in plants. Anten & Chen
(2021) have provided the best update thus far regarding kin recognition and kin selection.
Nevertheless, we think that some aspects that are of great complementary importance to
broaden the kin recognition and selection framework were not considered in their review. Based
on Anten & Chen's review, we propose to add the following aspects that need to be considered
in the experimental setup of studies designed to test the existence of kin recognition and kin
selection. These aspects are related to i) intraspecific variability and context dependency, ii)
plant longevity, iii) kin selection metrics, iv) spatial patterns of plant interactions, and v) some
methodological challenges. Along with these missing points, we make recommendations on
how to optimize the design of experiments to detect kin recognition and assess kin selection.
These aspects need to be considered to strengthen the overall conclusions regarding kin
selection in plants. Below, we expand on these five aspects, which we consider essential to

build a testable framework about kin recognition and kin selection.

Kin recognition and intraspecific variability

Several published studies have concluded that kin recognition is either present or absent in a
given species (see review by Anten & Chen 2021). However, do we expect species to be entirely
homogeneous with regard to kin recognition or even kin selection? Most likely not in our
opinion. Intraspecific variability is the rule for a wide range of traits (Siefert et al. 2015), so it
potentially also applies to the ability of a plant to assess its relatedness with its neighbours. Kin
recognition within a population may depend on the genotypes or kin groups considered.
However, the importance of intraspecific variability for kin recognition has been poorly

addressed thus far, although it represents a critical issue. Anten & Chen (2021) discussed this
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point with crops as an example and proposed that studies need ample replication at the
genotypic level to capture sufficient (within-species) variation in kin discrimination. Crop
species exhibit lower genetic diversity than natural species and interact mostly with kin (Anten
& Chen 2021). We believe this fundamental aspect goes beyond crop species. Increasing
replication at the genotypic level thus should be even more important for non-crop species
growing in a natural context. Moreover, our understanding of the genetic and molecular basis
underlying the natural variation of plant-plant interactions remains limited and needs to be
considered in further research (Subrahmaniam et al. 2018).

Current theoretical models of kin recognition predict a wide range of intraspecific
variation in kin recognition mechanisms between and within populations as well as dynamic
change over time according to the level of stress that plants experience under natural conditions
(Penn & Frommen 2010). This is a particularly important point to consider because most studies
have used only a few (usually two to four) different kin groups and thus captured only a small
part of the existing variability in the species. However, some studies made an effort to increase
the number of kin groups used to capture a wider range of intraspecific variability (Semchenko,
Saar & Lepik 2017; Takigahira & Yamawo 2019). To overcome this important issue that can
lead to erroneous conclusions at the species level, we advocate the use of as many genotypes
as possible originating from several populations to capture a wider range of intraspecific

diversity.

The context-dependency on kin interactions

Because plants are sessile organisms, they cannot move to avoid their neighbours or stress. This
can cause strong selection in plants to respond to specific environmental conditions that differ
among populations. As a consequence, should we expect the same types of interactions between
individuals living under different conditions, and why would some kin groups express Kin
recognition and others not? The stress gradient hypothesis (SGH, Bertness & Callaway 1994)
predicts that varying stress levels will change the importance of the type of interaction between
individuals from positive (i.e., facilitation) in stressful environments to negative (i.e.,
competition) in favourable environments (see also Bruno, Stachowicz & Bertness 2003).
Facilitation is defined as ‘an interaction in which the presence of one species alters the
environment in a way that enhances the growth, survival and reproduction of a second species’

(Bronstein 2009, p.1160), a definition that is also valid when considering different genotypes
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of the same species (Mclntire & Fajardo 2011). Interactions show ‘conditionality’ when costs
and benefits, and thus outcomes, are affected in predictable ways by ecological conditions
(Bronstein 1994). Plant interactions thus depend on the ecological settings in which they take
place, and in particular, plants adjust them to the level of stress (Bilas, Bretman & Bennett
2021). Following SGH predictions, harsh environmental conditions should lead to stronger
positive interactions (i.e., cooperation) if related individuals are present. We can thus expect
contrasting responses for individuals living in stressful versus benign environments, with the

response being derived from either phenotypic plasticity or genetic variability.

Few studies have coupled the study of kin recognition with that of environmental stress.
In these studies, kin recognition responses were triggered by nutrient availability in Glycine
max, Caesalpinia pulcherrima, Populus tomentosa (Li, Xu & Liu 2018), and Pisum sativum
(Pezzola, Pandolfi & Mancuso 2020) and by heavy metal concentrations in Sorghum vulgare
(Li, Xu & Feng, 2018). However, in Glechoma hederacea (Goddard, Varga, John & Soulsbury
2020), water availability was not responsible for kin recognition responses. Changes in the type
of intraspecific interaction were also interpreted based on the evolution of increased competitive
ability hypothesis, which predicts that invasive plants evolve to be more competitive following
introduction because of the loss of their natural enemies (Blossey & Notzold 1995). However,
changes in the types of interactions in invasive species can also be positive. Recently, Zhang et
al. (2019) showed that in the invasive plant Alternanthera philoxeroides, interactions among
related individuals shifted from competition in its native environment to facilitation in its new
environment following its introduction. All these studies have highlighted the fact that kin
recognition can be dependent on the type of stress and its level. Thus, by modulating the type
of stress and its intensity in these experiments, it is possible to reveal kin recognition that is
only expressed in a given kin group under certain ecological conditions. We urge researchers
to include in their experimental designs different types of stresses that plants are likely to face
in their natural environment or due to climate change to ensure that cases of kin recognition are
not missed. Moreover, as mentioned previously, different genotypes can show different
responses to stress. This phenomenon can also have an impact on the diversity of these
responses in terms of interactions between individuals that can be observed in kin studies. Thus,
it is once again essential to make every effort to increase the number of kin groups used in

experiments with set types and levels of stress.

The dispersal capacities of individuals can also have an impact on the occurrence of kin

recognition. On the one hand, species with limited seed dispersal often exhibit structured
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populations (Ronce 2007) where related individuals grow close to each other. Because kin
recognition mechanisms are costly (Rousset & Roze 2007), kin recognition mechanisms would
not be selected in such species because an individual will have a very high chance of interacting
with relatives. On the other hand, for species with good dispersal capabilities, some seeds
disperse over long distances, but a significant proportion of seeds disperse over short distances
or their dispersal is stopped by physical barriers (Nathan et al. 2008; Till-Bottraud, Fajardo &
Rioux 2012; Fajardo, Torres-Diaz & Till-Bottraud 2016). In these cases, seeds could end up in
the vicinity of related individuals or nonrelated individuals. Thus, under these variable and
random dispersal conditions, it becomes advantageous to have the ability to discriminate
between neighbours through a kin recognition mechanism to adjust the type of interaction.

Interactions in long-lived species

For practical reasons, most of the studies on kin recognition thus far have focused on annual or
short-lived plants (Subrahmaniam, Roby & Roux 2021). Very few studies have investigated
these interactions in long-lived species such as perennial herbs, shrubs and trees (but see Till-
Bottraud et al. 2012; Pickles et al. 2017). Even when long-lived species were studied, they have
mostly been observed over a short period of their lives (i.e., seedling stage; Takigahira &
Yamawo 2019; He et al. 2021). The major obvious difference is that long-lived species interact
with their neighbours through decades in a fluctuating or changing environment. Thus, in the
case of long-lived species, should we consider the interaction between two long-lived
individuals as just one interaction or as repeated interactions? The principles of evolutionary
game theory (Maynard-Smith 1982) provide a theoretical framework for understanding the
evolution of biological interactions and the outcomes of interactions in the case of long-lived
species. If the interaction occurs only once between two given individuals, the evolutionarily
stable strategy is to compete (Maynard-Smith 1982). In the case of repeated interactions, the
“Tit-For-Tat” strategy (Axelrod & Hamilton 1981) allows cooperation to emerge as an
evolutionarily stable strategy if individuals are uncertain about when the interaction ends and
the probability of repeated interactions between the same individuals is large enough. In the
‘Tit-For-Tat ' strategy, the first individual begins the game by cooperating. In subsequent
iterations of the game, this individual uses the strategy of the second individual from the
previous round. That is, if the second individual cooperated in the first round, then the first
individual will cooperate again. Conversely, the first individual will compete in round two if

the second individual competed in the first round. Thus, cooperation can evolve through
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strategies based on simple reciprocity. Because the interaction is repeated many times, the
advantage of exploiting the other in the first round is more than offset by the disadvantage of
receiving the payoff of mutual defection instead of the payoff of mutual cooperation in
subsequent rounds (Garcia & van Veelen 2018). As plants are sessile, in the case of repeated
interactions, interacting individuals are stuck together and cannot evade potential retaliation
from their neighbours. This point is important because depending on whether we consider
multiple short interactions or one long-standing interaction, the outcomes could be different.
Furthermore, this framework highlights the fact that for long-lived species that interact
throughout their lives, the type of interaction may depend on the life stage.

For long-lived species, kin recognition and kin selection might be advantageous at a
given developmental stage but not at others. For example, at early stages when seedling
mortality is important, positive interactions between related individuals can ensure better
survival of related genotypes in stressful conditions (i.e., due to indirect fitness gains). While
not a long-lived species, Aegilops triuncialis is an interesting case because kin recognition was
proposed between two different life stages (Smith, Atwater & Callaway 2019). Smith et al.
(2019) proposed that maternal tissues (which envelop seeds) can induce dormancy in smaller
seeds and thus favour the development of larger seeds in which the mother invests more. This
induced dormancy would increase the inclusive fitness of mother plants by minimising
competition between related seeds (Smith, Atwater & Callaway 2019). Furthermore, Smith et
al. (2019) propose that small seeds that are prevented from germinating, could constitute a seed
bank that would compensate the mortality of large seeds that have germinated, further
increasing the inclusive selective fitness of both the mother plant and related individuals that
have germinated. Thus, this case is similar to what can be encountered in tree species for which

a seed bank is formed in the soil and where seed competition occurs.

Interactions between individuals can also change following environmental shifts or
plant feedback on the environment. This brings us back to the stress gradient hypothesis, which
predicts that interactions will change in relation to stress levels. Some species strongly on
affects their physical environment by improving their living conditions (i.e., ecosystem
engineering effect sensu Jones, Lawton & Shachak 1994). In these cases, ecosystem engineer
species can modulate the level of stress and improve resource availability through their effects
on the local environment (Mcintire & Fajardo 2014). For example, Black poplar (Populus
nigra) is known to enhance its local conditions by trapping fine sediments and thus increasing

nutrient availability and decreasing drought stress in its natural river reach habitat (Corenblit et
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al. 2014; Hortobagyi, Corenblit, Steiger & Peiry 2018). P. nigra individuals also mechanically
protect themselves from destruction mostly at their early stage of development when they are
young and agglomerated in dense patches (i.e., facilitation) (Corenblit et al. 2018). As a
consequence, the modification of the environment by individuals can prevent, delay, or
accelerate changes in the types of interactions (Corenblit et al. 2018). In the case of P. nigra,
possible changes in the types of interactions throughout different life stages have been
suggested to improve the chances of colonization on alluvial banks (Mazal et al. 2021). This
particular point is essential to consider when conducting field studies where the local conditions
can be improved by engineering plants because the outcomes of the interactions between
individuals and the chance of detecting kin recognition strongly depend on the life stage

considered.

