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Avant propos

Cette étude financée par la FRB (Fondation Pour la Recherche sur la
Biodiversité), projet FRENETIC, s’est déroulée au Laboratoire Ecologie
Systematique et Evolution (UMR 8079 Université Paris Sud-CNRS-
Agroparistech).

Le texte qui suit est composé de parties rédigées en frangais, suivies d’articles
scientifiques rédigés en anglais qui leur correspondent.

Les parties en francgais proposent chacune une introduction, une presentation des
principaux résultats et une discussion correspondant aux articles en anglais.

Les parties en anglais sont des articles scientifiques présentant le détail des
approches employées et des travaux menés. Chaque article faisant I'objet d’'un
chapitre.

Ainsi, si les principaux résultats sont évoqués dans les parties en francais, il sera
cependant nécessaire au lecteur de se réféerer aux articles en anglais afin d’avoir
des inofmations plus completes.



« Un homme qui n’a jamais fait d’erreur n’a jamais innove. »

Albert Einstein.

« Ce n’est qu’en essayant continuellement que I'on finit par réussir... En d’autres termes... Plus
¢a rate et plus on a de chances que ¢a marche. »

Devise Shadok.

« L'intelligence, c’est important ! C’est le seul outil qui permet a I'homme de mesurer I'étendue
de son malheur. »

Pierre Desproges

« Il'y a deux choses infinies : l'univers et la betise humaine. Pour I'univers je n’en ai pas acquis
la certitude absolue.»

Albert Einstein.

« La démocratie est la pire des dictatures, parce qu'elle est la dictature exercée par le plus
grand nombre sur la minorité. »

Pierre Desproges



Liste des abreviations utilisées

5°C: composition isotopique entre le carbonne 13 et le carbonne 12 (exprimée en %o). Indicateur de I'efficacité
d'utilisation de I'eau (WUEI).

W,q . Potentiel hydrique foliaire de base

WY, . Potentiel du xyleme

A : Assimaltion exprimée en pmol CO, m?2 s?t

Amax . Assimilation maximale, en umol CO, m2s™

ABA : Acide Abcissique

AFLP : Amplified Fragment-Length Polymorphism, L’AFLP est une technigue utilisée en biologie moleculaire.

AGP lll : Angiosperm Phlogeny Group Ill, L’AGP Il ou classification phylogénétique, est la troisi€me version de
classification botanique des angiospermes établie par I'Angiosperms Phylogeny Group.

ARNmM : ARN messager

cDNA : ADN complementaire synthéstisé a partir d’ARNm (ARN messager)

cDNA-AFLP : methodologie de biologie moleculaire

CO, : Dioxyde de Carbone

F1 : En génétique un hybride F; est la premiére génération issue d'un croisement entre deux individus.

FAO : Food and Agriculture Organisation, organisation des Nations Unies (ONU) pour I'alimentation et I'agriculture

F. / Fi : Ratio de la fluorescence chlorophylienne variable (Fv) sur la Fluoresecence maximale (Fm), utilisé
comme un indicateur de I'efficience du photosysteme I

FRAXIGEN : Projet de I'union européene sur la biologie des 3 espéces de frenes européens : Fraxinus excelsior,
Fraxinus angustifolia et Fraxinus ornus.

gs : Conductance stomatique en en mol H,0 m™ s?t

OSmax - Conductance stomatiqgue maximale, en mol H,0 m™ s?t

HR ou RH : Humidité Relative en %

IPCC : Intergovernmental Panel on Climate Change, un organe intergouvernemental qui est ouvert a tous les pays
membres de 'ONU et de 'OMM (Organisation météorologique mondiale) qui est chargé d’examiner et évaluer les
informations scientifiques, techniques et socio-économiques les plus récentes qui aident a la compréhension du
changement climatique.

Jmax - Vitesse maximale de transport d’électron dans les reactions de la photosynthése

Kinit - Conductivité initiale d’'un morceau de xyleme

Kmax - Conductivité maximale d’'un morceau de xyléeme

Kieaf . Conductivité foliaire

LMA : Leaf Mass Area, ou masse spéecifique foliaire généralement exprimée en g m?2
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MPa : MegaPascal

NADP : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate (NADP) est un coenzyme d'oxydoréduction, source
principale d'électrons utilisés dans les réactions biosynthétiques dans la cellule.

NPP : Net Primary Prodiction, production primaire nette d’'un ecosystéme, flux exprimé en masse de carbone
assimilé par unité de temps

PAR : Photosynthétic Active Radiation, soit un rayonnement dont les longueurs d'onde s'étendent de 400 & 700
nm, utilisé par le feuillage vert des plantes lors de la photosynthése exprimé en umol.

PCR : Polymerase Chain Reaction, est une méthode de biologie moléculaire d'amplification génique in vitro, qui
permet de dupliquer en grand nombre (avec un facteur de multiplication de I'ordre du milliard), une séquence
d'ADN ou d'ARN connue.

PCRq ou qPCR : PCR quantitative, ou PCR en temps réel

PPFD : Photosynthétic Photon Flux Density, flux de photon (habituellement en umol) du PAR par mZets™

PLC : Percentage of Loss Conductivity i.e. Pourcentage de perte de conductivité

ppm : unité de concentration, partie par million

R2 : Coefficient de détermination

SNP : Single Nucleotide Polymorphism : variation (polymorphisme) d'une seule paire de bases du génome, entre
individus d'une méme espece. Ces variations sont trés fréquentes environ une paire de bases sur mille dans le

génome humain

SSR : Single Sequence Repeat, Les marqueurs SSR sont des répétitions de séquences nucléotidiques courtes
usuellement inférieures ou égales a 6 bases de longueur, qui varient en nombre dans le genome.

UV : Ultraviolets

Vemax - Vitesse maximale de carboxylation
VPD : Vapour Pressure Deficit, deficit de vapeur d’eau de l'air

WUEI : Efficacité d'utilisation de I'eau intrinséque (Intrinsic Water Use Efficiency), ratio de I'assimilation et de la
conductance exprimée en umol CO, mol H,O

WUEi nax - Efficacité d’utilisation de I'eau intrinséque maximale, calculé par le ratio Aax /9Smax
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I) Contexte général des changements climatiques

Le 21°™ siécle verra le globe terrestre connaitre des changements climatiques profonds de
nature anthropique. Ces changements sont sans précédent dans l'histoire géologique de par
leur vitesse et leur intensité, a tel point que notre époque est qualifiée par certains scientifiques
d’ « anthropocéne » (Crutzen & Stoermer, 2000, Steffen et al., 2011) en raison de I'empreinte
globale de 'Homme (Wolfe et al., 2013). Les trois principales variables décrites dans la
littérature, qui vont entrainer ces modifications climatiques, sont (i) une augmentation de la
température moyenne globale, (i) une augmentation de la concentration en CO;
atmosphérique, le CO, étant un contributeur majeur de I'effet de serre (Dunn et al., 2002) et (iii)
une modification des régimes de précipitations.

Pour la température, il est prévu une augmentation de + 2 a + 4°C pour I'Europe (valeur
moyenne, IPCC 2007) a I'horizon 2100. La concentration en CO, qui est de 397 ppm
actuellement (valeur moyenne juillet 2013, source : site internet NOAA, cf. Figure 1), pourrait
atteindre des valeurs de plus de 600 ppm en 2100. Cette valeur de concentration en CO, sera
atteinte si rien n’est fait pour en diminuer les émissions majoritairement d’origine anthropique
(scénario Al « Business as usual », IPCC 2007). Les régimes de précipitations seront
également largement affectés dans le futur par une intensification de la circulation
hydrogéologique globale (Huntington 2006). Cette accélération du cycle de l'eau sera a I
origine d'une augmentation de I'évaporation au niveau océanique, en lien direct avec
I'accroissement des températures moyennes constatées au cours du 20°™ siécle (IPCC, 2007).
On peut donc s’attendre a des changements rapides de précipitations en quantité (mm /
annuels), dans le temps (i.e. répartition durant 'année), en variabilité (fréquence d’épisodes

pluvieux) et enfin en sévérité (i.e. intensité : mm/jour).

Ces trois variables climatiques (hausse des températures, augmentation de la concentration en
CO, et précipitations) entraineront par conséquent des modifications de la répartition des
climats tels que nous les connaissons (IPCC, 2007). Les conséquences de ces modifications
climatigues en cours sont déja sensibles et observables. Une manifestation visible du
changement climatique en cours s’observe dés a présent dans les décalages de phénologie

d’espéces forestieres (Gunderson et al., 2002, Way et al., 2010, Richardson et al., 2013).
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Pour les climats tempérés européens, I'effet du changement climatique sera visible a travers
deux prismes : (i) I'expansion des zones arides par diminution des précipitations estivales sur le
sud de I'Europe (de - 20% a - 40% en 2100, scenario AlB, IPCC, 2007: scénario mixte entre
sources d’énergie fossile et renouvelables, cf. Giorgi & Lionello 2008), (ii) une augmentation de
la fréquence de la répétition des épisodes de sécheresse, comme ceux qui ont récemment
affectés 'Europe (été 2003 et 2006 : Fischer et al., 2007, Kysely et al., 2010).

Pour le climat méditerranéen, il est attendu une augmentation de la durée des sécheresses
estivales par exacerbation des caractéristiques climatiques régionales (cf. IPCC 2007, Sheffield
& Wood, 2007). Ce qui se traduira par une augmentation des valeurs des maximums de
températures estivales de 4°C en moyenne, accompagnée d’un déficit moyen de cumul de
précipitations de 150 mm (IPCC 2007). Plus précisément, il est localement attendu une
diminution de - 40% des cumuls moyens de précipitations pour la période 2071-2100 (Scénario
A1B IPCC 2007).

Le climat étant le principal déterminant de la végétation dans les grands biomes terrestres, le
changement climatique entraine de facto, une modification des régimes de contraintes
(temporelles et spatiales) et donc de la végétation associée. Ces contraintes auxquelles
doivent, et devront faire face, les organismes composant les écosystemes terrestres
représentent des défis adaptatifs sur une courte période temporelle (Hartmann et al., 2012). De
plus les extrémes climatiques sont appelés a augmenter concomitamment en intensité et en
fréquence (Frich et al., 2002, IPCC 2007, Sterl et al., 2008, Briffa et al., 2009 cf. Figure 2).
Décrire et prédire I'évolution des écosystemes terrestres face aux modifications climatiques
précédemment citées est 'un des enjeux les plus importants de notre époque (Thuiller et al.
2008).