From kin recognition to kin selection

As stated by Anten & Chen (2021) and Bilas et al. (2021), we agree that kin recognition in
plants is now being accepted as a process that occurs in nature. Beyond the exploration of its
mechanisms (as suggested by Bilas et al. 2021) and their genetic bases, we believe it is now
time to move on to the next step and study kin selection per se. To do so, future studies will

need to focus on measuring the fitness of individuals.

Kin recognition studies mostly estimate the biomass of individuals growing with related
individuals or with strangers. Although biomass is supposed to be a good proxy to estimate
individual fitness in annual plants (Younginger, Sirova, Cruzan & Ballhorn 2017), this is not
always the case, especially in long-lived species such as trees, where biomass provides little
information on how individuals will reproduce. Moreover, biomass measurements do not
sufficiently reflect the fitness of individuals because they may reflect many confounding
factors, making their interpretation difficult (i.e., see methodological issues discussed below).
To our knowledge, only one study measured the fitness of individuals in terms of reproductive
traits and showed that Moricandia moricandioides (Brassicaceae) individuals growing with kin
produced larger floral displays than those growing with strangers (Torices, Gomez & Pannell
2018). Individuals compensate for the decrease in direct fitness caused by the production of
large flowers with a gain in indirect fitness by attracting more pollinators who will visit their
related neighbours (Torices et al. 2018). In this case, related neighbours benefit from the arrival

of pollinators and eventually from their pollen being exported. This is direct evidence of an
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increase in the indirect fitness of individuals. The production of a larger floral display is costly
but attracts more pollinators that will also benefit the related neighbours.

We advocate for the measurement of the fitness of individuals as accurately as possible,
including the survival probabilities of individuals and their reproductive traits, such as the
number of flowers and seeds produced, as well as traits linked with pollinator attraction (Torices
et al. 2018). Following the approach proposed by Ehlers & Bilde (2019), we emphasize here
the general utility of Hamilton’s rule, rB > C, and the measurement of the cost (C) and benefit
(B) components of fitness on all plants that take part in the interaction, as well as their true
(realized) relatedness (r), which can now be easily estimated using next-generation sequencing
techniques (de Villemereuil 2016). Note that if r = 0, no indirect fitness can be obtained.
Conversely, if r = 1, Hamilton’s rule is no longer needed to explain the outcome of the
interactions because each interactant is actually a clone of the same individual. This particular
case is often found in studies where clones (YYamawo, Sato & Mukai 2017) or self-pollinating
species (i.e., same accession or variety) are used as kin groups (Simonsen, Chow &
Stinchcombe 2014; Yang et al. 2018; Pezzola et al. 2020). In a literature survey
(Subrahmaniam, Roby & Roux 2021) showed that 44% and 10% of the studies that investigated
growth between related and unrelated individuals were conducted in species with a self-
pollinating or clonal reproductive system respectively. These cases should then be interpreted
in the same way as studies on self-recognition (Bilas et al. 2021) and are therefore not relevant

for studying kin selection.

As stated by Hamilton’s rule, the level of relatedness between individuals is critical to
predict the outcome of the interactions between individuals. Few studies thus far have used
different levels of relatedness between individuals. Fang et al. (2013) showed that the rice root
systems of individuals from the same variety remained completely separate, while the roots of
different varieties touched each other. Another study on rice showed that plants altered their
root behaviour and biomass allocation in response to a gradient of relatedness (Yang, Li, Xu &
Kong 2018). The authors argue that a relatedness gradient is an important factor that can
potentially trigger responses when plants interact with neighbouring individuals. These two
studies on rice used cultivars (individuals from the same cultivar were more related than
individuals from another cultivar) but did not measure the relatedness between individuals.
Hamilton's rule predicts that the potential benefits of interaction should decrease or display a
threshold (Till-Bottraud & de Villemereuil 2016) beyond which it is no longer advantageous to

cooperate (C > rB in Hamilton's rule). However, this gradient of relatedness between
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individuals is rarely addressed in studies (Subrahmaniam et al. 2021), but see Yang et al.
(2018). Thus, kin recognition may have been missed in some studies. We advocate the use of a
gradient of relatedness between individuals in future studies to identify situations in which
cooperation becomes advantageous.

Spatial patterns of plant interactions: the underestimated spatial genetic structure

approach

One potentially valuable tool to search for positive interactions in natural populations is the
spatial genetic structure (SGS). The SGS, defined as the non-random spatial distribution of
genotypes, characterizes the relationship of relatedness estimates between pairs of individuals
and their physical proximity (Loiselle, Sork, Nason & Graham 1995; Hardy 2003). The genetic
composition of a population has an influence on the type of biotic interaction that can occur
among immediate neighbours (Fajardo et al. 2016). Although Anten & Chen’s (2021) review
mentions the genetic structure of populations as a possible consequence of kin selection, they
do not mention it as an indication of positive interactions between related individuals We
believe that using a spatial approach can offer complementary insights, particularly for in situ
studies. When a significant SGS is detected, related individuals are found close to each other,
and thus, the possibility of kin interactions increases. This makes SGS a valuable tool for in situ
studies to first detect the presence of related individuals and then to consider potential positive
interactions in the context of kin recognition and selection. However, the fact that individuals
are “close to each other” does not mean that they will necessarily interact. Plant-plant
interactions are inherently local in nature. They mostly occur among immediate neighbours, in
which case an individual’s direct effect on another (negative or positive) will have a delimited
influence in space, i.e., the ‘zone of interaction’ (ZOI, sensu Fajardo et al. 2016). The zone of
interaction will grow as individuals grow because individuals will occupy a larger area with
their aerial and belowground organs; thus, over their lifetime, individuals will interact with
other individuals located further away as their ZOIl expands. Biotic interactions can
significantly influence the SGS within the zone of interaction of individuals through the
survival of related individuals in local patches but will also be influenced by the local SGS (i.e.,
the presence of related individuals within the ZOI). However, very few studies have linked the
SGS and the ZOI when interactions between related individuals take place (Till-Bottraud et al.
2012; Segovia, Vasquez, Faugeron & Haye 2015; Fajardo et al. 2016).
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The relationship between the SGS and intraspecific interactions: two case studies in long-
lived species

To exemplify how all the aspects we have outlined above could help us assess the
ultimate importance of kin selection, we describe here two examples of suspected positive
interactions between related individuals in tree species. Nothofagus pumilio (Nothofagaceae)
is a dominant tree species in the southern Andes of Chile and Argentina. In Chilean Patagonia,
large-scale human-induced fires occurred in the 1950s and burned approximately three million
ha of mostly old-growth N. pumilio forests. A fire boundary was then created, where seeds from
the unaffected old-growth forest of N. pumilio germinated. Thus, a very well-marked fringe of
regeneration formed and led, within decades, to a second-growth forest. Tree seedlings in
second-growth forests growing away from or at the edge of the closed canopy are likely to be
under abiotic stress due to desiccation by Patagonian winds. Multistemmed trees (tree clusters)
are very uncommon and restricted to the edge of second-growth forests following human-
provoked fires (Fajardo & Mclntire 2010). Moreover, at edge locations, seedlings growing in
clusters survive significantly better than single seedlings, whereas individual seedlings survive
significantly better within the forest (Mclntire & Fajardo 2011). The authors explain this
phenomenon as a mechanical facilitation effect against stressful conditions in open areas in
Patagonia where winds can be extremely strong, allowing individuals growing in clusters to
achieve high survival rates. Moreover, merged multistemmed trees survive and grow better than
single-stemmed trees (Mcintire & Fajardo 2011). A significant SGS was detected at the edge
locations (Fajardo et al. 2016). The second-growth forest edge showed a positive and highly
significant relatedness among trees (higher among stems of a cluster than among stems of
different clusters) (Till-Bottraud et al. 2012; Fajardo et al. 2016). The ecological mechanism
involved here may be an altruistic or cooperative fusion of trunks, which would be
physiologically and biomechanically selectively advantageous for resource acquisition or
stability against wind (Tarroux & DesRochers 2011; Tarroux, DesRochers & Tremblay 2014;
Fajardo et al. 2016), but fusion may also involve some costs (e.g., resource sharing, pathogen
transmission). Stem merging scales up the level of organization and therefore competition does
not occur, individuals would preferentially interact with related individuals (i.e., cooperation)
that would merge, thus leading to the presence of multistemmed trees composed of genetically
related individuals. In a kin selection framework, fusion would be possible (selected for) only

between related individuals, as indirect fitness gains might offset these costs.
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Similar to the case of N. pumilio, it was shown that the study of SGS can provide clues
regarding the type of intraspecific interaction in natural populations of Populus nigra. As
suggested before, in long-lived species, shifts in the type of interaction are possible and could
be monitored with SGS (Mazal et al. 2021). At the establishment phase, P. nigra seedlings
grow in high densities on exposed alluvial bars of rivers, and facilitation is the major interaction.
Then, a shift in the type of interaction (from facilitation to competition) occurs at a later
development phase. Based on the evolution of the SGS in this natural population, a shift in the
interaction from positive to negative has been proposed in P. nigra stands along riparian
corridors (Mazal et al., unpublished). A cohort monitoring approach from establishment to the
mature stage in long-lived species could be an efficient approach to follow the evolution of
interactions between individuals and ultimately to estimate the survival component of fitness

(not just reproduction).

Methodological challenges in studying kin recognition and selection

As reviewed by Anten & Chen (2021), several studies did not find evidence of kin recognition
in their studied species (Milla, Forero, Escudero & Iriondo 2009; Masclaux et al. 2010; Lepik,
Abakumova, Zobel & Semchenko 2012). These results could be the consequence of several
causes, and much caution in their interpretations must be taken. When comparing differences
in biomass for plants growing with kin or strangers, alternative hypotheses and confounding
factors that could explain these differences should be tested: inherently better genotypes, better

competitors and forced competition in pots (Masclaux et al. 2009; Ehlers & Bilde, 2019).

For example, in most experimental studies, plants were provided with all nutrients. When
resources are not limiting, one can expect that no differences between the stranger and kin
treatments will be found because every individual has access to sufficient resources for its
growth. The use of a control treatment where plants are grown alone is mandatory to determine
if plants actually compete in pots (compared to plants grown alone). This control treatment is
also necessary to detect a potential genotype that would have better intrinsic growth. Genotypes
with better intrinsic growth capacities can lead to size inequality in groups of plants (Simonsen
et al. 2014; Li et al. 2018). This has been interpreted as Jensen’s inequality effect (Anten &
Chen 2021), where groups of nonrelated individuals will have higher asymmetry in size or
competitive ability simply due to the expression of quantitative genetic variation in these traits

(Masclaux et al. 2010). Moreover, better competitive ability, combined with nonlinear

183



relationships between competitive ability and individual fitness, will reduce the fitness of
groups of nonrelated individuals as a mathematical expectation based on Jensen’s inequality
(Simonsen et al. 2014). The fact that some studies show a lack of difference in fitness between
kin and non-kin individuals (Milla et al. 2009; Masclaux et al. 2010; Lepik, Abakumova, Zobel
& Semchenko 2012) may be due to a lack of non-linearity between size and seed production
(Simonsen et al. 2014). Although Masclaux et al. (2010) encouraged testing for competitive
ability based on their findings in Arabidopsis thaliana, where the interaction between kin and
stranger groups was found to be driven by the strength of the competitive abilities of the
genotypes, this is not standard across studies. To do so, it is necessary to set all the kin groups
used in studies in competition with each other (with all possible combinations) and test whether

a kin group always performs better than the others.

The findings that plants grown with relatives exhibit greater belowground biomass than
plants grown with strangers were mostly interpreted using the niche partitioning framework
(File et al. 2012). Niche partitioning predicts that relatives overlap more in their niche use and
compete more with each other compared with unrelated conspecifics (Young 1981; Milla et al.
2009), something blatantly rejected by the case of the fused trees in N. pumilio (Fajardo &
Mclntire 2011). However, this observation can be a by-product of forced competition for a few
dimensions of the niche that occurs when plants are grown at high density in pots. The niche is
a multidimensional concept (Hutchinson 1957; Gonzalez, Dezerald, Marquet, Romero &
Srivastava 2017) with each component (e.g., light, nutrient, water, wind, space and microbiota)
occupying one dimension. Kin cooperation and competition through niche partitioning can
occur simultaneously, possibly acting on different traits and thus different niche components
(File et al. 2012). In natural conditions, individuals can compete in some dimensions of their
niche but not in others (Barker et al. 2017). In pots, when individuals share and compete in a
restricted number of dimensions, there may be no possible compensation in other dimensions.
Moreover, in situ experiments under stressful conditions have shown that facilitation overrides
competition for resource-mediated interactions (i.e., niche overlapping) in dense patches of tree
seedling conspecifics (Fajardo & Mclntire 2011). Facilitation can play a major role in stressful
environments, for example, by increasing the realized niche (Bruno et al. 2003) of individuals,
which can provide favourable conditions for cooperation between plants. Incorporating
facilitation into niche theory causes the realized niche to be larger than the fundamental niche
(Bruno et al. 2003, Mclntire & Fajardo 2014). Therefore, experiments conducted in strongly

restricted conditions (i.e., few niche dimensions) will bias the conclusions towards niche
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partitioning versus kin recognition and would not be relevant in natural conditions where
individuals growing with relatives can exploit all the dimensions of their niche. Similar to Anten
& Chen (2021), we believe it is time to move on to the study and implementation of in situ

experiments.

Conclusions

Anten & Chen (2021) conducted the most extensive overview to date regarding kin recognition
and selection. However, we believe that some missing points are worth considering expanding
the kin selection framework. The major aspect is the underestimated role of intraspecific
variability. The concept of conditionality and the stress gradient hypothesis suggest that there
is significant variability in plant responses to relatedness, thus highlighting the role of stress in
kin studies. Intraspecific variability is particularly important to consider in long-lived species,
for which individuals face different environmental conditions and stresses throughout their life
stages. In addition, studying the spatial genetic structure for in situ studies would be of great
help in understanding the types of interactions. Moreover, taking the SGS into account would
also help to better address changes in the type of interactions in relation to environmental
conditions. Finally, we discussed the challenges of moving from kin recognition to kin
selection. The most important points are to accurately measure the costs and benefits of the
interaction as well as the relatedness of the interacting individuals and to properly integrate

control treatments to test for all alternative hypotheses.
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RESUME

Dans les cours deau, les arbres riverains tels que les peupliers ou les saules répondent au régime de crues, mais ils
contrdlent également les processus hydrogéomorphologiques et la dynamique des formes fluviales. Il est maintenant
reconnu que des rétroactions entre les arbres riverains et les processus hydrogéomorphologiques se produisent
au cours de leur vie. Ces rétroactions conduisent a Iémergence d’unités biogéomorphologiques telles que des
iles fluviales, des berges et des niveaux de plaine alluviale végétalisée. A partir de nos observations empiriques et
d’une synthese des découvertes les plus récentes en géomorphologie, écologie végétale et écologie évolutive, nous
présentons les quatre étapes de la co-construction entre les foréts riveraines et les formes fluviales. Nous décrivons
le couplage bidirectionnel étroit entre les composantes biologiques et géomorphologiques comme un « cycle
de vie biogéomorphologique » au cours duquel le développement biologique de la plante nécessite une série de
changements géomorphologiques des lits fluviaux sous controdle biotique. Nous soulignons que les arbres riverains
qui se développent dans des peuplements denses se protégent les uns les autres des contraintes mécaniques liées
a lécoulement et au transport sédimentaire. Ensemble, ils piégent également plus efficacement les sédiments fins,
la matiére organique et les nutriments. Ainsi, ils renforcent leur capacité a survivre, a exploiter les ressources et a
atteindre la maturité sexuelle entre des crues exceptionnelles de forte magnitude, ce qui correspond a une interaction
de facilitation. Nous suggérons que des interactions positives directes (coopération et altruisme) entre les plantes
pourraient renforcer le processus écologique de construction de niche.

Mots clés : biogéomorphologie fluviale, arbres riverains, peupliers, saules, interactions positives, construction de niche.

ABSTRACT

Within rivers, riparian trees such as poplars or willows respond to the flood regime, but they also control
hydrogeomorphological processes and fluvial landform dynamics. It is now recognized that feedbacks between riparian
trees and hydrogeomorphological processes occur during their life, leading to the emergence of biogeomorphological
units such as vegetated islands, river banks and floodplain surfaces. Based on our empirical observations and on a
synthesis of the most recent findings in geomorphology, plant ecology and evolutionary ecology, we describe the four
steps of co-construction between riparian trees and fluvial landforms. We describe the tight bi-directional coupling
between the biological and geomorphological components as a “biogeomorphological life cycle” where the biological
development of the plant requires a sequence of biotically driven geomorphological changes of the river channels. We
point out that riparian trees which grow in dense stands enhance their capacity to protect each other from mechanical
constraints related to water flow and sediment transport, to trap fine sediment, organic matter and nutrients and
thus to survive, exploit resources, and reach sexual maturity between exceptional, high magnitude floods, i.e. facilitate
each other. We suggest that direct positive interactions (cooperation and altruism) between plants could enhance the
ecological process of niche construction.

Keywords: fluvial biogeomorphology, riparian trees, poplars, willows, positive interactions, niche construction.

1. Introduction

hydrogéomorphologiques sont imposées par la variabilité
hydrologique (hauteur d’eau, débit, vitesse et régime hydrologique),

la contrainte de cisaillement liée a I’écoulement ou encore 1’érosion,

Depuis le début de la conquéte des continents par les plantes
vasculaires au cours du Silurien (444-416 Ma), les espéces
végétales riveraines, cest-a-dire celles colonisant les rives et
bordures des cours d’eau, développent des traits morphologiques,
biomécaniques, physiologiques et d’histoire de vie qui augmentent
leur résistance aux contraintes hydrauliques et géomorphologiques
(Beerbower, 1985 ; Bashforth et al, 2011). Ces contraintes

le transport et lenfouissement sédimentaire. Grace a certains
traits biologiques, développés en réponse a ces contraintes (e.g,
une plus grande souplesse, une meilleure résistance mécanique de
leurs tiges et racines), les plantes riveraines interagissent fortement
avec les processus hydrogéomorphologiques au cours des crues,
notamment en ralentissant I’écoulement et en favorisant le piégeage
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et la stabilisation des sédiments fins (limons et sables), de la matiére
organique et des nutriments (Rodrigues et al., 2007 ; Gurnell, 2014 ;
Bitz et al., 2015).

A Téchelle des temps géologiques, Iévolution des traits de
résistance et de résilience des plantes riveraines aux contraintes de
l'environnement fluvial a conduit a des changements radicaux de
la morphodynamique des cours d’eau sur I'ensemble de la surface
terrestre durant toute I’ére Paléozoique, en particulier entre le
début du Dévonien (416-359 Ma) et la fin du Carbonifére (299 Ma)
(fig. 1) (Cotter, 1978 ; Bashforth et al., 2011 ; Davies et Gibling, 2011 ;
Gibling et Davies, 2012). C’est durant cette période charniére de
I’évolution de la biosphére que les cours d’eau en tresses a iles, a
méandres et en anastomoses se sont développés, en relation étroite

Avant le Silurien 2

Bassin versant 1
Absence de végétation

X
>S}.‘m Abg

Zone de production %

Rectiligne encaissé

Zone de transfert

En tresses (libre)

Y/

Zone de stockage
/

Fin du Dévonien / Carbonifere 5
Foréts riveraines

Rectiligne encaissé

avec I’évolution des arbres riverains arborant un systéme racinaire
robuste et profond. Les changements de morphodynamique fluviale
liés a T'effet stabilisateur de la végétation riveraine sur les alluvions
ont été a l'origine de grands bouleversements dans la structure et le
fonctionnement des écosystemes continentaux (Algeo et Scheckler,
1998 ; DiMichele et al., 2009 ; Falcon-Lang et al., 2011). Ainsi, au
cours des temps géologiques, un systéme complexe de rétroactions
biotique-abiotique s’est mis en place entre, d’'une part 'adaptation
des plantes riveraines aux alternances de crues et d’étiages, et d’autre
part la transformation profonde et durable de l'environnement
fluvial sous contrdle biotique (Corenblit et al., 2015).

Ce systéme de rétroactions ceuvre encore aujourd’hui. Il implique
que I’évolution des traits biologiques permettant adaptation des

3

Début du Silurien
Petits embryophytes

Fin du Silurien / Dévonien
Racines et arbres

Rectiligne encaissé

A méandres intertidaux

Post-Carbonifere
Foréts riveraines +
végétation sur versants

Rectiligne encaissé
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[ A méandres

En anastomoses
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Fig. 1 - Transformation des styles fluviaux en relation avec I’évolution des plantes riveraines entre le Silurien et le Carbonifére (modifié de Corenblit et
al., 2015).

1 : substrat nu ; 2 : végétation. (Photographies aériennes : Google Earth).