Dans ce contexte préoccupant, et aux vues des stratégies proposées pour I'adaptation des
écosystemes au changement climatique (migration assistée par exemple), il apparait plus que
nécessaire d’entreprendre une caractérisation rigoureuse des conséquences de ces épisodes
climatiques extrémes sur les écosystemes (Meehl et al., 2000, Meehl & Tebaldi 2004, Meehl et
al., 2007, Leadley et al., 2010, Smith 2011). Les conséquences se posent de maniére théorique
en termes de vulnérabilité de I'écosystéme, qui se définit par sa difficulté a faire face a une
perturbation ou a un stress (White, 1974). Cette vulnérabilité de I'écosysteme dépend de sa

résistance (i.e. sa capacité a maintenir ses fonctions « essentielles » inchangées a la
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perturbation ou au stress : Grimm et al., 1997). De plus, la résilience de I'écosystéme, (i.e. sa
capacité a retrouver son état initial aprés la perturbation ou le stress: Luers, 2005) est
egalement a considérer dans la question de la vulnérabilité des écosystéemes. Par exemple, un
eécosysteme peut étre tres résistant au stress, mais pas du tout résilient, et donc si le stress est

trop fort ou trop long, il sera incapable de revenir & son état initial.

Enfin, les conséquences des changements climatiques sur I'écosystéme se posent en termes
d’adaptabilité via sa résilience/résistance et/ou celle de ses différents compartiments
biologiques et/ou physiques, afin de maintenir les services écosystémiques associés
(Millennium ecosystem assessment, 2005). Comprendre et caractériser les conséquences des
changements climatiques futurs est d’autant plus crucial pour I'écosystéme forestier qu'il est
particulierement sensible aux variations climatiques et que les services écosystéemiques
associés a cet écosysteme, ainsi que sa productivité est séverement limitée par des épisodes

de sécheresse (Bréda et al., 2006).
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Figure 1. Evolution de la concentration en CO, en ppm pour la période 2008-2013 mesure a la
station de Mauna Loa (Hawai, Etats-Unis). La courbe rouge représente la fraction molaire de

CO; et la courbe noire les données corrigées en variations saisonnieres.
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I-a) Services écosystémiques des foréts : menaces liées au changement climatique.

Les écosystemes forestiers qui couvrent environ 30% de la surface terrestre (FAO,
2006), en incluant les savanes, sont en grande partie des abris et des réservoirs de biodiversité
(Lumsden et al., 2005, Manning et al., 2006). lls sont fournisseurs de services aussi bien
marchands que non-marchands (Millennium ecosystem assessment, 2005). Les écosystemes
forestiers interviennent de maniére non-négligeable dans le cycle global du carbone. En effet, la
photosynthese est le principal point de passage du CO, inorganique (i.e. minéral) vers le
carbone organique qui constitue la biomasse végétale. Le flux de CO, qui passe ainsi dans le
compartiment organique a été estimé a 1,48.10° Tonne/an (maximum) sur des arbres agés de
60 ans (Nilsson & Schopfhauser 1995). Ce CO, inorganique est intégré ainsi dans le cycle du
vivant (Bonan 2008). De plus, les arbres contribuent au maintien et & la santé des sols ainsi
qu’a la qualité des eaux des bassins versants (Neary et al., 2009). Si les facteurs abiotiques (tel
gue le climat) ont un impact sur le fonctionnement des écosystemes, les espéces forestieres
peuvent également en rétroaction influencer les services écosystémiques. Une étude menée
sur deux espéces forestiéres, et leurs hybrides F1' naturels respectifs (Fischer et al., 2004), a
établi ce fait et a montré que la variabilité génétique des especes arborées dominantes peut
avoir une influence sur des processus écosystémiques comme la décomposition ou le cycle des

nutriments.

Cependant, tous ces services rendus par les écosystemes forestiers, (dans un fonctionnement
« normal » de I'écosysteme), sont menacés par des perturbations climatiques et notamment par
des épisodes de sécheresse qui vont altérer le fonctionnement de ces écosystemes. Une
conséquence bien décrite de ces épisodes de sécheresse au niveau de I'écosysteme est une
baisse de productivité et de performance (Ciais et al., 2005, Bréda et al.,, 2006). Cette
« inefficacité » est due a une fermeture stomatique pour maintenir I'état hydrique des plantes,
ce qui induit une réduction de 'assimilation carbonée. A terme, la fermeture stomatique peut
engendrer des risques de perte du service écosystémique « puits de carbone » (Grant et al.,
2006) et entrainer une mortalité individuelle ou massive des arbres (Hartmann et al., 2012).
Ainsi, les dépérissements forestiers observés actuellement pourraient transformer les
écosystemes forestiers en « source » nette de CO, due a la respiration des arbres et du sol

(exemple de la sécheresse de 2003 cf. Ciais et al., 2005).

YEn génétique un hybride F1 est la premiére génération issue d'un croisement.
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Enfin, les écosystemes forestiers sont peu aptes a une résilience face a une contrainte
environnementale rapide, car ils sont composés d’organismes ligneux a longue durée de vie, ce

qui augmente leur temps de réponse.
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Figure 2.1 : Diagramme conceptuel montrant I’évolution des parameétres environementaux :
température et précipitation d’'une part et évolution de l'intensité et des épisodes de sécheresse
d’autre part . Dans le climat actuel, seule une partie de I'enveloppe des paramétres d’une
espéece est soumise a des épisodes de mortalité (zone verte) alors que dans le climat futur cette
proportion est beaucoup plus grande (zone orange) avec des risques de mortalité beaucoup
plus élevés. Reproduit de Allen et al., 2009
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I-b) La ressource eau et les écosystemes forestiers : conséquences de la limitation de

cette ressource.

A Tléchelle globale, la disponibilité en eau représente la principale limitation a la
productivité primaire nette des écosystemes forestiers (NPP) (Zhao & Running, 2010), cette
limitation étant dominante ou co-dominante pour la majorité des biomes (Churkina & Running,
1998). L'eau des sols, accessible aux plantes terrestres, ne représentant que 0,27% de I'eau
douce sur terre (Chapin et al., 2002). Du fait que ce compartiment (I'eau des sols) est en
disponibilité limitée, et du grand besoin d’eau pour le fonctionnement des arbres, il en découle
une vulnérabilité importante (i.e. risque de mortalité) des arbres a des épisodes de sécheresse,

soit par famine carbonée soit par dysfonctionnement hydraulique (cf. Fig. 2.2).

La sécheresse est un phénomene météorologique et environnemental, défini comme une
période sans précipitation, suffisamment longue pour que les réserves en eau du sol s’épuisent
(Kramer 1980). Dans le concept de sécheresse, il convient cependant d’intégrer la typologie qui
est un facteur trés important a prendre en compte. Cette typologie d’épisodes de sécheresse
peut étre définie par deux principaux facteurs : lintensité et la durée des événements de
sécheresse (cf. Fig. 2.1). Ces deux facteurs vont déterminer quelles seront les réponses mises

en ceuvre par la plante et sa capacité de résilience que nous détaillerons dans le paragraphe I-

C).
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Figure 2.2 : Diagramme théorique basé sur les relations entre intensité de la contrainte hydrique

(intensity of water stress) et la durée temporelle d’'une contrainte hydrique (duration of water

stress). La famine carbonée intervient quand la durée de la contrainte hydrique est suffisante

pour réduire la photosynthése suffisamment longtemps pour épuiser le stock de carbone pour la

maintenant d’'un métabolisme de base. De I'autre coté la défaillance hydraulique se manifeste si

l'intensité de la contrainte hydrique est suffisante pour dépasser un seuil de dessiccation

critiqgue de la plante, avant que la famine carbonée ne se manifeste. Les agents biotiques,

comme les insectes ou les pathogénes fongiques peuvent amplifier et/ou étre amplifiés a la fois

part la famine carboné et/ou le dysfonctionnement hydraulique. Reproduit de McDowell et al.,

2008.
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Plusieurs études et échelles allant de I'écosystéme a I'individu ont été considérées pour évaluer
les impacts des sécheresses sur les écosystémes forestiers (Allen et al., 2009). Nous allons
voir trois niveaux d’organisation décroissants pour lesquels les effets d’épisodes de sécheresse

sur les écosystemes forestiers ont été étudiés.

(i) A I'échelle du fonctionnement de la communauté et des écosystémes, des expériences
de manipulation de précipitations ont été menées (cf. par exemple des expériences
menées en foréts méditerranéennes de chénes verts (Quercus ilex, L.) (Limousin et al.,
2009, Misson et al., 2010). Cependant, la réponse a la contrainte hydrique observée en
parcelles expérimentales dans un intervalle de temps limité, est parfois difficile a extrapoler
a plus large échelle spatiale et temporelle. En effet les changements climatiques futurs et
leurs interactions peuvent avoir des effets contradictoires sur les réponses de la végétation.
Par exemple, 'augmentation de la concentration en CO, atmosphérique peut limiter les

effets négatifs de la sécheresse en augmentant I'efficacité de I'utilisation d’eau.

(i) A I'échelle de la population, plusieurs travaux ont souligné les effets d’épisodes de
sécheresse, tel celui qu’a connu I'Europe en 2003 (Ciais et al., 2005, Bréda et al., 2006).
Les mécanismes de réponse des arbres a la sécheresse demeurent cependant dans une
large mesure imprévisibles a cette échelle (population), car lors d'un épisode de
sécheresse, certains individus succombent alors que d’autres survivent pour un méme
niveau de contrainte hydrigue et dans des conditions pédoclimatiques identiques (cf.
McDowell et al., 2008). Ce résultat peut étre expliqgué par la composition génétique variable
des individus composant les grandes aires de répartition des espéces forestieres

considérées (Hampe et al., 2005).

(i) Enfin a I'échelle individuelle, des études entreprises sur des hybrides de peuplier
(Populus sp.) montrent qu’il n’existe pas une réponse commune a tous les individus, mais
plutét une mosaique de réponses (Wilkins et al., 2009). D’autres travaux interdisciplinaires,
a cette méme échelle individuelle, mais ayant pour objet d’étude des individus clonaux de
peupliers, montrent que les effets de la sécheresse peuvent étre réversibles (Bogeat-
Triboulot et al., 2006). Il est également possible qu’ils dépendent de traits d’histoire de vie
des clones testés (i.e. si les individus considérés ont connu des épisodes limitant en termes

de disponibilité en eau (Raj et al., 2011).
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Concernant la diversité des espéces forestieres ayant a ce jour fait 'objet d’'une étude face a
une contrainte hydrique, les arbres modeles souvent étudiés sont le Pin (Pinus sp.) (Irvine et al.,
1998, Thabeet et al., 2009, Thiel et al., 2012), le peuplier (Populus sp.) (Bogeat-Triboulot et al.,
2006, Wilkins et al., 2009, Raj et al., 2011), le chéne (Quercus sp.) (Cavender-Bares & Bazzaz
2000) et le hétre (Fagus sp.) (Herbette et al., 2010, Woertemann et al., 2011, Pluess et al.,
2012).