Fig. 1 - Transformation of fluvial styles in relation to the evolution of riparian plants between the Silurian and the Carboniferous (modified from Corenblit
etal., 2015).
1: bare substrate ; 2 : vegetation (Aerial photographs : Google Earth).

plantes riveraines a leur environnement fluvial est non seulement
dépendante des conditions hydrogéomorphologiques non modifiées
par les plantes (Karrenberg et al., 2002 ; Lytle et Poff, 2004 ; Bornette
et al., 2008 ; Puijalon et al., 2011), mais également des changements
hydrogéomorphologiques induits par les plantes elles-mémes
au cours de leur développement (e.g, la stabilisation des bancs
alluviaux et des berges par les systémes racinaires et 'exhaussement
topographique des surfaces lié au piégeage sédimentaire ; Gurnell
et Petts, 2006 ; Corenblit et al., 2009 ; Gibling et Davies, 2012 ;
Wintenberger et al., 2015). En particulier, le processus de piégeage
des sédiments fins, de matiére organique et de nutriments au sein
des unités de végétation pionniere favorise une rétroaction positive
de construction des formes fluviales et de croissance/succession
végétale. Cela a donné lieu, au cours du Dévonien et du Carbonifére,

au développement de vastes foréts alluviales comportant des

stratégies adaptatives variées et avec une structure verticale Fig. 2 - Paysage riverain du Dévonien.

complexe dominées par de grands arbres tels les progymnospermes Dessin : D. Corenblit.
du genre Archaeopteris (fig. 2) (Meyer-Berthaud et al., 1999 ; Falcon-
Lang et Bashforth, 2005 ; Davies et Gibling, 2010 ; Decombeix et

al., 2011). Les unités biogéomorphologiques qui résultent de la

Fig. 2 - Devonian riparian landscape.
Drawing : D. Corenblit.
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rétroaction positive prennent la forme d’iles fluviales, de berges
et de plaines alluviales boisées (Gurnell et al., 2001). L'édification
de ces unités co-construites par les arbres riverains améliore leur
survie, croissance et reproduction dans un environnement physique
contraignant, perturbé par les crues et soumis a des stress liés aux
submersions prolongées et a des déficits hydriques lors des étiages
(Corenblit et al., 2009).

Les preuves empiriques paléontologiques et actuelles de cette
rétroaction positive entre construction des formes fluviales et
aptitude a la survie et a la reproduction de la végétation riveraine
conduisent & réexaminer le cycle de vie des arbres pionniers,
en particulier ceux qui ont acquis la faculté d’affecter leur
environnement hydrogéomorphologique et biologique au cours de
leur existence (Corenblit et al., 2014). C’est le cas des peupliers et des
saules riverains (genre Populus et Salix de la famille des Salicacées,
e.g, P. nigra L. et S. alba L.), des arbres aujourd’hui trés répandus
dans les corridors fluviaux de ’hémisphére nord (Braatne et al.,
1996). Le cycle de vie d’'un arbre correspond & son développement
biologique au cours d’une série d’étapes caractéristiques, depuis la
germination jusqu’a la sénescence de I'individu. Les peupliers et
les saules sont dioiques (les fleurs males et femelles se trouvent sur
des individus diftérents). Dans le contexte fluvial, ce cycle débute
par une graine qui est produite sur un arbre femelle et qui est
emportée par un agent physique de transport, le vent (anémochorie)
ou leau (hydrochorie). Dans des conditions hydrologiques et
géomorphologiques favorables caractérisées par ni trop, ni trop
peu d’eau, et des bancs alluviaux nus couverts de sédiments
fins (Mahoney et Rood, 1998), la graine se dépose, germe et produit
une plantule qui évoluera potentiellement vers sa phase de maturité
sexuelle, en une dizaine d’années en moyenne (Braatne et al., 1996).
Dés leur établissement, au bout d’environ 2-3 ans, les jeunes arbres
riverains affectent la géomorphologie fluviale en interagissant
avec I’écoulement et le transport sédimentaire. Les arbres adultes
établis sur des formes fluviales co-construites et stabilisées par eux-
mémes, pourront ensuite se reproduire sexuellement ou de maniére
végétative et former de nouvelles graines ou de nouveaux clones
(Legionnet et al., 1997). De nombreuses espéces de la famille des
Salicacées occupent les corridors fluviaux depuis plusieurs dizaines
de millions d’années, au moins depuis 58 Ma pour le peuplier
(Eckenwalder, 1996). Le cycle de vie de la plupart des peupliers et
des saules riverains est donc spécifiquement et étroitement lié aux
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processus et structures hydrogéomorphologiques dans les corridors
fluviaux (Edwards et al., 1999 ; Karrenberg et al., 2002 ; Lytle et
Poff, 2004), qui eux-mémes sont sous le contréle plus ou moins fort
des arbres riverains, tout au moins dans certaines configurations
ou styles de riviére, e.g, en tresses a iles, méandriformes ou en
anastomoses avec des berges, bancs, iles et plaines alluviales boisées
(Gurnell, 2014 ; Corenblit et al., 2015).

Malgré de profondes modifications d’origine anthropique (Petts
et al., 1989 ; Gregory, 2006 ; Dufour et Piégay, 2009), la dynamique
hydrogéomorphologique des corridors fluviaux dans I’hémisphére
nord dépend encore aujourd’hui trés largement de la conquéte
des bancs alluviaux par les peupliers et les saules qui tendent a les
stabiliser et a piéger de grandes quantités de sédiments fins et de
matiére organique et a construire les plaines alluviales (Nanson et
Beach, 1977 ; Wintenberger et al., 2015 ; Corenblit et al., 2016). Ce
processus de construction des formes fluviales mérite un nouvel
éclairage concernant ses mécanismes biologiques intimes.

2. Le cycle de vie biogéomorphologique des peupliers
et des saules

Le régime de perturbation hydrogéomorphologique, qui induit
de fortes pressions de sélection sur les espéces végétales riveraines,
a conduit a une sélection de traits biologiques (e.g., robustesse et
flexibilité des tiges) qui conférent aux individus une meilleure survie
et donc une meilleure reproduction (Bornette et al., 2008). Ces traits
de réponse conférent en méme temps aux individus la possibilité
d’affecter les processus hydrogéomorphologiques (traits d’effet) du
fait de leur persistance dans le fluide. Lenvironnement fluvial, qui
se caractérise par de fortes contraintes physiques, exerce sur les
arbres riverains une pression de sélection, mais leffet des peupliers
et des saules sur les composantes hydrogéomorphologiques de
leur environnement atténue cette pression au cours du cycle de
vie (Corenblit et al., 2014). Nous allons voir que le cycle de vie
des peupliers et des saules en milieu riverain peut se dérouler en
paralléle avec une transformation des composantes physiques
et chimiques de l'environnement hydrogéomorphologique, au
bénéfice des arbres riverains, et que les arbres et leur environnement
s’influencent mutuellement selon une séquence en quatre phases
(fig. 3) (Corenblit et al., 2007).

Arbres matures

Ly Oy
s Pipd
8 "’ Fig. 3 - Schéma conceptuel du cycle de vie

5 biogéomorphologique des arbres riverains.

Laxe des abscisses exprime un gradient spatiotemporel.
G : phase géomorphologique, P : phase pionniére, B :
phase biogéomorphologique, E : phase écologique. La
fusion racinaire entre les arbres (a) et (b) est visible dans
la Figure 10, et le systéme racinaire de I’arbre (c) dans la
Figure 5 (modifié a partir de Corenblit et al., 2014).

Fig. 3 - Conceptual diagram of the
biogeomorphological life cycle of riparian trees.

The horizontal axis reflects a spatiotemporal gradient.
G: geomorphological phase, P: pioneer phase, B:
biogeomorphological phase, E: ecological phase. Root

0 5
Temps (année)

fusion between trees (a) and (b) is shown in Figure 10,
10 and the root system of tree (c) in Figure 5 (modified from
Corenblit et al., 2014).
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2.1. La phase géomorphologique : dispersion des graines et
recrutement des plantules

Laproductiondesgraines parun peuplier ouunsauleadultemarque
la premiére étape du cycle. Un peuplier ou un saule adulte produit
plusieurs millions de graines par an qui sont dispersées efficacement
par le vent et 'eau. Des traits morphologiques et biomécaniques trés
spécifiques (légeéreté et présence d’un coton hydrofuge) conférent
aux graines de peupliers et de saules un fort potentiel de dispersion
par ces deux agents de transport. Pour germer, ces graines doivent
ensuite impérativement se déposer sur un substrat nu et humide
au bon moment (Scott et al., 1996). La période de production et de
dispersion des graines est donc cruciale. Elle doit étre synchronisée
avec le régime hydrologique et climatique (Baker, 1990). Cela
implique une adaptation phénologique régionale. La durée et la
« forme » de la libération des graines varient effectivement selon
les contextes hydrogéomorphologique et climatique régionaux
(Guilloy-Froget et al., 2002 ; Stella et al., 2006). Par exemple, dans
la zone tempérée de ’hémisphére nord, la libération et dispersion
des graines ont lieu généralement au printemps et au début de I’été
a la suite de crues qui créent les surfaces alluviales nues propices
au recrutement des plantules (Mahoney et Rood, 1998). Un tel
synchronisme entre le régime hydrologique et la production/

dispersion des graines, qui ne se produit pas nécessairement chaque

année, augmente la probabilité qu'une partie des graines rencontre
une période et une zone propice au recrutement au cours de la phase
géomorphologique.

2.2. La phase pionniére : établissement des jeunes individus

En contexte tempéré et dans des conditions d’habitat adéquates, les
graines déposées sur les bancs alluviaux au printemps ou en début
de’été, germent rapidement au cours de la phase pionniére (fig. 4A).
La germination des graines et la survie des plantules requiérent des
conditions trés spécifiques (Johnson, 2000 ; Caponi et al., 2019). Ces
conditions ont été modélisées du point de vue théorique aux travers
des concepts de « fenétre de recrutement » (Recruitment box model)
(Mahoney et Rood, 1998) et de « fenétre d’opportunité » (Window
of opportunity) (Balke et al., 2011, 2014). La présence de substrat nu
et humide est nécessaire en début de cycle de vie pour assurer la
germination des graines et la survie initiale des plantules (Guilloy-
Froget et al., 2002). Cette phase critique pour le recrutement des
peupliers se caractérise par un controle fort et unidirectionnel des
composantes hydrogéomorphologiques (texture et humidité des
sédiments ; altitude relative par rapport a I’étiage ; variabilité du
débit et de la contrainte de cisaillement ; dynamique d’érosion, de
transport et de dépot des sédiments) et climatiques (précipitations
et températures) sur la survie etla croissance des plantules (Shafroth

Fig. 4 - [Illustrations des phases
pionniére  (A-B), biogéomorphologique
(C-D), et écologique (E-F).

Photo A : I. Till-Bottraud (Allier) ; photo B : D.
Corenblit (Tech) ; photos C et D : B. Hortobagyi
(Allier) ; photos E et F : D. Corenblit (Tech).

Fig. 4 - Illustrations of the pioneer
(A-B), biogeomorphological (C-
D), and ecological (E-F) phases.
Photo A : I Till-Bottraud (Allier) ; photo B : D.

Corenblit (Tech) ; photos C et D : B. Hortobdgyi
(Allier) ; photos E et F: D. Corenblit (Tech).
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etal., 1995 ; Scott et al., 1997). Les plantules de peupliers et de saules
peuvent germer en grand nombre (parfois plus de 4000 plantules
par m” ; Braatne et al., 1996), mais moins de 1 % de ces plantules
survit généralement apres la premiere année de croissance, le reste
meurt desséché, enfoui sous des sédiments apportés par des hautes
eaux ou arraché au cours de crues (Karrenberg et al., 2002 ; Dixon
et Turner, 2006). En effet, les plantules qui germent le plus tot dans
I'année lors de hautes eaux de printemps sont en général situées trop
haut sur la surface alluviale et, le plus souvent, ne parviennent pas
a maintenir le contact avec la nappe alluviale en déclin durant les
basses eaux de I’été. Ces plantules meurent ainsi au cours de 1’été
du fait d’un manque d’eau et de fortes températures sur les bancs
alluviaux nus (Mahoney et Rood, 1998 ; Scott et al., 1999).

La deuxiéme étape critique a lieu en zone tempérée a 'automne-
hiver, période ou les dépressions atmosphériques apportent des
précipitations a lorigine de nouvelles crues qui peuvent déraciner
ou enfouir les plantules. Les semis de plantules situés a trop faible
altitude relative par rapport a I’étiage ne survivent en général
pas en raison de leur forte exposition a laffouillement, & une
immersion prolongée, clest-a-dire en conditions anaérobies (en
absence d’oxygeéne), et a lenfouissement par les sédiments apportés
par les hautes eaux. Seules les plantules situées a des niveaux
intermédiaires ont des chances de survivre au cours de la premiére

sables

|

< i

graviers et galets

Fig. 5. - Systéme racinaire du peuplier noir.

surface

”
7%

année de croissance (Mahoney et Rood, 1998 ; Wintenberger
et al,, 2017). La reproduction sexuée peut ainsi échouer durant
plusieurs années consécutives si toutes les conditions adéquates
ne sont pas réunies. Durant cette phase pionniére du cycle de vie
biogéomorphologique des peupliers et des saules, I'environnement
hydrogéomorphologique exerce donc une pression extrémement
forte et unidirectionnelle sur les plantules.

Chez le peuplier et le saule, les adaptations morphologiques,
biomécaniques ainsi que la formation des clones résultent de
contraintes mécaniques et physiologiques (Moulia et al., 2015). En
contexte fluvial, ces contraintes sont imposées par 1’écoulement,
I'enfouissement sédimentaire et le stress hydrique. Lenvironnement
peut induire une réponse phénotypique contrastée (i.e., plasticité
phénotypique) chez les arbres riverains qui favorise l'ancrage, la
résistance des parties aériennes et l'acquisition des ressources, et
en retour impactent 'environnement hydrogéomorphologique (fig.
4B) (Hortobégyi et al., 2017, 2018). Cest en premier lieu 'ancrage
extrémement solide des jeunes individus dans les bancs alluviaux
qui améliore leur résistance aux contraintes de cisaillement liées
aux écoulements, notamment lors des crues, et cela dés la premiere
année de croissance aI’issue de laquelle les racines peuvent atteindre
une profondeur de 60 a 80 cm (Corenblit et al., 2014). Une racine
pivotante robuste pousse rapidement aprés germination (fig. 5A),

arbre (c)
hauteur = 11,6 m
diametre de tige = 11 cm

racines
adventives

: <—— collet

racines
originelles

(A) Systéme racinaire de quatre peupliers noir de six mois ayant poussé dans un pot pour une expérimentation ex-situ ; (B) Systeéme racinaire d’'un peuplier noir de 7 ans sur la
Garonne. Les croix représentent les zones sectionnées (modifié a partir de Corenblit et al., 2014). Photos : D. Corenblit.

Fig. 5 - Root system of the black poplar.

(A) Root system of four six months black poplars that have grown in pots for an ex situ experiment; (B) Root system of a 7 years black poplar of on the Garonne River. The « X » are the

zones that were cut (modified from Corenblit et al., 2014). Photos : D. Corenblit.

bien souvent dans un substrat grossier composé en profondeur de
graviers et de galets (fig. 5B). Cette racine pivotante a pour fonction
premiére d’ancrer solidement la plante a son substrat et de traquer,
au cours du premier été, la nappe alluviale en déclin. Le niveau

minimum de cette nappe alluviale marquera d’ailleurs la limite
d’extension verticale du systéme racinaire en raison des conditions
anaérobiques.
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2.3. La phase biogéomorphologique : construction de

I'habitat par les jeunes peupliers et saules

C’est au cours de la phase biogéomorphologique que le systeme de
rétroactionsentrelescomposantesbiologiquesetgéomorphologiques
se met réellement en place (fig. 4B) (Corenblit et al., 2007 ;
Hortobagyi et al., 2018). Il peut en résulter un développement plus
ou moins rapide d’iles fluviales pionniéres (sensu Gurnell et al.,
2001) et de nouveaux niveaux de plaine alluviale arborée a partir
des bancs alluviaux colonisés par les peupliers et saules pionniers
(fig. 6) (Gurnell et al., 2001, 2014 ; Corenblit et al., 2016).
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Apres les 2-3 premiéres années de croissance, les jeunes peupliers
et saules sont trés fermement ancrés, bien connectés a la nappe
alluviale et ont généralement développé une biomasse aérienne a
la fois souple et résistante (Bywater-Reyes et al., 2015 ; Bankhead
et al,, 2017) souvent multicaule (composée de plusieurs tiges) qui
augmente la rugosité de surface et conduit, lors des hautes eaux, a
un piégeage important de la matiére organique et des nutriments
associé a des dépots successifs de sédiments fins, souvent au sein
de cohortes denses (fig. 4B, 7A) (Nanson et Beach, 1977 ; Steiger et
Gurnell, 2003 ; Zong et Nepf, 2010). En retour, s’ils ne dépassent pas
une épaisseur critique, ces dépdts affectent positivement la survie

Fig. 6 - Reconstitution historique en 2D (SIG) (A), et 3D par photogrammétrie stéréoscopique (B) de la construction d’une ile fluviale par le peuplier noir

sur la Garonne en aval de Toulouse (modifié de Corenblit et al., 2016).
1:antérieur 22000 ;2 :2000-2002; 3:2002-2006 ;4 : 2006-2010.

Fig. 6 - Historical reconstruction in 2D (GIS) (A), and 3D based on stereoscopic photogrammetry (B) of the construction of a fluvial island by black poplar
on the Garonne River downstream from Toulouse (modified from Corenblit et al., 2016).

1 : before 2000 ; 2 : 2000-2002 ; 3 : 2002-2006 ; 4 : 2006-2010.

ainsi que la croissance aérienne et souterraine des peupliers et des
saules (Corenblit et al., 2016 ; Kui et Stella, 2016). Chaque nouveau
dépot de sédiment conduit a la formation de nombreuses nouvelles
racines adventives, en particulier dans les zones de concentration
de la matiére organique, qui tracent horizontalement en sub-surface
sur des distances de plusieurs dizaines de métres (fig. 7B) (Hupp et
Moris, 1990 ; Legionnet et al., 1997 ; Foussadier, 2003 ; Holloway
et al., 2017). Au cours de cette phase, des drageons peuvent aussi
émerger en surface a partir de ces racines adventives tragantes. Ces
clones contribuent, au cours de la premiére dizaine d’années, au
piégeage des sédiments fins et des ressources via 'accroissement
de la rugosité de surface. Aprés quelques années, cette dynamique
de rétroaction positive meéne a la formation d’une vaste et dense
rhizosphére largement influencée par les exsudats racinaires et
les micro-organismes symbiotiques associés tels que des bactéries
et des champignons mycorhiziens (Doty et al., 2005 ; Beauchamp
et al,, 2006 ; Gryta et al., 2006). Cette rhizosphere favorise a la
fois un ancrage efficace et le stockage et I'absorption de l'eau et
des éléments nutritifs au sein de I’habitat (Harner et al., 2011). La
phase biogéomorphologique représente donc le pivot de la mise en

place de I’écosystéme riverain arboré au travers d’une rétroaction
positive trés puissante entre composantes physiques, chimiques et
biologiques.

La phase biogéomorphologique est également souvent initiée sur
les bancs alluviaux des cours d’eau a forte énergie par le bois mort
et les débris ligneux encore vivants. Ces éléments jouent méme un
role de biostabilisation et de bioconstruction prépondérant dans les
cours d’eau en tresses a iles, e.g, le Tagliamento dans le Nord de
I'Ttalie (Edwards, 1999 ; Kollmann et al., 1999 ; Gurnell et al., 2001,
2005), les cours d’eau alpins frangais (Piégay et Marston, 1998 ; Piégay
et al., 1999 ; Belletti et al., 2015), ainsi que nombreux autres cours
d'eau dans le monde (Fetherston et al., 1995 ; Abbe et Montgomery,
1996 ; Pettit et Naiman, 2005). Les débris ligneux, en particulier,
ont la capacité de se régénérer en formant des clones a la suite de
leur dépot a partir de petits fragments ou d’embacles de plusieurs
dizaines a centaines de métres cubes. Comme l'ont souligné Gurnell
et al. (2005), ces structures forment des points stables d’accrétion
sédimentaire et de croissance végétale a l'origine de la formation
et du développement des iles fluviales. De plus, les iles pionniéres,
dont la formation est issue du rejet des débris ligneux, facilitent le
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Fig. 7 - Modele de croissance racinaire du peuplier noir a la suite des crues.

(A) Les dix étapes représentées ici correspondent a deux ans de croissance (modifié de ZhuQing, 2014). Les crues se produisent au cours des étapes 4 et 7 et conduisent au dépot
de sédiments fins avec un niveau supérieur plus chargé en matiére organique. Les racines adventives se développent systématiquement a partir du tronc enfoui sous les sédiments
fins et ont tendance a croitre de préférence dans les niveaux plus riche en matiére organique pour exploiter les ressources. (B et C) Excavation manuelle des racines adventives de
peupliers noirs d’une dizaine d’années sur la riviére Allier. 1 : scarification ; 2 : inhibition de croissance ; 3 : enfouissement. Photos : Garéfano-G6émez et Nouvet.

Fig. 7 - Model of black poplar root growth after floods.