De maniére plus générale a I'échelle macroscopique, les effets de la sécheresse sur les plantes
sont plutdt bien décrits car ils s'Taccompagnent de manifestations observables et quantifiables
(diminution de la conductance stomatique, flétrissement des feuilles, etc...). Mais les
meécanismes intrinseques restent mal connus a une I'échelle plus fine (organe, cellules...), car
ils mettent en ceuvre de multiples voies métaboliques qui peuvent étre antagonistes (Yordanov
et al., 2000, Chaves 2002, Chaves et al., 2003, Rizhsky et al., 2004).

Dans ce contexte les espéeces qui présentent une plasticité phénotypigque importante et une
forte variabilité génotypique devraient avoir des réponses variables a un méme niveau de stress
hydrique (Newton et al., 1991, Osakabe et al., 2011) et donc ces espéces présentant une forte
variabilité phénotypique, devraient susciter un intérét renouvelé. Cet intérét résiderait dans
I'existence de phénotypes résistants a une contrainte hydrique ou dans la possibilit¢ d’'une

sélection variétale de provenance plus tolérante/résistante a la contrainte hydrique.
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I-c) Stratégies des arbres forestiers a I'échelle individuelle en réponse a une contrainte

hydrigue :
A I'échelle individuelle, les organismes végétaux supérieurs ont un compromis permanant

a réaliser entre (i) le risque de desséchement en maintenant un certain niveau de transpiration
malgré le déficit hydrique et (i) le risque de pénurie en assimilats carbonés lorsque les
stomates sont fermés pour diminuer les pertes en eau (Cowan & Farquhar, 1977). De maniere
triviale, on peut réesumer ce dilemme crucial pour I'arbre, devant a chaque pas de temps faire un
choix entre une stratégie de tolérance a la contrainte hydrique (« mourir de faim ») ou une

stratégie d’évitement de cette contrainte (« mourir de soif ») (cf. Encadré 1).

Encadré 1 : Réponse des arbres forestiers a la sécheresse a I’échelle individuelle.
Etant donné que les flux d’eau dans les arbres sont principalement régulés par la fermeture
stomatique, les arbres forestiers peuvent adopter deux principales stratégies pour répondre a
un événement de sécheresse.
» Tolérer (Ouverture stomates) : Maintien des fonctions physiologiques et de la
croissance, cellules moins sensibles a la déshydratation (osmorégulation).
Risque = Demande évaporatoire trop forte au niveau des feuilles =» Rupture de la
colonne d’eau et embolie des vaisseaux de xyleme =» Dysfonctionnement hydraulique,
soit « Mourir de soif »
> Eviter (Fermeture stomates) : Limiter les pertes en eau, (fermeture des stomates, ...)
et/ou augmenter les entrées d’eau (surface racinaire et augmentation absorption),
enracinement plus profond.
Risque = Arrét apprivoisement en carbone=» Famine carbonée, soit « Mourir de

faim »
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La famine carbonée ou le dysfonctionnement hydrauligue peuvent avoir des dynamiques
spatiales et temporelles trés différentes en fonction de la durée et de I'intensité de la contrainte
hydrigue comme détaillé au 8 I-a) (cf. aussi Figure 2.2). En cas de contrainte hydrique sévere
(forte intensité et durée courte), 'approvisionnement en eau par les racines s’épuise, la tension
de la colonne de seve augmente, les tissus de transport de la séve brute (xyleme chez les
Angiospermes) peuvent perdre leurs propriétés mécaniques en se remplissant partiellement
d’air et I'arbre risque le desséchement par embolie, c’est-a-dire que ses « réserves » en eau se
sont épuisées plus vite que ses réserves en carbone (Tyree & Sperry, 1988, Tyree et al., 1994).
L’arbre souffre alors de la sécheresse a cause d’'une défaillance hydraulique (Fig. 2.2). Cette
défaillance peut avoir quatre origines selon le type d’entrée d’air dans les vaisseaux de xyleme
(Tyree et al., 1994) : (i) entrée d’air par un pore au niveau de la paroi du vaisseau de xyléme, (ii)
néoformation d’'une bulle d’air dans les vaisseaux de xyléme, (iii) entrée par un déchirement
hydrophobe au niveau de la paroi des vaisseaux de xyléme et enfin (iv) adhésion d’'une bulle
d’air sur les parois des vaisseaux. A titre d’exemple, une étude récente estime que plus de 70%
des arbres (Gymnospermes et Angiospermes) sont menaceés de dysfonctionnement hydraulique

de part une insuffisante marge de sécurité hydraulique® (Choat et al., 2012).

En cas de contrainte hydrique prolongée (intensité faible mais durée longue), la réduction de
'assimilation carbonée, provoquée par la régulation stomatique de la transpiration, peut
conduire a une réduction de formation d’assimilats carbonés (glucose) de l'arbre. Alors que
dans le méme temps la consommation de ressources par le métabolisme est maintenue, via par
éventuellement la fermentation pour maintenir un métabolisme de base (Bossel 1986, Martinez-

Vilalta et al., 2002) provoquant in fine un épuisement carboné.

Ces deux altérations du fonctionnement de I'arbre en réponse a une contrainte hydrique,
agissant a la fois de maniere conjointe ou non, en fonction de la dynamique de la contrainte,
(pour le détail métabolique voir Fig. 3 et Pinheiro & Chaves 2010) sont la cause probable des
dépérissements forestiers et des événements de mortalité constatés actuellement (cf. Allen et

al., 2009 et Figure 2.2). De plus ces dépérissements sont susceptibles d’étre amplifiés par des

> Définie comme la différence entre le potentiel minimum atteint dans une plante, et un point de référence sur la courbe de
vulnérabilité hydraulique de la plante considérée (e.g. Psq: pourcentage pour lequel 50% des vaisseaux de xyleme sont
cavités).

24



agents biotiques comme les insectes ou les pathogénes (Bréda et al., 2006, McDowell et al.,
2008, Figure 2.2).

Enfin, ces risques sont d’autant plus accrus qu’ils peuvent engendrer une mortalité soudaine de
'organisme ou également passer inapercus pendant plusieurs années avant de se manifester

(e.g. Galiano et al., 2011 sur le Pin sylvestre (Pinus sylvestris L.).

Outre la régulation de I'ouverture stomatique, qui constitue un moyen de régulation dynamique,
réversible et rapide pour éviter la déshydratation a court terme (5 a 30 min selon le type
fonctionnel de plante, Vico et al., 2011), une acclimatation physiologique peut se produire sur
un pas de temps plus long (e.g. baisse de la sensibilté des stomates au déficit hydrique). La
défaillance hydraulique en cas de contrainte hydrique sévére peut étre évitée par une meilleure

résistance a I'entrée d’air dans les tissus de transport de la séve.

D’autres ajustements physiologiques peuvent étre, par exemple, une diminution de la surface
foliaire ou une augmentation de la surface d’absorption racinaire (Sperry et al., 2002).
L’épuisement carboné peut étre évité par différents moyens. Par exemple, par une
augmentation de l'efficience d’utilisation de I'eau (WUE®), ou un décalage phénologique. Ces
ajustements physiologiques permettent également un certain évitement de la période de
contrainte hydrique et une permutation de l'allocation du carbone entre différents processus

(croissance, reproduction, stockage).

3 . .. . , .
Ratio de I'assimilation carbonée sur la conductance stomatique
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Figure 3 : Reseau bioloigique des cascades de reponses a la contrainte hydrique (drought en
bleu). A) Schéma de connectivité du reseau de reponse a une contrainte hydrique avec les
petites molecules. B) Schéma de connectivité avec les genes et/ou protéines. Reproduit de
(Pinherio & Chaves 2010).
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A ces stratégies physiologiques rapidement mises en ceuvre par les arbres pour faire face a des
épisodes de sécheresse, qui se déploient sur une durée maximale de I'ordre de la durée de vie
de I'organisme (i.e. acclimatation ou plasticité phénotypique), des stratégies évolutives sur un
pas de temps plus long peuvent étre mises en ceuvre. Celles-ci sont la migration et 'adaptation
(cf. Encadré 2). Elles peuvent également permettre un évitement de la contrainte
environementale avec comme finalité une adaptation aux nouvelles contraintes imposés
(Ghalambor et al., 2007, Kleunen van et al., 2007, Benito-Garzon et al., 2011). Cependant ces
stratégies évolutives ne se réveleront pas nécessairement assez rapides compte tenu de la
vitesse du changement attendu (Hartmann 2012, Zhu et al., 2012). Ces deux stratégies
évolutives (migration et adaptation) sont clairement des illustrations de ce décalage entre la
vitesse attendue de la contrainte hydrique et la mise en place de la réponse adaptative qui

permettrait a 'organisme de survivre (Petit et al., 2006, Zhu et al., 2012).

De méme, la survie des graines produites par les arbres sera probablement affectée par le
changement climatique (e.g.: Mendoza et al.,, 2009). La plasticité phénotypique, elle est
souvent un moyen privilegié, pour atténuer les effets du changement climatique mis en avant
(Chevin et al., 2010, Matesanz et al., 2010). Des expériences chez le cédre (Cedrus sp. Trew)
ont prouvé qu’elle pouvait étre mise en ceuvre dans un temps court (Fallour-Rubio et al., 2009).
Par ailleurs une autre étude, sur I'acclimatation du chéne sessile (Quercus petraea Matt. Leibl)
et du hétre (Fagus sylvatica L.) a la température (translocation en altitude), a montré une
acclimatation a l'altitude de 6 degrés/jour sur des plants de 2 ans (Vitasse et al., 2010). Ces
trois exemples isolés (cedre, chéne et hétre) ne suffisent cependant pas a une généralisation
de ce qui peut étre considéré comme un « effet Baldwin®» chez ces espéces d’arbres

forestiers.

D’autres auteurs estiment a contrario que la plasticité phénotypique ne sera pas, a elle seule,
suffisante, car elle est souvent non-maximisée et contrainte dans son expression par de
multiples facteurs (liste non-exhaustive : co(t génétique, allocation de ressource a la plasticité a
un temps t, historique de plasticité déja exprimé, décalage signal environnemental/réponse,

contraintes développementales...cf. Valladares et al., 2007). Enfin, les facteurs

* effet Baldwin, du nom du professeur de psychologie Américain James Mark Baldwin (1861—1934), est un processus
séquentiel dans lequel la plasticité phénotypique environnementale sert de relais a I’évolution adaptative (i.e. caractéres
génétiques transmissibles, Yeh & Price 2004, Crispo et al., 2007).
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environnementaux qui sont contraignants pour les arbres forestiers sont souvent associés entre
eux (e.g. lumiére et températures élevées) et compliquent de ce fait les mesures d’expression

de cette plasticité phénotypique.