(A) The ten steps represented here correspond to two years of growth (modified from ZhuQing, 2014). Floods occur during steps 4 and 7 and lead to fine sediment deposition with a
more organic upper level. Adventitious roots systematically develop from the buried trunk and tend to grow preferentially in the organic levels to exploit resources. (B and C) Manual
excavation of the adventitious roots of young black poplars on the Allier River. 1 : scarification ; 2 : growth inhibition ; 3 : burial. Photos : Garéfano-Gémez and Nouvet.

recrutement et I’établissement de nouvelles plantules de peupliers
et de saules dans leur partie aval, qui est protégée du courant et
du transport de charge grossiere. Cet effet de facilitation a lieu en
particulier dans les secteurs amont de bandes actives en tresses
ol les trés fortes contraintes mécaniques empéchent la croissance
végétale. Cest ce phénomene qui conduit a la croissance des iles
fluviales et leur migration progressive vers I'aval dans les cours d’eau
en tresses.

2.4.La phase écologique : reproduction sexuée des peupliers
et saules matures

La rétroaction positive de construction de I’habitat, de croissance
de la végétation et du développement du microbiote associé conduit,

principalement au cours des dix premiéres années, a I’émergence
d’iles fluviales, de berges et de niveaux de plaine alluviale exhaussés,
stabilisés et végétalisés a partir de surfaces alluviales nues, peu
cohésives et trés exposées a la dynamique fluviale. Cette phase se
caractérise par une réduction de 'expansion clonale des individus
adultes, avec de nombreux drageons mourant sur pied avant que
leur partie aérienne desséchée et cassante ne soit emportée par
les crues (Corenblit et al., 2014, 2016, 2018). Le méme processus
de mortalité a lieu pour des individus issus de graines. Cet auto-
éclaircissement ou self-thinning (Yoda et al., 1963), probablement
lié a une compétition intra-spécifique accrue pour les ressources
dans un environnement stabilisé, permet aux peupliers et saules
les plus compétitifs d’atteindre une grande taille (jusqu’a 25 m de
hauteur) et in fine leur maturité sexuelle (en moyenne en 8 ans pour
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le peuplier et le saule).

Clest l'accumulation de sédiments fins et d’éléments nutritifs
associés a la forte augmentation de biomasses racinaire et aérienne
du peuplier et du saule, qui conduit l'unité biogéomorphologique
a un stade post-pionnier ot seffectue la mise en place d’un cycle
endogene (sans apport extérieur) de production et de recyclage des
ressources (Fisher et al., 2007 ; Bitz et al., 2015). Ce cycle satisfait les
besoins des grands arbres arrivés a maturité sexuelle et des espéces
symbiotiques associées (Doty et al., 2005 ; Gryta et al., 2006 ; Harner
et al.,, 2011). De telles entités ont été décrites comme des entités
biogéomorphologiques fonctionnelles (Corenblit et al., 2007 ; Fisher
et al.,, 2007 ; Phillips, 2016) car leurs propriétés géomorphologiques
et physicochimiques sont reliées aux fonctions de survie, nutrition
et reproduction des espéces ingénieurs d’écosystéme. Les entités
biogéomorphologiques ont atteint leur stade écosystémique de
maturité en tant quunité fonctionnelle de 1'écosystéme riverain
comportant de nombreuses espéces en interaction (e.g., bactéries,
mycorhizes, invertébrées, insectes, plantes) capables de soutenir
les besoins nutritifs et la reproduction sexuée des grands arbres
matures. Désormais, seules les crues exceptionnelles, I’érosion
latérale des chenaux pendant des débits a pleins bords, ou les
activités anthropiques sont en mesure de causer leur destruction
compleéte (Dufour et Piégay, 2010 ; Jourdain et al., 2017 ; Martinez-
Fernandez et al., 2017 ; Mufioz-Mas et al., 2017). La durée de la phase
écologique dépend ainsi de la fréquence et de la magnitude des crues
destructrices, mais aussi du degré de mobilité latérale du ou des
chenaux qui peut causer, par sapement latéral, la destruction de ces
entités biogéomorphologiques (Jourdain et al., 2017). Elle dépend
aussi de la succession végétale qui peut faire évoluer, aprés plus de
50 a 60 ans, en I'absence d’'une morphodynamique destructrice, la
communauté riveraine de bois tendre dominée par le peuplier et le
saule vers des formations terrestres de bois durs dominées par des
essences telles que 'orme ou le fréne, et finalement le chéne (Pautou
et al.,, 1985 ; Décamps et al., 1988 ; Steiger et al., 2005 ; Gardfano-
Gémez et al., 2017).

3. Construction de niche

3.1. Construction de niche par les arbres riverains et
régénération des bancs alluviaux

Les biologistes suggérent que les activités de transformation de
lenvironnement physique par des espéces ingénieurs induisent
des rétroactions pouvant étre bénéfiques pour le constructeur,
voire pour d’autres espéces (Matthews et al., 2014). Dans ce cas, il
s’agit d’une construction de niche positive sensu Odling-Smee et al.
(2003). La construction de niche est définie comme le processus par
lequel les organismes ingénieurs d’écosysteme, par leurs actions sur
leur environnement, modifient les pressions des sélections sur elles-
mémes et d’autres organismes présents dans I’écosystéme (fig. 8)
(Laland et al., 1999, 2016 ; Matthews et al., 2014). De nombreux
exemples illustrent la construction de niche dans la nature, e.g, la
construction de terriers, monticules et de nids par des animaux
ou encore la modification des conditions physicochimiques de
I’habitat et du cycle des nutriments par les microorganismes et les
plantes (Odling-Smee et al., 2003). En contexte riverain, I'exemple
emblématique de construction de niche est la construction de

barrages sur les cours d’eau par Castor canadensis et l'effet de ces
barrages sur la formation de retenues d'eau pérennes (Dawkins,
1976, 1982 ; Odling-Smee et al., 2003). Lorsque les modifications
de Penvironnement physique sous contréle biotique alterent les
pressions de sélection, I’évolution par construction de niche devient
alors possible (Wright et al., 2006 ; Laland et al., 2016).

Les entités biogéomorphologiques iles, berges et plaines alluviales
boisées sont potentiellement le résultat d’une construction de niche
par les arbres riverains pionniers (Corenblit et al., 2009, 2014).
Chez le peuplier et le saule, la construction de niche conduirait a
une capacité accrue de la cohorte dans son ensemble a survivre et
exploiter les ressources au cours de la phase biogéomorphologique
dans un environnement perturbé. Dans les cours d’eau a forte
énergie, les jeunes peupliers ou saules augmentent leur chance de
survie et leur potentiel de croissance par le biais du processus de
construction de niche positive en construisant des formes fluviales
stabilisées et déconnectées des contraintes mécaniques et du
transport de la charge grossiére de fond, e.g, sous la forme d’iles
fluviales. In fine, la construction de niche augmenterait les chances
que certains individus atteignent leur maturité sexuelle dans
Pintervalle entre les crues exceptionnelles destructrices.

Un argument contredisant notre hypothése serait que les traits
fonctionnels de résistance des espéces ligneuses salicacées qui leur
permettent de construire leur niche et de boucler ainsi de maniére
efficace leur cycle de vie biogéomorphologique (la maturité sexuelle
et la reproduction) auraient dt, a terme, donner lieu a la disparition
de ces espéces en créant des corridors fluviaux végétalisés stabilisés
et exhaussés ou la création de nouveaux bancs alluviaux nus
pour le renouvellement du cycle serait inhibée. Toutefois, nous
argumentons que les traits biomécaniques et physiologiques
sélectionnés permettent aux arbres pionniers riverains de résister a
des crues fréquentes qui ont une période de retour faible a moyenne
(de la crue annuelle a la crue décennale) mais pas nécessairement
aux crues rares et exceptionnelles qui continuent a créer des habitats
pionniers pour le renouvellement du cycle, nécessaire a la survie de
Pespéce a long terme (Ward et al., 2002 ; Steiger et al., 2005).

Comme l'ont montré les paléontologues, les effets rétroactifs
de biostabilisation et de bioconstruction des formes fluviales
liés aux adaptations des plantes riveraines aux contraintes
hydrogéomorphologiques pour les crues fréquentes ont favorisé
Papparition des styles fluviaux & méandres et a anastomoses et
Iévolution des espéces d’arbres a macrospores puis a graines qui ont
ensuite conquis les continents (Cotter, 1978 ; Bashforth et al., 2011 ;
Davies et Gibling, 2011 ; Falcon-Lang et al., 2011 ; Gibling et Davies,
2012). Cette bifurcation évolutive majeure liée a la stabilisation
d’une partie des corridors fluviaux n’a néanmoins pas entrainé la
disparition des arbres riverains pionniers car les cours d’eau sont
demeurés des systemes géomorphologiques qui ont maintenu leur
capacité a entretenir une dynamique érosive importante a cause des
événements imprédictibles de crues fortes a extrémes. La possibilité
du renouvellement des habitats a long terme est principalement
dictée par les processus physiques liés a I’érosion de I'ensemble du
corridor fluvial lors des crues exceptionnelles, mais aussi a I’érosion
des berges par sapement latéral lors des débits a pleins bords et des
crues ordinaires, et cela indépendamment des traits biologiques et
de la trajectoire évolutive des espéces salicacées riveraines.

De plus, comme démontré par les observations de terrain
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Fig. 8 - Exemple de construction de niche.

(A) barrage de castor de I'espéce Castor Canadensis (Tierra del Fuego National Park, Argentine). Photo : Anne Dirkse ; (B) Termitiere cathédrale de I'espéce Nasutitermes triodiae
(Litchfield National Park, Australie). Photo : J. Brew ; (C) Nid de frelon de I'espéce Vespa velutina (Saint-Laurent-Le-Minier, Gard, France). Photo : Fredciel ; (D) Toile d’araignée
de I'espéce Araneus diadematus. Photo : Wojsyl ; Photos licenciées sous Creative Commons.

Fig. 8 - Example of niche construction.

(A) Beaver dam of the species Castor Canadensis (Tierra del Fuego National Park, Argentina). Photo: Anne Dirkse; (B) Cathedral termite mound of the species Nasutitermes triodiae
(Litchfield National Park, Australia). Photo: J. Brew; (C) Hornet’s nest of the species Vespa velutina (Saint-Laurent-Le-Minier, Gard, France). Photo: Fredciel; (D) Spider web of the

species Araneus diadematus. Photo: Wojsyl; Photos are licensed under Creative Commons.