Pour conclure au sujet de la plasticité phénotypique, les travaux menés renforcent I'importance
de la prise en compte de la diversité génétique, dans les possibilités de réponses des especes
forestieres au changement climatique. En effet cette diversité génétique pourrait se révéler étre
une « assurance » contre des dépérissements forestiers catastrophiques (Heschel & Paige
1995, Bijlsma & Loeschcke 2012).
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I-d) Les événements d’hybridation et leurs implications dans un contexte de changement

climatique.
L’hybridation interspécifique homoploide® peut avoir plusieurs conséquences, incluant une

augmentation de la diversité génétique, I'apparition ou le transfert d’adaptations génétiques,
'apparition de nouveaux écotypes (et especes voir Fig. 4. ci-dessous) et le renforcement ou la
rupture des barriéres d’isolement reproducteur (i.e. dédifférenciation d’espéces) (Rieseberg
1997). Les zones hybrides sont des opportunités pour étudier les processus de divergences
entre lignées aboutissant a la spéciation (Hewitt G.M., 1988, Harrison 1990). Ces zones
hybrides peuvent donc étre vues comme de véritables laboratoires d’'un point de vue évolutif
(Barton & Hewitt, 1985, 1989). La plupart des espéces forestiéres économiquement importantes
connaissent, ou ont connu des événements d’hybridation au cours de leur histoire biologique,
comme I'épicéa (Picea sp.) (Krutovskii et al., 1995), le pin (Pinus sp.) (Dungey 2001), le
peuplier (Populus sp.) (Hamzeh et al., 2007, Lexer et al., 2007), le chéne (Quercus sp.) (De
Dios et al., 2006, Burgarella et al., 2007) et le fréne (Fraxinus sp.) (Gérard et al., 2006,
Fernandez-Manjarrés et al., 2006, Gérard et al., 2012).

> Hybridation par croisement de deux espéces sans augmentation du nombre de chromosomes, au contraire de I’hybridation
polyploide.
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Figure 4. Exemple d’arbre phylogénétique de la section Helianthus sp. (genre du Tournesol)

basé sur des données ADN chloroplastiques et nucléaires. Les chiffres au-dessus des branches

représentent le nombre de mutations, le pourcentage de bootstrap (robustesse de la branche)

est indiqué sous la branche. Les lignes en pointillées représente une spéciation homoploide

d’origine hybride (i.e. apparition d’'une nouvelle espéce sans duplication du génome par

hybridation de deux espéces). Reproduit de Gross & Rieseberg (2005) basé sur les données de

Rieseberg (1991).
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Ces événements périodiques ou récurrents d’introgression (cf. Encadré 2), peuvent fournir de
nouveaux alléles et sont un facteur déterminant d’adaptation a de nouvelles conditions (Morjan
& Rieseberg 2004). Cette introgression progressive peut avoir comme conséquence l'obtention
d’'individus ayant des phénotypes (cf. Encadré 2) plus étendus que ceux des especes

parentales, dus a des effets alléliques complémentaires (Lexer et al., 2004).

Encadré 2 : Définition des concepts utilisés.

Adaptation (Reeve HK et Shermann 1993) : Désigne a la fois un processus et sa finalité, nous définirons ici le
processus, qui est la modification d’un caractere anatomique, d’un processus physiologique dans une population
d’individus sous I'effet de la sélection. Le nouvel état de ce caractere améliorant la survie et le succes reproductif
des individus qui en sont porteurs, il est nécessaire que ces modifications soient héritables.

Adaptation locale (William 1966) : Ici le sens d’adaptation sera la finalité du concept : I'adaptation locale inclut

tous les changements génotypiques (et phénotypiques associés) résultant d’une sélection équilibrante en
réponse a des pressions environnementales.

Acclimatation (Rickleffs 1990) : L'acclimatation est le fait, pour un organisme vivant, de répondre a un nouvel

environnement. L'acclimatation se déroule sur une période au plus égale a la durée de vie de I'organisme (de
quelques secondes a quelques jours, voire années pour les arbres), ce qui la différencie de I'adaptation.

Génotype (Johannsen 1911) : composition génétique d'un individu. Le génotype d'un individu est la composition

allélique de tous les génes d'un individu.

Migration (Henry & Gouyon 2003) : Passage d’individus d’une population a une autre, peut également étre vue

au niveau des gameétes et des génes.

Phénotype (Johannsen 1911) : Le phénotype est I'état d'un caractére observable (caractére anatomique,

morphologique, moléculaire, physiologique) chez un organisme vivant.

Plasticité phénotypique (Schmalhausen 1949) : La capacité d’un génotype donné d’exprimer différents

phénotypes en fonction des conditions environnementales. En écophysiologie on parle également
d’acclimatation (nécessite une contrainte).

Sélection (Darwin 1859) : La survie et la reproduction différentielles des phénotypes, notamment en fonction des

effets environnementaux, se traduisant par I'accroissement de la fréquence des génotypes dans la population
correspondant aux phénotypes sélectionnés.

Introgression (Rieseberg et al. 2000) : La propagation de génes d’une espéce A dans le génome d’une espéce B

par hybridation et backcrossing (reproduction avec ses parents).
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Voire méme des individus ayant des phénotypes extrémes qui surpassent ceux des deux
parents dont I'hybride provient, on parle alors de «ségrégation transgressive»® voir Figure 5
(Rieseberg 1999, Rieseberg et al., 2003).

Cette possibilité d’introgression interspécifique peut offrir une voie évolutive alternative et plus
rapide que la spéciation allopatrique’ (Ungerer et al., 1998), pour faire face & de nouveaux
environnements, comme cela a été démontré dans une étude chez le tournesol (Helianthus
annuus L.) (Lexer et al., 2004). L’hybridation s’est également produite entre plusieurs especes
et sur de faibles échelles spatiales (i.e. 1le), ce qui était considéré comme tres rare

théoriguement (Papadopulos et al., 2013).

Les zones hybrides naturelles offrent également de formidables opportunités pour conduire des
études d’expression différentielle, et peuvent permettre d’identifier des génes et des loci a effets
quantitatifs (Quantitative Trait Locus : QTL), impliqués dans les processus d’adaptation aux
environnements nouveaux (Lexer et al., 2004). Les processus d’hybridation revétent donc une
importance accrue dans une perspective de changement climatique. Il est par conséquent
intéressant d’étudier les réponses d’individus ou de populations hybrides d’espéces forestiéres
face a un épisode de sécheresse. Néanmoins, de maniere générale, la génération d’individus
hybrides présente certains « faiblesses », car ils peuvent étre associés a des valeurs sélectives
(ou fitness) moindres. Ces individus hybrides peuvent ainsi voir leur viabilité et leur fertilité
réduite par rapport aux individus parents dont ils sont issus (Rieseberg & Willis 2007), étant
ainsi contre-sélectionnés dans leur milieu naturel, et donc conduisant certains auteurs a
considérer I'hybridation, en tant que processus, comme une « voie sans issue évolutive »
(Mayr, 1942, Barton 1979b, Arnold 1997, Seehausen 2004, Hey et al., 2005).

6 Ségrégation transgressive : Phénomene spécifique a la ségrégation d’hybrides dans lesquels certains individus hybrides ont
des valeurs phénotypiques qui excedent les valeurs parentales, a la fois de maniéere positive ou négative

7 e e . .. . , , \ P
Selon ce mode de spéciation, des populations initialement interfécondes évoluent en espéces distinctes car elles sont
isolées géographiquement.
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Figure 5 : Exemple de ségrégation transgressive de caracteres génétiques (ici un exemple sur 5
locus a 2 alleles « + » et « - » codant pour la taille de la tige des Tournesols Helianthus annuus,
L.). Reproduit de Rieseberg & Willis 2007. Les hybrides peuvent montrer des phénotypes
extrémes « +++++» et «- - - - - » qui peuvent étre avantageux dans certains types

d’environnements.
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) Problématigue de notre étude

I1-a) Introduction du modéle d’étude : le complexe d’espéces fréne : F.excelsior,

F.angustifolia et hybrides.

Le fréne (Fraxinus sp.) appartient a la famille des Oléacées, qui comprend 615 especes
réparties en 24 genres (Classification APG |lll, Angiosperm Phyllogeny website :
http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/ consulté le 26/10/12), dans laquelle figure par
exemple le troéne (Ligustrum vulgareae L.) et l'olivier (Olea europa L.). Le fréne, au sein de
cette famille, appartient au genre Fraxinus qui comprend 43 espéces décrites a ce jour,
réparties de maniére ubiquiste autour du globe (Wallander et al., 2008, Arca et al., 2012). La
monophylie® du genre a été démontrée (Wallander & Albert, 2000). Cependant, on rencontre le
genre Fraxinus principalement dans I’hémisphére nord du globe terrestre, restreint plutdét aux

climats tempérés (Wallander et al., 2008, Dobrowolska et al., 2011).

A I'échelle européenne, deux espéces sont principalement rencontrées : le fréne commun ou
fréne élevé (Fraxinus excelsior L.), qui est classé parmi les feuillus précieux (Picard 1982,
Bessiéres 1992) et est réparti principalement au-dessus du 42°™ paralléle de latitude Nord
(Wardle 1961, Fernandez-Manjarrés et al., 2006, Gérard et al., 2012). La deuxieme espece de
fréne rencontrée en Europe est le fréne a feuilles étroites ou oxyphylle, parfois qualifié de
méditerranéen (Fraxinus angustifolia Vahl) (Rameau et al., 1989). Cette espece est distribuée le
long d’un gradient européen Est-Ouest autour du bassin méditerranéen (Gérard et al., 2012),
du Portugal jusqu’a I'est de la mer Noire (Heuertz et al., 2004, FRAXIGEN 2005, Gérard et al.,
2012, Temunovi¢ et al., 2012). On rencontre fréquemment Fraxinus angustifolia en Espagne et
en Italie (FRAXIGEN 2005, Gérard et al., 2012), jusqu’en Grece (Papi et al., 2012) et en Croatie

(Temunovi¢ et al., 2012).