(Corenblit et al., 2007, 2016) et les études expérimentales dans
des canaux hydrauliques (Tal et Paola, 2010), par son effet de
construction des formes fluviales (iles et plaines alluviales), la
végétation elle-méme favorise I’érosion du fond du chenal et des
berges en concentrant et repoussant les flux liquides et solides vers
la, ou les berges opposées. Cette dynamique est d’ailleurs a l'origine
de la formation des méandres mobiles qui garantissent la formation
récurrente de surfaces alluviales nues prenant dans les riviéres a
méandres la forme de bancs de convexité (point bars). A partir d’un
modele numérique, Lazarus et Constantine (2013) ont montré que
la résistance a I’écoulement liée a la rugosité de la végétation sur les
bancs alluviaux augmente la mobilité et la sinuosité du chenal. La

modélisation numérique de la dynamique des méandres proposée
par Asahi et al. (2013) a également montré que lorsqu’une végétation
dense s’établit sur les bancs alluviaux, de grandes quantités de
sédiments fins se déposent en raison de l'augmentation de la
rugosité. Le piégeage des sédiments fins et I'effet de blindage offert
par les racines augmente rapidement I’élévation, la longueur et la
largeur des bancs, ce qui entraine, sur quelques années a plusieurs
décennies, la construction de la plaine alluviale et la migration
latérale d’un chenal simplifié et rétréci (voir fig. 6) (Bywater-Reyes
et al,, 2017). Vargas-Luna et al. (2019), en utilisant un ensemble
d’expériences dans des canaux hydrauliques, ont montré qu’avec
une végétation dense établie sur les bancs alluviaux, I’érosion sur
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la rive opposée est renforcée. Cela entraine une augmentation de
I'amplitude des méandres et une augmentation de la sédimentation
sur les bancs de convexité végétalisés (Bennett et al., 2002 ; Perucca
et al., 2007). Les observations empiriques de Corenblit et al. (2016)
sur la Garonne convergent avec les observations numériques et
expérimentales. Elles montrent que la colonisation des bancs de
convexité par la forét riveraine pionniére crée les conditions initiales
de formation des méandres et d’accrétion de la plaine alluviale (fig.
6).

Seul 'immense impact anthropique actuel sur les cours d’eau a
Iéchelle planétaire (régulation des débits et chenalisation) semble
susceptible de compromettre la reproduction des arbres riverains
pionniersdufaitdelapertedeladynamiquehydrogéomorphologique
naturelle et des possibilités de régénération des habitats pionniers.
Ce phénomene, qui a été largement décrit en France (Dufour
et Piégay, 2009 ; Corenblit et al., 2016) et aux Etats-Unis (Nadler
et Schumm, 1981 ; Osterkamp, 1998 ; Dixon et Johnson, 1999 ;
Johnson, 1994, 1998), met actuellement et plus que jamais en danger
la biodiversité riveraine et ses fonctions associées (Millennium
Ecosystem Assessment, 2005).

3.2. De potentielles interactions positives

Généralement, ce ne sont pas les effets d’un arbre riverain isolé
qui ménent a la construction des unités biogéomorphologiques en
contexte fluvial énergique (fig. 9) (Corenblit et al., 2018 ; Hortobédgyi
etal,, 2018). Au cours du processus de construction de niche, depuis
I’établissement jusqu'a la maturité sexuelle, les jeunes arbres se
protégent mutuellement contre les contraintes de cisaillement (liés
a Pécoulement) et la destruction. Les plantes poussant en groupes

denses sont en effet moins exposées aux forces de trainée et donc

Fig. 9 - Exemple d’un individu adulte isolé de Salix Purpurea L. sur un
banc alluvial de la riviére Durance.

Ne bénéficiant pas d’un effet de protection par le groupe, l'architecture prostrée de
cet individu isolé résulte des effets destructifs répétés des crues tres puissantes sur

cette riviere torrentielle. Le piégeage sédimentaire, et donc la construction de niche,
demeure aussi trés limité. Photo : L. Lambs.

Fig. 9 - Example of an isolated adult individual from Salix Purpurea L. on
an alluvial bar of the Durance River.

This individual does not benefits from a protective effect provided by the group. The
prostrated architecture of this isolated individual results from the repeated destructive
effects of flash floods on this torrential river. Sediment trapping, and thus niche
construction, also remains very limited. Photo: L. Lambs.

moins susceptibles d’étre arrachées au cours des crues que les
individus isolés (Edwards et al., 1999 ; Corenblit et al., 2016). En plus
de leffet de protection mécanique contre la destruction, le maintien
d’une forte densité d’individus et de tiges pour un méme individu
(i.e., reproduction végétative et formation de clones) au cours de la
phase d’établissement renforce leur réle d’ingénieur d’écosystéme
en améliorant le piégeage de matiéres minérales et organiques. Ceci
est interprété comme de la facilitation (Bertness et Callaway, 1994 ;
Bruno et al., 2003) car une forte densité améliore la survie et la
croissance des jeunes arbres en contexte perturbé (fig. 4A-B).

Il est cependant possible que, en plus de la facilitation, des
interactions intra-spécifiques positives directes, telles que la
coopération et laltruisme (Hamilton, 1963, 1964 ; Axelrod et
Hamilton, 1981), entrent en action pendant le processus de
construction de niche. Les individus pourraient coopérer localement
(1) en réduisant la compétition vis-a-vis de leurs proches voisins si
ceux-ci leur sont apparentés, et (2) activement pour acquérir des
nutriments en soutenant mutuellement un microbiote reliant en
réseau les plantes entre elles, avec les mycorhizes, les bactéries, le
sol et les eaux souterraines. Ce réseau influerait de maniere positive
sur le transfert et ’échange des nutriments au sein du peuplement
et améliorerait la survie et la croissance des jeunes arbres (Harner et
al,, 2011 ; Holloway et al., 2017).

Au cours des phases biogéomorphologique et écologique, la
probabilité des fusions ou “anastomoses racinaires” entre les arbres
voisins augmente également (fig. 10) (Holloway et al., 2017). Cela
pourrait représenter un avantage biomécanique et physiologique
pour l'ancrage et 'acquisition et ’échange des nutriments au sein
du peuplement (Fraser et al., 2006 ; Tarroux et al., 2010, 2014 ;
Tarroux and DesRochers, 2011 ; Holloway et al., 2017 ; Corenblit et
al., 2018). Les cohortes de peupliers et de saules restent denses sur

racine arbre A

zone de fusion

i

zone de fusion

-

racine arbre B

Fig. 10 - Fusion racinaire entre deux peupliers noirs sur la riviere Allier.

C1, C2 et C3 représentent les zones de découpe pour I'analyse anatomique. Modifié
a partir de Corenblit et al. (2018). Photo : L. Lambs.

Fig. 10 - Root fusion between two black poplars on the Allier River.

CI, C2 and C3 represent the cutting zones for the anatomical analysis Modified from
Corenblit et al. (2018). Photo: L. Lambs.
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les bancs alluviaux jusqu’a ce qu’un seuil de croissance, mais peut-
étre aussi de construction des formes fluviales et de déconnexion
hydrosédimentaire, clest-a-dire une diminution suffisante des
contraintes liées aux écoulements et a la dynamique sédimentaire,
soit atteint (fig. 4C). La compétition intra-spécifique pour les
ressources devient alors prépondérante (stress gradient hypothesis ;
Bertness et Callaway, 1994) et induit une réduction de densité dans
la cohorte (i.e., un auto-éclaircissement), liée a la concurrence pour
laccés aux ressources. Lauto-éclaircissement (self-thinning) est
généralement interprété comme le processus qui réduit la densité
d’individus lorsqu’ils sont trop nombreux par rapport a la quantité
de ressources disponibles dans un espace limité. Une hypotheése
alternative est que l'auto-éclaircissement correspond a une forme
d’altruisme si les individus qui perdent leurs tiges aériennes laissent
un systéme racinaire fonctionnel soudé a d’autres individus (fig. 3,
10) (Lev-Yadun, 2011 ; Tarroux et DesRochers, 2011). Sans forcément
laisser en place le systéme racinaire, le simple fait de « mourir pour
lautre » lui laisse la place et le loisir de prendre tout ce dont il a
besoin sans devoir partager les ressources. Cela augmente ainsi la
probabilité que certains individus arrivent a maturité sexuelle dans
de bonnes conditions, grace notamment a un systéme fonctionnel
constitué par le microbiote et les anastomoses racinaires entre les
différents individus. Les individus connectés par fusion racinaire et
ayant perdu leur partie aérienne ne peuvent plus produire de graines
mais ils pourraient contribuer a la reproduction de leurs proches
voisins. Si ces voisins sont génétiquement apparentés, des traits
permettant une meilleure survie ou une meilleure reproduction des
voisins, méme liés & un coftit élevé pour I'individu qui les porte (e.g,
absence de reproduction), pourraient étre favorisés par sélection de
parentele.

4. Conclusion

Le concept de cycle de vie biogéomorphologique, proposé pour
la premiére fois par les auteurs en 2014 et élargi dans cet article,
a été congu a partir d'un corpus de connaissances issues de
recherches interdisciplinaires effectuées depuis une quarantaine
d’années a l'interface entre la géomorphologie, I’écologie végétale
et, plus récemment, I’écologie évolutive, tout en se focalisant
principalement sur des espéces riveraines pionniéres arborées. Ces
recherches ont fait considérablement progresser nos connaissances
concernant les mécanismes de rétroactions entre dynamique des
arbres riverains et dynamique fluviale. La nouveauté du concept
de cycle de vie biogéomorphologique repose sur la conception que
le développement de la plante et les composantes physiques de
son milieu puissent étre inextricablement liées, depuis la graine
jusqu’a la senescence. La faculté des arbres riverains a répondre
a leur environnement hydrogéomorphologique a différentes
échelles temporelles leur permet de mieux résister ou se régénérer
d’affecter
géomorphologique au cours de leur croissance d’une maniére qui

mais également durablement cet environnement
leur est favorable et qui leur permet in fine d’atteindre leur maturité
sexuelle. Dans cette conception, la frontiére entre l'organisme
ingénieur d’écosystéme et son environnement physique sestompe,
comme déja suggéré en biologie et écologie évolutive par Dawkins
(1982), Lewontin (2000), Scott Tuner (2000), et Odling-Smee et al.

(2003), avec respectivement les concepts de « phénotype étendu »,

« organisme étendu », « triple hélice » et « construction de niche ».
La relation entre forme et fonction, qui est un principe central en
biologie, prend ici une nouvelle ampleur avec les composantes
géomorphologiques de I’écosystéme, donc extérieures a l'enveloppe
de la plante, qui fagonnent et sont fagonnées par les processus
biologiques. Notre modele rend le cycle de vie des espéces riveraines
telles que Populus nigra ou Salix alba inextricablement lié & un
cycle de construction des formes fluviales (construction des iles
fluviales, berges et plaines alluviales boisées) et de transformation
des conditions physicochimiques de I’habitat que les plantes elles-
mémes contrdlent. Le modeéle proposé peut certainement s’appliquer
aunlarge éventail d’espécesligneuses riveraines de genres différents,
e.g., Alnus (Aulnes) et Tamarix (tamaris) dans les régions tempérées,
mais également & de nombreux autres genres dans d’autres contextes
bioclimatiques, e.g., subpolaires et tropicaux.