Au niveau écologique, le fréne commun (F.excelsior) est une espéce ayant une préférence pour

des habitats de type héliophile & demi-ombre, et est qualifié de mésophile® & mésohygrophile®

® Pour les cladistes, le terme de monophylie désigne tous les descendants de I'ancétre commun (Hennig 1966). Un groupe
monophylétique est donc un clade. Il s'oppose aux groupes paraphylétiques et polyphylétiques.

° Se dit d’une espece adapté a des conditions moyennes d’humidité.

% Une espece mésohygrophile est une espéece qui a besoin de grandes quantités d'eau pendant une bonne partie de son
développement.
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(Rameau et al., 1989). Son expansion dans les successions écologiques, en France, est
attribuée a sa capacité a contrbler son contenu en eau, et aux épisodes de perturbations
anthropiques ayant favorisé I'extension de son aire de répartition (Marigo et al., 2000, Marie-
Pierre et al., 2006). Le fréne commun fut utilisé traditionnellement pour de multiples usages :
bois, fourrage pour bétail, médecine traditionnelle, etc... (Marie-Pierre et al., 2006, Mottet et al.,
2007) mais n’est plus exploité de nos jours que pour son bois (Classens 2002). De nombreux
travaux attestent de la résistance au stress hydrique chez le fréne commun. D’une part a
I'échelle individuelle avec la mise en évidence de potentiels hydriques tres faibles, de I'ordre de
-4 MPa, sans signe visible de flétrissement des feuilles (Besnard et al., 1990, Carlier et al.,
1992) et d’autre part au niveau métabolique avec une accumulation, dans les vaisseaux de
xyléme, d’acide malique et de mannitol (Marigo & Peltier 1996, Guicherd et al., 1997, Stéhr &
Ldsch 2004) qui interviendraient comme messagers dans la régulation stomatique. Par ailleurs,
les jeunes plants de frénes communs sont considérés comme des « pionniers écologiques »
avec une croissance trés rapide dans les jeunes stades (Hdlscher 2004). Cette croissance
rapide a été mesurée sur des parcelles agroforestieres, et peut atteindre 80 cm par an au cours

des 10 premieres années (Balandier & Dupraz 1999).

Le fréne oxyphylle ou méditerranéen (F.angustifolia Vahl) est quant a lui écologiqguement réparti
dans des habitats de type thermophile et héliophile. Il est également qualifié de mésophile* a
mésohygrophile’ (Rameau et al., 1989). Le fréne méditerranéen a fait 'objet d’une attention
moindre par rapport au fréne commun, du fait de son plus faible intérét économique.
Relativement peu de preuves de tolérance au stress hydrique sont rapportées dans la littérature
pour le fréne méditerranéen. De maniére anecdotique une étude cependant recommande un
cultivar de F.angustifolia (Raywood) pour les plantations d’arbres en milieu urbain du fait de sa
tolérance a la sécheresse (Percival et al., 2006). Ses préférences d’habitats écologiques sont
les foréts de ripisylve, ou il est plutdét considéré comme résistant aux épisodes de crues

(Fernandez-Manijarrés et al., 2006, Jaeger et al., 2009).

On rencontre les deux especes F.excelsior et F.angustifolia dans une trés grande variété
d’habitats, allant des plaines alluviales jusqu’aux flancs de montagnes (Rameau et al., 1989,
Marigo et al., 2000, Jaeger et al., 2009). Toutes les deux présentent une grande tolérance vis a
vis des conditions pédologiques (pH et disponibilité en eau, cf. Figure 6-1 et 6-2, ci-dessous).
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Figure 6-1. Conditions pédologiques dans lesquelles sont rencontrées le fréne commun

F.excelsior . Reproduit d’aprées la flore forestiere francaise Tome 1 . Rameau et al., 1989.
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Figure 6-2. Conditions pédologiques dans lesquelles sont rencontrées le fréne medeiteranéen
F.angustifolia en rouge. Reproduit d’aprés la flore forestiére francaise Tome 1. Rameau et al.,
1989.
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Une caractéristique supplémentaire de ce duo d’espéces est quelles présentent des
événements récurrents d’introgression décrits depuis longtemps (Rameau et al., 1989, voir Fig.
7). Des individus hybrides in natura sont, de plus, décrits dans la littérature récente (Gérard et
al., 2006, Gérard et al.,, 2012, Thomasset et al., 2012) et également obtenus en conditions
contrdlées (Morand-Prieur et al., 2003). Deux études (Gérard et al., 2006, Fernandez-Manjarrés
et al., 2006) ont par ailleurs démontré qu’a l'intérieur de la zone d’hybridation naturelle étudiée
(le long de la Loire), les frénes hybrides ont un pouvoir reproducteur supérieur aux especes
parentales. Ce fait est contraire a ce qui est couramment observeé : les individus hybrides ayant
généralement des valeurs sélectives moindres. Ainsi les individus hybrides échantillonnés en
Loire produisent plus de fleurs et de graines que les especes « pures » rencontrées sur cette
méme station (Gérard et al., 2006, Fernandez-Manjarrés et al., 2006). A I'échelle européenne il
semblerait que de nombreuses populations de frénes hybrides génotypiquement différentes
coexistent (Gérard et al., 2012, Figure 8). En fonction du degré d’introgression variable entre
F.excelsior et F.angustifolia, ces populations hybrides devraient donc présenter des
comportements variables face aux contraintes environnementales. De plus, dans le cadre du
changement climatigue ces processus d’introgression, qui sont considérés théoriqguement
comme une « autoroute évolutive » dans les processus de spéciation (Hewitt G.M. 1988),
pourraient avoir un rble clef en permettant I'apparition de nouveaux potentiels adaptatifs
(Rieseberg et al., 2003, Mallet 2007) chez le fréne. Néanmoins, aucune connaissance n’est

disponible sur les réponses des frénes hybrides a une contrainte hydrique.
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Figure 7. Photos de feuilles de frénes adultes d’age indéterminé (avec pétioles) recoltées le
long de la Loire représentant les différences de morphologie foliaire.(1) F.excelsior, (2) Hybride

(3) F.angustifolia
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Figure 8. Carte de répartition des especes de Frénes européens. En bleu les frénes communs
(F. excelsior L.) en jaune les frénes méditerranéens (F. angustifolia Vahl) et en vert la zone de
recouvrement de ces 2 espéces qui correspond a la zone potentielle d’hybridation (vert). Les
diagrammes représentent la proportion de pool génétique de F.excelsior (bleu) et F.angustifolia
(orange) dans chaque population échantillonnée. La carte a été créée avec Arc GIS® 10 et le
systeme de projection Lambert a été utilisé. 16 marqueurs SSR et microsatellites ont été utilisés

pour discriminer les populations d’aprés Gérard et al., 2012.
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I1-b) Questionnement de la thése et objectifs d'étude.

La disponibilité en eau va devenir la principale contrainte écologique limitant la
productivité et la performance des écosystémes forestiers sous nos latitudes, allant jusqu’a
engendrer des dépérissements forestiers massifs. Cette contrainte climatique va probablement
se renforcer au vu des prédictions des modeéles de changement climatique (cf. § I-a). Etant
donné limportance des écosystemes forestiers dans les cycles hydrologiques et
biogéochimiques, dans la structure des paysages et les services écosystémiques, il semble
prioritaire d’étudier et d’anticiper les conséquences de ces changements sur les écosystemes
forestiers. Le complexe d’espéces fréne, compte tenu de ses caractéristiques intrinseques
(hybridation, variabilité d’habitats occupés, tolérance a la sécheresse chez F.excelsior,
tolérance a I'excés d’eau chez F.angustifolia...) nous semble pertinent a retenir comme modéle
biologique dans un contexte de changement climatique. Pour envisager la complexité que peut
revétir la réponse a une contrainte hydrique et compte tenu de la rareté de ce type d’études sur
les arbres forestiers, nous utiliserons une approche interdisciplinaire en faisant se croiser les

compétences de deux disciplines : I'écophysiologie et la génétique.

Les principaux objectifs de cette étude sont : (i) caractériser les populations de frénes étudiées
d’'un point du vue écophysiologique et génétique sans contrainte hydrique, (ii) rechercher des
génes d’intérét par une approche géne-candidat pour la tolérance/résistance a la contrainte
hydrique et surveiller leur expression au sein des populations de fréne ciblés et en fonction de
différents niveaux de contrainte hydrique. Ces deux premiers objectifs seront abordés au
chapitre I. Ensuite il nous est apparu complémentaire d’ (iii) évaluer les différentes populations
de frénes aux dysfonctionnements hydrauliques sous contrainte hydrique. Ceci par le biais de
mesures du pourcentage de perte de conductivité hydraulique et enfin (iv) comparer, a la
lumiére de nos résultats, les réponses écophysiologiques des différentes populations de frénes

en fonction de leur statut (especes parentales ou hybrides).

Nous allons donc analyser les réponses de ce complexe d’espéces en utilisant des populations
de frénes issues de stations environnementales contrastées (Fig. 9). L’approche utilisée pour
répondre a ces objectifs sera expérimentale et se déroulera en serre en conditions semi-
contrdlées. Bien que cette approche soit limitée en termes de représentativité vis-a-vis d’une
situation in natura, son utilisation présente certains intéréts expérimentaux et pratiques,

notamment dans I'application uniforme de la contrainte hydrique (par exemple le contrble de la

41



température et donc la minimisation de son effet confondant avec I'application de la contrainte
hydrique) et dans la facilitation des mesures écophysiologiques (e.g. autonomie du Licor®

6400) qui sont non-négligeables.

Cette thése sera présentée sous la forme d’'une thése sur articles, comprenant deux articles qui

constitueront les deux chapitres de cette thése.

Le premier chapitre de cette these concernera les deux premiéres questions abordées au début
de ce paragraphe : caractérisation de populations de 2 especes de frénes et de frénes hybrides

et recherche de génes d’intérét.

Nous étudierons la caractérisation de ces populations et la recherche de génes d’intérét grace a
de jeunes plants de frénes qui ont été obtenus par culture in vitro de graines prélevées sur le
terrain selon un protocole préétabli (Raquin et al., 2002). Ces graines ont été récoltées sur des
arbres adultes, suffisamment distants entre eux pour éviter la consanguinité, dans des stations
expérimentales contrastées (cf. Figure 9). Ces stations représentent différentes populations de
frénes (six) rencontrées en France ainsi que trois statuts avec deux populations par statut (F.
excelsior, hybride, et F. angustifolia cf. Figure 9). A partir de I'Age de six mois environ, ces

jeunes plants ont subi une contrainte hydrigue modérée.

La contrainte hydrique a été appliquée par un arrét d’arrosage, selon trois paliers de contrainte
hydrique de plus en plus intenses et se succédant dans le temps. Le contrdle de la
déshydratation des plants de fréne a été effectué par pesée afin d’atteindre des seuils
prédéfinis de contrainte hydrique, ainsi que par des mesures de potentiel de base pour
caractériser la contrainte hydrique. A la fin de la période de contrainte hydrique, les plants de

fréne ont été réarosées afin de mesurer les capacités de récupération des populations.

Les mesures écophysiologiques effectuées sont d’ordre morphologique, les échanges gazeux
et isotopiques (5*3C). Un génotypage des individus utilisés et une recherche de génes-
candidat pour la tolérance/résistance a une contrainte hydrique ont également été réalisés. Par
ailleurs, nous avons relié la réponse écophysiologique mesurée avec une caractérisation de

I'expression de génes en utilisant la méthodologie cDNA-AFLP*2. Par cette méthodologie, nous

1etc: Composition isotopique des isotopes stables du “cetdu C, exprimé en pour mille (%o), il est relié a la WUEi.

'2 cDNA-AFLP: Technique qui permet la visualisation et la quantification de transcrits basé sur une identification de fragment
de geénes issu d’une AFLP a partir de cDNA double brin.
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avons pu mettre en évidence un classement des populations par une approche de classification
ainsi que le dépbt de 5 nouvelles séquences dans GenBank®. Cette expérimentation a fait

I'objet d’un premier article qui sera soumis prochainement dans la revue New Phytologist.
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Figure 9. Localisation et statut genetiguement determiné des populations de frénes

échantillonées

Tableau 1. Informations sur les populations utilisées lors de la premiere expérimentation

Localité La Preste Saint- Tavaux Saint Dyé Nidoléres La Mole
Gobain

Poistion 42.24°N 49.36°N 47.05°N 47.69°N 42.32°N 43.23°N

geographique 2.28°E 3.23°E 5.38°E 1.56°E 2.51°E 6.54°E

Altitude (m) 1100 80 190 50 70 30

Climat Montagnard Temperé Temperé Temperé Mediterranéen Mediterranéen

Status Fraxinus Fraxinus Fraxinus

gentiguement excelsior excelsior -

determiné angustifolia
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Chapitre |

Réponse de populations de frénes
communs, meéditerranéens et hybrides a

une faible contrainte hydrique :

Approches écophysiologigues et

génetique.
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l1l-a) Introduction chapitre 1 :

Les prévisions des modeles de changement climatique nous placent dans un contexte
écologique ou la diversité génétique des arbres forestiers revét un intérét renouvelé. Cette
variabilité génétique pourrait avoir un effet « tampon » contre I'extréme variabilité des pressions
de sélection liées aux variations climatiques localement attendues (e.g. : sécheresses). Dans
cette optique, il apparait important d’évaluer les performances clefs du fonctionnement des
arbres (entrée de carbone et pertes en eau) et leur variabilité sous contrainte hydrique. Cette
évaluation permettra d’avoir une idée plus précise des potentialités des arbres forestiers pour
faire face aux conditions climatiques futures. Dans ce cadre, de récents travaux (Araujo-
Calcada et al., in press) ont été menés. lls consistaient a déterminer si les difféerences
génotypiques connues entre frénes « purs » et frénes de statut hybride étaient associées a des
différences de fonctionnement physiologique foliaire. Ces travaux se sont focalisés sur dix
populations de frénes (10 individus par population) au stade jeunes plants (6 mois). Ces plants
représentaient les différents statuts de frénes rencontrés en France : F. excelsior, F.angustifolia
et hybrides. La comparaison de ces frénes a porté sur des mesures d’échanges gazeux (A nax
95 max WUEi™may), sur la variation de ces mémes paramétres pendant la contrainte hydrique et
pendant la phase de récupération, ainsi que sur des caractéristiques morphologiques
(croissance absolue et journaliere en hauteur, diamétre, nombre d’entre nceuds, densité
stomatique, nombre de feuilles et de folioles, contenu des feuilles en azote, LMA'®) (Root-Shoot
ratio) et isotopiques (5*3C*").

Les résultats de cette étude (Araujo-Calcada, rapport M2 2009) ont montré des différences de
fonctionnement écophysiologique entre les deux espéces de frénes européens (F.excelsior L.
et F. angustifolia Vahl) et leurs hybrides « naturels ». Ces différences sont fortement corrélées a
I'origine géographique de hybrides. De plus ces hybrides présentaient un fonctionnement

physiologique intermédiaire entre les populations représentant les deux espéeces parentales

BA max : Assimilation, en umol CO, m2 st

14gs max : Conductance stomatique, en mol H,0 m?2 s*

> WUEi : Intrinsic Water Use Efficiency, efficacité intrinséque de I'utilisation de I’eau calculée ici par le rapport A/gs

' MA : Leaf Mass Area, ou masse spécifique foliaire généralement en g m™

7 8C : composition isotopique entre le carbonne 13 et le carbonne 12 (%o). Indicateur de Iefficacité d’ utilisation de I’eau.
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(F.excelsior L. et F. angustifolia Vahl). Ces travaux ont été menés en conditions controlées

(serre) sans limitation de la ressource hydrique.

Cependant, ces conditions ne sont pas représentatives de celles que les populations naturelles
de frénes rencontreront dans le contexte du changement climatique. Notre objectif, dans la
continuité de I'étude d’Araujo-Calgcada, est de savoir si ces différentes populations de frénes
ayant différents statuts (espéces parentales : F.excelsior et F. angustifolia et hybrides), pourront
présenter une réponse différentielle & un stress abiotique tel qu’une contrainte hydrique. Une
autre hypothese, sous-jacente a celle citée précédemment, est que cette variabilité de réponse
vis-a-vis d’'une contrainte hydrique devrait en partie reposer sur l'origine géographique des
populations. Nous supposions d’aprées les travaux d’Araujo-Calcada une adaptation locale et

donc une base génétique a ces réponses ecophysiologiques.

Pour tester ces hypothéses, nous avons donc mis en ceuvre une expérimentation de contrainte
hydrigue sur des jeunes plants de frénes issus de six populations naturelles. Cette
expérimentation s’est déroulée dans un compartiment climatigue d’'une serre en conditions
semi-contrdlées (PPFD 100 & 800 pmol de photons m™ s, température : Jour 20-25°C, Nuit
18°C. Hygrométrie : 50-90 %) avec un apport de lumiere par des lampes a vapeur de mercure
de 4h a 10h/jour, car la durée du jour n’était pas suffisante pour obtenir une photopériode de

16h, nécessaire a la croissance des jeunes plants.

La contrainte hydrique a été appliquée par une réduction ou un arrét d’arrosage selon trois
paliers successifs : les plants de fréne ont été maintenus (par apport d’eau si nécessaire) sur
ces paliers de contrainte hydrique le temps des mesures d’échanges gazeux (deux jours). Une
fois les mesures effectuées, l'arrosage était stoppé le temps d’atteindre le palier suivant. Ces
paliers ont été choisis par rapport a la quantité maximale d’eau que pouvait contenir le substrat
dans lequel les plantes ont poussé. lls ont donc été déterminées par pesée, en rapport avec le
poids de saturation en eau du substrat (Psa) pour chaque plante, respectivement Psy - 1009,
Psat - 2509 et Psa: - 400g. Une étape de réarrosage a ensuite été incluse suivant la contrainte

hydrique pour mesurer la capacité de récupération des plantes.

Ce dispositif expérimental nous a permis de caractériser les réponses de ces différentes
populations a une contrainte hydrique (Iégere a modérée). Parallelement a cette étude
écophysiologigue de réponse a la contrainte hydrique menée a différentes échelles (plante et

feuille), nous avons mené une caractérisation génotypique des individus utilisés. Pour cela,
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nous avons utilisé des marqueurs microsatellites, qui avaient été développés dans I'objectif de
différencier les frénes hybrides des espéces « pures » (Brachet et al., 1999, Lefort et al., 1999,
Aggarwal et al., 2010, Gérard et al., 2012), afin de clarifier le statut des six populations de

frénes étudiées.

En outre, une analyse de transcriptomique basée sur I'expression différentielle ’ARNm (Acide
RiboNucléique messager) pendant la contrainte hydrique a été réalisée. Ces ARNm ont été
traduits en ADNc pour analyse par AFLP (Amplified Fragment-Length Polymorphism). Une fois
les fragments d’ADNc amplifiés par PCR'®, ils ont subi une sélection restrictive en fonction de la
contrainte hydrique et du statut des populations de fréne. Enfin dés que le choix des marqueurs
a été arréte, ils ont été séquencés. Toutes ces étapes ont été réalisées grace a l'aide de la

société Eurofins® Scientific.

¥ pCR: Polymerase Chain Reaction
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I11-b) Resultats principaux :

Le premier résultat de cette expérimentation montre que ce n’est qu’au dernier palier de
contrainte hydrique obtenu (potentiel de base Wpg moyen : -0,9 MPa) que I'on peut observer
une réponse significative sur les échanges gazeux (A et gs). Les échanges gazeux au cours
des deux precedents niveaux de contrainte hydrique (valeurs de Wpg de -0,53 MPa et -0,61

MPa) ne sont pas significativement différents d’'une absence de contrainte hydrique (données

non-incluses).

En ce qui concerne la réponse des échanges gazeux des différentes populations a une
contrainte hydrique modérée (-0,9 MPa), nos résultats suggerent une absence de différence
significative entre les différentes populations de frénes étudiées (F.excelsior, F.angustifolia, ou
hybride). Cependant, certaines populations ne récupérent pas totalement de I'application de la
contrainte hydrique aprés 3 jours de réarrosage. De maniére globale, les populations d’hybrides
testées ici montrent une réponse souvent intermédiaires aux especes parentales ainsi que des
caractéres écophysiologiques qui se rapprochent de l'espéce parentale dont la population
hybride est morphologiquement le plus proche (F.excelsior pour Tavaux ou F.angustifolia pour
Saint-Dyé)». Grace a l'apport des marqueurs génétiques SSR™ et du génotypage nous avons
été en mesure de clarifier le statut d’'une population qui restait controversé (i.e. Nidoleres est

plutét une population de statut F. angustifolia et peu hybride).

Nous avons pu noterune bonne corrélation entre les valeurs de A et gs (R2 = 0,65) sans
contrainte. A I'échelle des populations, les valeurs moyennes de A et gs semble reliées a la
densité stomatique qui est faible chez F.excelsior (72,8 + 5,5 stomates/mm?) et élevée chez
F.angustifolia (181,27 + 9,2 stomates/mm?). Les hybrides Tavaux et Saint-Dyé présentant des

valeurs intermédiaires.