Malgré les derniéres avancées conceptuelles et empiriques,
de nombreuses interrogations demeurent. Nous devons encore
progresser dans la quantification des mécanismes qui sous-tendent
le couplage réciproque entre phénomeénes a échelle fine (e.g,
sélection et expression des traits de réponse et d’effet ; interaction
de facilitation ou de coopération entre individus constituant les
cohortes denses ; sélection de parentéle) et dynamique des formes
fluviales. Un effort important de recherche reste a entreprendre
pour intégrer de maniére formelle la dimension évolutive au sein du
modele de cycle de vie biogéomorphologique. Le cadre conceptuel
proposé dans cet article a pour vocation de servir de socle pour
la formulation des nouvelles questions, hypothéses et pour la
conception des futures expérimentations in situ et ex situ pour
Pintégration de la dimension évolutive au sens biologie du terme
a la dynamique fluviale. Notamment, prouver que la coopération
entre jeunes peupliers en cours d’établissement sur les bancs
alluviaux perturbés par la dynamique hydrosédimentaire favorise la
construction de niche en 'absence de processus comportementaux
au sens strict est un défi qui peut se traduire par un changement
de paradigme en biogéomorphologie, cest-a-dire dans notre
perception des plantes et leurs interactions et rétroactions avec leur
environnement physique.
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Annexe

Altruisme : interaction intra-spécifique dans laquelle l'aide est
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cotiteuse pour celui qui la prodigue et bénéfique a celui qui la regoit.
Anastomose racinaire : fusion fonctionnelle des racines de
deux plantes, en général appartenant a la méme espéce. Cest un
phénomeéne naturel encore sous-estimé qui a été observé sur les
racines de nombreuses espéces d’arbres.

Carbonifére : période géologique du Paléozoique s'étendant de
359 a 299 millions d'années (Ma). Elle a été marquée par un fort
développement des fougeéres géantes telles les lepidodendron de
40 metres de hauteur, ainsi que par l'apparition des grands arbres
a graines.

Contrainte de cisaillement : contrainte appliquée de maniere
paralléle ou tangentielle a la surface d'un objet, par opposition
aux contraintes normales qui sont appliquées de maniére
perpendiculaire.

Coopération : interaction directe de nature mutuellement profitable
entre individus de la méme espéce.

Dévonien : quatriéme période du Paléozoique qui s'étend de
-416 millions d'années & -359 millions d'années. Cette période a
été marquée par l'important développement des foréts alluviales
comportant de grands arbres aux racines profondes (les
progymnospermes).

Drageons : nouvelle pousse se formant en surface a partir de la
racine d'une plante. Cette pousse peut devenir autonome ; il s’agit
d’un clone.
Facilitation : situation d’interaction ou la présence d'une espéce
améliore l'installation, la vie ou la survie d'autres espéces, sans
que la relation de dépendance ou interdépendance soit aussi forte
que dans le cas de la coopération ou de la symbiose. On dit qu'il y a
« facilitation » (d'une espéce envers une autre) quand cette relation
profite & au moins 1'un des participants sans causer de dommage a
aucun des deux.
Ingénieur d’écosystéme espéce contrdlant la structure et
fonctionnement d’un écosystéme via la modification des propriétés
physiques de I'habitat.
Interaction intra-spécifique : interactions entre individus d’une
méme espece.

Plasticité phénotypique :
différents
environnements différents.

capacité d’un génotype a produire

phénotypes de maniére reproductible dans des

Microbiote : ensemble des micro-organismes (bactéries, levures,

champignons, virus) vivant dans un environnement spécifique.

Phénologie : variations de phénomeénes périodiques de la vie d’'un
organisme en fonction des saisons (p. ex. débourrage des bourgeons
au printemps et perte des feuilles au début de I’hiver).

Sélection de parentéle : mécanisme évolutif par lequel un trait peut
étre sélectionné si il favorise non pas directement un porteur mais
ses apparentés, parfois méme au détriment de la survie ou de la
reproduction du porteur (voir altruisme).

Silurien : période géologique qui s'étend de 444 a 416 Ma au cours
de laquelle le processus de terrestrialisation prend son essor avec
des végétaux trachéophytes tel Cooksonia. La vie sur les continents
se limite alors aux zones humides en bordure des cours d'eau et des
lagunes.

Traits biologiques : les « traits biologiques » d'une espéce
sont des descripteurs (p. ex. physiologiques, morphologiques,
biomécaniques, phénologiques, comportementaux) mesurables au
niveau d’un individu. Ils renseignent sur le réle des espéces dans
les écosystémes (traits fonctionnels) ou sur les capacités de survie
ou de reproduction des individus dans un environnement (traits
d’histoire de vie).
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We present an updated overview of the art and discussion on complex
biotic-abiotic feedbacks occurring within vegetated river corridors,
with a main focus on the link between fluvial biogeomorphology
and evolutionary ecology. Within rivers, riparian plants such as
poplars or willows respond to the flood regime, but they also control
hydrogeomorphological processes and fluvial landform dynamics over
geological (millions of years) and ecological (one single flood event to
several decades) timescales. The evolution of resistance and resilience
traits of riparian plants related to fluvial environmental constraints
led to drastic changes in river morphodynamics and styles over the
entire Earth surface throughout the Palaeozoic era, in particular
between the beginning of the Devonian (416-359 Ma) and the end of
the Carboniferous (299 Ma) (Gibling and Davies, 2012). During this
geological period, complex biotic-abiotic feedbacks occurred between
riparian floods and morphodynamics. On the one hand, riparian
plants developped adaptations to floods (i.e., to submersions, shear
stress, sediment transport and erosion) and low water stages. On the
other hand, the fluvial environment was transformed under plant
control in relation with sediment stabilisation by roots and trapping
by aerial structures, which led to the development of meandering

and anastomosing rivers (Gibling and Davies, 2012; Corenblit et al.,
2015). Long term feedback dynamics between vegetation dynamics
and fluvial geomorphology resulted in a tight coupling between plants
and geomorphology at the ecological timescale. It implies that the
evolution of plant traits, allowing them to survive, grow and reproduce
in disturbed fluvial environments, are not only dependent on the
hydrogeomorphological constraints such as described by Bornette et
al. (2008), but also on hydrogeomorphological changes induced by
the plants themselves on the geomorphological environment during
their development. It is now recognized that feedbacks between
riparian trees and hydrogeomorphological processes which occur
during their life cycle lead to the emergence of biogeomorphological
entities such as vegetated islands, river banks and floodplains. We
show that the life cycle of poplars and willows in high energy river
reaches can take place in parallel with a sequence of changes of the
physical and chemical components of the environment, for the benefit
of riparian trees, and that trees and their environment influence
each other in a four-phase sequence as described by Corenblit et
al. (2007). The tight bi-directional coupling between the biological
and geomorphological components of the riparian ecosystem
during the four phases was described by Corenblit et al. (2014) as a
“biogeomorphological life cycle” where the biological development of
the plants requires biotically driven geomorphological changes. Based
on our empirical observations and recent findings in geomorphology,
plant ecology and evolutionary ecology, we describe the four steps
of co-adjustmentbetween riparian trees and fluvial landforms: (i)
the geomorphological phase dominated by hydrogeomorphological
processes and related to the dispersal of seeds and the recruitment
of seedlings on bare alluvial surfaces; (ii) the pioneer phase related
to the establishment of young poplar and willow individuals on the
exposed bare alluvial surfaces. This phase is characterized by a strong
unidirectional control of hydrogeomorphological components on
plant dynamics; (iii) the biogeomorphological phase related to the
construction of habitat and fluviallandforms by pioneer trees that were
successfully established. It is during the biogeomorphological phase
that the feedback dynamics between biological and geomorphological
components occur (Corenblit et al., 2007; Hortobdgyi et al., 2018).
This can result in a more or less rapid development of pioneer fluvial
islands (Gurnell et al., 2001) and new floodplain surfaces colonized
by poplar and willow cohorts (Gurnell et al., 2001, 2014; Corenblit et
al., 2016). The biogeomorphological phase can also often be initiated
on alluvial surfaces of high energy braided rivers by dead and living
woody debris; (iv) the ecological phase that is reached on biotically
constructed fluvial islands and floodplains when poplars and willows
reach sexual maturity. At this fourth stage, the biogeomorphological
entities have reached their stage of exosystemic maturity as functional
units with many interacting species (e.g, bacteria, mycorrhiza,
insects, invertebrates, plants) capable of supporting the nutritional
requirements and sexual reproduction of the large mature trees. Only
exceptional floods and lateral erosion of the banks or anthropogenic
activities are capable to cause the complete destruction of such
stabilized and resistant biogeomorphological entities (Jourdain et
al., 2017; Martinez-Ferndndez et al., 2017; Mufioz-Mas et al., 2017).
We suggest that the vegetated islands, banks and floodplains are
potentially the result of a positive niche construction (Odling-Smee
et al., 2003) by pioneer engineer trees. Niche construction is defined
as the process by which ecosystem engineer species, by their actions
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on their environment, change the selection pressures for themselves
and other organisms present in the ecosystem. Niche construction in
high energy river reaches would lead to an increased ability of the
poplar and willow cohorts to survive and exploit resources during the
biogeomorphological phase in an unstable and disturbed environment
and would enhance the ability of certain trees to reach sexual
maturity. We also point out that riparian trees which grow in dense
stands enhance their capacity to protect each other from mechanical
constraints related to water flow and sediment transport, to trap fine
sediment, organic matter and nutrients and thus to survive, exploit
resources, and reach sexual maturity between exceptional, high
magnitude floods, i.e., facilitate each other. We suggest that direct
positive interactions (cooperation and altruism) between plants could
additionally enhance the process of niche construction.
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Annexe 3 : Rhizotrons en place (penché a 45°) pour I’expérimentation.
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Annexe 4 : Vue aérienne centrée sur le banc 12 au sein de la RNNVA. Ce banc était le plus

grands des 3 utilisées dans I’expérimentation mise en place dans I’Allier. 6 parcelles ont été

implantés sur ce banc. C’est également sur ce banc que nous avons réalisé une partie des
échantillonnage pour les études de la SGS




Annexe 5 : Fagot de boutures prétes a étre implantés dans leur emplacement définitif dans les

parcelles.
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Annexe 6 : Un des rares groupes d’individus de I’expérimentation dans I’ Allier, qui a survécu
a la sécheresse sur le banc 12. La granulométrie du substrat (tres fin) a trés certainement aidé

les individus lors de la sécheresse en retenant mieux I’humidité que les substrats plus grossiers

dans les autres parcelles.
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