Du cbté transcriptomique, entre 125 et 145 fragments d’ADNc ont pu étre amplifiés. Suite a
cette amplification, environ 35 marqueurs d’intérét (réponse différentielle entre populations et
paliers de contrainte hydrique) ont pu étre isolés parmi lesquels onze nouveaux marqueurs qui
ont été séquenceés. Parmi ces onze séquences, certaines correspondent en partie a d’autres

séquences déja déposées dans une banque de données génétiques (NCBI, GenBank®) pour le

Ples marqueurs SSR sont des répétitions de séquences nucléotidiques courtes usuellement inférieures ou égales a 6 bases
de longueur, qui varient en nombre (Rafalski et al., 1996).
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fréne commun (Leger et al.,, 2010 résultats non-publiés). Ces séquences additionnelles
présentent des correspondances avec des génes déja séquencés chez d’autres organismes
modéles (i.e. Arabidopsis thaliana) et indirectement impliqués dans la tolérance/résistance au
stress hydrique. Ces séquences présentent également un intérét supplémentaire, car en
complément de celles déja développées, elles pourront permettre une discrimination plus
précise des hybrides (e.g. SNP?° voir Schroeder et al., 2012). Elles ont fait 'objet d’'un dépot
dans la base de données GenBank®, et seront validées a posteriori dans une prochaine étude,

par une approche qPCR (PCR quantitative).

Par ailleurs, une approche de classification des populations a partir de I'ensemble des
marqueurs cDNA a été menée. Elle devrait faire partie du manuscrit soumis pour publication,

mais n’a pas pu étre intégrée a temps dans ce manuscrit de these.

2O SNPp Single Nucleotide Polymorphism : variation (polymorphisme) d'une seule paire de bases du génome, entre individus
d'une méme espece. Ces variations sont tres fréquentes environ une paire de bases sur mille dans le génome humain
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I1l-c) Discussion chapitre 1

Avant de détailler les caractéristiques des populations hybrides de frénes sur lesquelles
nous avons centré cette expérimentation et la comparaison entre F.angustifolia et F.excelsior, il
convient d’en rappeler l'origine. Tavaux (cf. Fig. 9) est une population hybride située dans la
vallée de la Sadne. Elle est le résultat de lintrogression du génome de F.excelsior dans
F.angustifolia (Fernandez-Manjarres et al. 2006). A Saint-Dyé, nous avons une population
hybride située en ripisylve de Loire, ou des individus de F.angustifolia persistent (cf. Fig. 9). Elle
est le résultat de l'introgression du génome de F.angustifolia dans F.excelsior (Fernandez-
Manjarres et al., 2006).

Globalement, si 'on se référe aux taux d’introgression obtenus précédemment par génotypage
(6 marqueurs anonymes SSR), Saint-Dyé est une population qui possede une composition
génétique proche de F.angustifolia (taux d’introgression de 60% de F.angustifolia, Fernandez-
Manjarres et al., 2006). Alors que Tavaux montre un plus faible taux d’introgression de
F.angustifolia que Saint-Dyé et est donc plus proche génétiquement de F.excelsior (taux
d’introgression de 40% de F.angustifolia, Fernandez-Manjarres et al. 2006).

Ces différences de composition génétique des populations hybrides, se reflétent en partie dans
les mesures morphologiques. Ainsi les hybrides de Loire de Saint-Dyé ont un nombre de
feuilles, un nombre de folioles par feuille, ainsi qu’'une allocation de biomasse (ratio racine/tige)
proche de F.angustifolia (La Mole). Cette proximité des hybrides de Saint-Dyé avec les
populations de F.angustifolia (La Mole) se remarque également au niveau de la surface foliaire
avec des petites folioles (7 cm? contre 5 cm? pour F.angustifolia (La Mole) et 18 cm?2 pour
F.excelsior (Saint-Gobain)). En revanche, d’autres critéres morphologiques tendent a se
rapprocher plus de F.excelsior comme le diametre de la tige principale par exemple (moyenne +
erreur standard : 7,39 + 0,29 contre 7,62 + 0,27 mm pour F.excelsior (Saint-Gobain) au lieu de
10,19 * 0,32 pour F.angustifolia (La Mole)). Il en est de méme pour la population hybride de
Sabne de Tavaux. Si I'on regarde des variables telles que le nombre total de feuilles, ainsi que
le nombre d’entre nceuds (respectivement 29,4 + 2,5 ; 13,4 + 0,6 pour la population de Tavaux
et 24 £ 2; 105 + 0,5; 7,3 + 1,22 pour F.excelsior (Saint-Gobain)) leurs valeurs sont plus
proches de celles des « vrais » F.excelsior (Saint-Gobain). Alors que dans le méme temps,
certaines variables telles que le diamétre au niveau des cotylédons ou le nombre de folioles par
feuille (8,7 + 0,24, et 9,6 + 1,63 pour la population de Tavaux et 10,19 + 0,32 et 9,2 £ 1,63
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respectivement pour F.angustifolia (La Mole) ont des valeurs qui tendent a se rapprocher de

F.angustifolia (La Mole).

Cependant la densité stomatique, suit bien le classement génétique des deux populations
hybrides puisque celles de Saint-Dyé se rapproche des valeurs de la population de
F.angustifolia (La Mole), alors que celle de Tavaux est plutdt proche de F.excelsior
(F.angustifolia (La Mole) : 229,9 + 1,8; Saint-Dyé 151,11 + 9,1; Tavaux 134,7 + 10,4,
F.excelsior (Saint-Gobain) : 92,9 + 5,1 stomates mm?). Il est a noter que F.excelsior (Saint-
Gobain) présente la densité stomatique la plus faible et F.angustifolia (La Mole) la plus élevée.
Cependant, il reste difficile de savoir si le classement observé ici sur la densité stomatique au
stade jeune plant, et qui refléte bien le degré d’introgression, persistera au stade adulte. Il a été
montré que les arbres de F.excelsior ont un nombre de stomates plus faible au stade jeune
plant qu'au stade adulte (77 + 2,2 stomates mm? jeune plant, 239 + 3,6 au stade adulte :
Holscher 2004).

Les criteres morphologiques ayant pour base la feuille sont a utiliser avec précaution chez le
fréne, et notamment pour la discrimination des hybrides par rapport a F.excelsior ou
F.angustifolia car 'on observe fréquemment une inversion du nombre de folioles entre le stade
jeune plant et le stade arbre adulte. A 'age adulte, avec un nombre de folioles compris entre 7
et 15 pour F.excelsior et entre 3 et 11pour F.angustifolia (Rameau et al., 1989). De plus il n’est
pas rare d’avoir des phénotypes « cryptiques » (i.e. trés ressemblants a F.excelsior ou

F.angustifolia) chez certains individus hybrides (Thomasset et al., 2012).

Néanmoins a défaut d’'usage pour la discrimination des hybrides, ces différentes informations
morphologiques devraient pouvoir étre d’'une certaine aide pour la suspicion d’hybridation in
situ. Certains critéres morphologiques sont en accord avec le degré d’introgression des
hybrides, tandis que d’autres sont a I'opposé de ce degré d’introgression. De plus en fonction
de la population hybride choisie, ce ne sont pas les mémes variables morphologiques qui
donnent des signaux contradictoires avec la génétique de la population (e.g. nombre de folioles
par feuilles pour Tavaux, et croissance en hauteur pour Saint-Dyé). Il serait nécessaire de tester
la fiabilité de ces criteres de reconnaissance et de valider cette approche par des mesures

couplées du degré d’introgression/morphologie sur le terrain.

Etant donné le statut d’hybride des populations de Tavaux et de Saint-Dyé, nous nous

attendions a avoir un effet d’heterosis (i.e. vigueur hybride qui surpasse celle des parents Shull
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1948) notamment sur un critéere tel que la croissance. Nous obtenons plutét des valeurs
intermédiaires de croissance entre F.excelsior (Saint-Gobain) et F.angustifolia (La Mole). Pour
ce qui est de la hauteur finale des hybrides au bout de 6 mois de croissance, Tavaux présente
la plus grande hauteur avec pratiquement 800 mm (moyenne * erreur standard : 798 = 34 mm),
ce qui tend a rapprocher sa population de F.angustifolia (La Mole) (992 + 44 mm). Saint-Dyé est
de 'ordre des 700mm (691 + 37 mm) ce qui est plus proche de F.excelsior (Saint-Gobain : 569

+ 32 mm).

En ce qui concerne la croissance journaliere, la aussi F.angustifolia (La Mole) a les valeurs les
plus élevées, en termes de croissance en hauteur (11,82 + 2,79 mm jour™) et en diamétre
(croissance radiale 0,116 mm jour+ 0,004). Tavaux vient ensuite, avec des variables qui se
rapproche plus de F.angustifolia avec des valeurs de croissance en hauteur et radiales de 9,46
+ 2,17 mm jour™ et de 0,096 + 0,004 mm jour™ respectivement. Saint-Dyé & des valeurs de
croissance plus faible que Tavaux, mais néanmoins plus élevées que celles de F.excelsior
(Saint-Gobain : 8,38 + 1,97 mm jour™ contre 6,87 + 1,66 mm jour™). La croissance radiale de
Saint-Dyé est quasi identique en valeurs a celle de F.excelsior 0,080 + 0,004 contre 0,081 +

0,004 mm jour™.

Si on se focalise sur la croissance au stade jeune plant, on peut en conclure que les hybrides
ont probablement un pouvoir colonisateur supérieur (hors contrainte hydrique) a F.excelsior
(Saint-Gobain), mais néanmoins inférieur a F.angustifolia (Nidolerés et La Mole). Cependant, il
reste une inconnue en termes d’habitat écologique possible pour F.angustifolia (La Mole) et les
hybrides. F.angustifolia (La Mole) et la population hybride de Saint-Dyé se rencontrent dans des
habitats de type ripisylve ou la disponibilité en eau est fluctuante. Le site d’échantillonnage de la
population hybride de Tavaux est une forét domaniale qui est située loin de la Sabne (environ
4km) ce qui est cohérent avec une prédominance de caracteres excelsior dans le statut hybride.
Comme Tavaux est une région de provenance pour la plantation de frénes en Sabdne, on peut
s’interroger sur quel type de gestion forestiére serait le plus adéquat a terme (garder ou non les
hybrides).

En termes d’assimilation avant contrainte hydrique, on peut remarquer que le classement des
valeurs moyenne d’assimilation est le méme que celui de la croissance. A savoir les populations
de F.angustifolia (Nidoleres et La Mole) ont les valeurs les plus élevées (13,31 £ 0,5 umol CO,

m?s*13,82 + 0,2 ymol CO, m? s?), les hybrides sont intermédiaires (Tavaux 12,26 + 0,15
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pmol CO, m? s | Saint-Dyé 12,59 + 0,41 umol CO, m™? s™) et F.excelsior (Saint Gobain) a les
plus faibles valeurs d’assimilation (10,84 + 0,2 pmol CO, m? s™). Les valeurs de croissances
mesurées sont corrélées avec I'assimilation (test de corrélation de Spearman : 0,5477284, P-
value=0,0003073, n=39).

En terme de conductance stomatique nous obtenons le méme classement que pour
'assimilation avec de nouveau des valeurs de gs plus élevées pour F.angustifolia (La Mole :
0,27 + 0,02 mol H,O m™? s™), les hybrides de nouveau intermédiaires (Tavaux 0,18 + 0,02 mol
H,O m? s Saint-Dyé 0,21 + 0,02 mol H,O m™ s), et enfin F.excelsior avec les plus faibles

valeurs de conductance stomatique (Saint Gobain : 0,13 + 0,02 mol H,0 m™? s™).

Nous avons par ailleurs obtenu une bonne corrélation entre les valeurs d’assimilation et les
valeurs de conductance stomatique (R* = 0,6492 cf. Figure 3 de l'article ci-dessus) ce qui
indiquerait que les différences d’assimilation observées chez les différentes populations de
frénes reposent a la fois sur des différences physiologiques, de conductance stomatique (gs) et
de densité stomatique. Il est par ailleurs possible que la taille des stomates soit un facteur

supplémentaire qui explique ces différences d’assimilation (observation personnelle).

Malgré la faible intensité de la contrainte (- 0,9 MPa), celle-ci a été suffisante pour induire une
réduction significative des échanges gazeux. La contrainte hydrique a plus fortement impacté
les valeurs d’assimilation et de conductance stomatique de F.angustifolia. Par contre les valeurs
d’échanges gazeux diminuent peu chez F.excelsior (Saint Gobain). Les deux populations
hybrides semblent moins affectées que F.angustifolia (La Mole) mais ne se distinguent pas

entre elles.

Pour ce qui est de la récupération des valeurs d’échanges gazeux aprés une réhydratation de
trois jours, on constate que certaines populations réagissent mieux que d’autres. F.excelsior
(Saint Gobain) récupére rapidement ses valeurs d’échange gazeux (A et gs), mais celles-ci
n‘ont été que tres peu réduites au cours de la contrainte hydrique. La population de Tavaux
obtient de maniere surprenante des valeurs de gs plus élevées qu’avant I'application de la
contrainte hydrique et retrouve des valeurs d’assimilation presque égales a celles qu’il avait
avant I'application de la contrainte. Saint-Dyé tout comme F.angustifolia (La Mole) ne retrouve

pas les mémes valeurs (A et gs) qu’avant la contrainte.
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Il est & noter que cette contrainte hydrique légére affecte substantiellement les arbres de
F.angustifolia (La Mole) ainsi que ceux ayant un degré d’introgression qui les rapproche de
F.angustifolia (i.e. Saint-Dyé). Normalement les jeunes plants récupérent relativement
rapidement les valeurs d’échanges gazeux aprés une contrainte (e.g. 1-2 jour, Varone et al.,
2011). Ici le délai de trois jours n’a pas été suffisant pour lever entierement les limitations de
photosynthese qui ont été imposées lors de la contrainte hydrique chez Saint-Dyé et pour
F.angustifolia (La Mole). Ce qui montre une capacité de récuperations plus faible chez ces deux
dernieres populations. Un délai plus long aurait peut-étre permis la récupération compléte des

valeurs d’échanges gazeux pour ces deux populations.

Ces différences de comportement vis-a-vis d’'une contrainte hydrique Iégére devraient étre
testées sur des arbres plus agés, et si elles sont confirmées, devraient étre prises en compte
dans les perspectives des plantations futures.

55



Notice sur Particle 1: L’article qui suit est en cours de finalisation, certaines analyses n’étant
pas encore finalisées (transcriptomique, classification basée sur critere morphologiques et
géneétiques).Certaines figures (i.e. Figure X, 2 et 3) ne sont pas incluses dans ce manuscrit bien
qu’il en soit fait mention dans la partie matériel et méthode (DNA extraction and individual
genotyping et Statistical analysis) ainsi que dans la section Results.

Les nouvelles figures devraient étre intégrées dans la version future de la publication associée
a ce chapitre.
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Summary

Water deficit is one of the major strains limiting forest productivity and is occurring more
and more frequently and severely. In that context, trees are facing strong directional selective
pressures in a shorter time span than previously. Apart migration and interannual acclimation
linked to their lifespan, their response to climate change is largely dependent on existing
population variability. Species complex with large ecological distributions and probably locally
adapted populations, offer a valuable opportunity to examine genetic-based variability of
response to water constraints. The closely related European ashes (Oleaceae) Fraxinus excelsior,
a temperate species, and Fraxinus angustifolia, a mostly Mediterranean (riverside) species, were
studied. Recurrent hybridization has led to at least two stable hybrids zones in France under
Atlantic and continental conditions, potentially increasing the emergence of more suited
phenotypes adapted to climate change. Using genetic and ecophysiological approaches, we
characterized water deficit responses in six French ash populations, representing the parental
species and hybrid populations from the two known hybrid zones that were previously
morphologically and genetically identified. Genetic population analysis based on microsatellites
markers were used to assign precisely the level of hybridization. Measurements of plant growth,
leaf gas exchange (A, gs, WUEI), leaf structural characteristics (LMA, stomatal density) were
carried out on saplings under greenhouse conditions at three water status: watered, slight water
deficit (Wpq around -0.9 MPa) and after re-watering. Gene expression before and after water
deficit treatments (AFLP profiles based on cDNA with subsequent band sequencing) identified
different genetic responses to water deficit. Correlations between individual genetic assignment
and ecophysiological results suggested that although some hybrids exhibited intermediate A, gs
and WUEiI values, no advantageous characteristic could be attributed to hybrids compared to

parental species. Many saplings from each type of hybrid population were closer in their
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response to either parental species suggesting that physiological traits related to water deficit are

largely conditioned by the type of hybrid zone.

Introduction

Understanding and predicting the impact of climate change on forest ecosystems is one of
the greatest challenges for the sustainable management of forests (Boisvenue et al. 2006, Allen et
al. 2009). Global change is supposed to increase both the frequency and the intensity of extreme
climatic events (Rebetez et al. 2006, Bréda et al. 2006, IPCC 2007), threatening forest
ecosystems (Allen et al. 2009, Dombroski et al. 2012) because of the sessile nature of trees, their
long generation times and their sensitivity to pumping water to the top under water limited
conditions (Lanher, 2002, Petit et al. 2006). Recent evidence suggests rising global temperatures
are already amplifying drought-induced forest change ad affecting terrestrial net primary

productivity (Anderegg et al. 2012, Choat et al, 2012).

Tree species can cope with extreme environmental changes through three processes:
migration, acclimation (plasticity) and eventually, adaptation to new conditions in the long term
through evolutionary change (Aitken et al. 2007). However, in many cases, migration
capabilities of trees will be too slow to follow their optimal climatic area given the expected
velocity of climatic change (McLachlan et al. 2005, Allen et al. 2009) so that tree population
survival depends largely on the extant natural population variability, upon which new climates
will impose strong directional selection on them (Gutschick et al. 2003, Jump et al. 2005). In
particular, geographic variation in photosynthesis and water use efficiency, are key processes for
plants in general and trees in particular to face the predicted increasing temperatures and CO,

coupled with a decrease of water availability (Kirschbaum, 2004).
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A frequent invoked mean to cope with conditions expected with climate change for tree
species is phenotypic plasticity. However assessing the magnitude of plasticity in different
functional traits is very complex because it is very difficult to distinguish between the capacity to
exhibit a large range of phenotypes for a given genotype (phenotypic plasticity) and the capacity
to exhibit an inheritable optimal fitness under conditions for which the individuals were selected
for (Darwinian adaptation) (Dobzhansky et al. 1968). From an ecophysiological point of view,
organisms can adapt in response to environmental stimuli through metabolic or physiologic
adjustments within the cell, or tissues, resulting in the improved ability of that organism to cope
with its changing environment. Ecophysiological adaptation to water stress induced by climate
change will depend on many physiological factors, such as stomatal closure, growth reduction,
anaerobic metabolic pathways (Krasensky & Jonak, 2012), that remains largely unknown for
many species (Linhart et al. 1999, Lexer et al. 2005). Thus, it could be interesting to focus
research efforts on both ecophysiological and genetic aspects by choosing tree species that
present broad ecological preferences for which gene expression variation is possibly linked to
differences in physiologic adjustment capabilities under field and controlled conditions

(O’Connor et al. 2012).

Ash trees (Fraxinus spp., Oleaceae) in Europe grow from the Mediterranean region to high
latitude temperate zones. Common ash (Fraxinus excelsior, L.) is widespread over Europe
(Rameau et al. 1989, Stohr & Ldsch 2000, Dobrowska et al. 2011) showing an exceptional
ecological versatility as it can grow from riversides to dry hill slopes (Rameau et al. 1989,
Marigo et al. 2000, Jaeger et al. 2009). Narrow-leaved ash (Fraxinus angustifolia, Vahl) is
closely related to common ash and is mainly distributed near the Mediterranean basin along an
east-west gradient (Huertz et al. 2004, Fernandez-Manjarrés J., 2012). In addition, these two ash

species form a complex at the European scale with overlapping distributions (Gerard et al. 2012).
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Moreover, hybridization events have been suggested, (Rameau et al. 1989), assessed in the field
(Gérard et al. 2006) and in controlled crosses experiments (Raquin et al. 2002, Morand-Prieur et
al. 2003) with recurrent introgression events (Gérard et al. 2006, Fernandez-Manjarrés et al.
2006) occurring among those two closely related ashes. In France, the extent of hybridization
between the two species has been analysed using anonymous nuclear microsatellites and
morphological characteristics and results suggest that the pattern of hybridization differ between
the Loire and the Sabne Valley (Fernandez-Manjarrés et al. 2006). The wild climatic conditions
in the Loire valley appear to promote morphological and molecular introgression of Fraxinus
angustifolia into F. excelsior whereas the more continental climate of the Sadne valley appears

to allow introgression of Fraxinus excelsior into F. angustifolia.

Only few studies have been carried out on ashes, and little focused mainly on drought
resistance of common ash (Besnard et al. 1990, Carlier et al. 1992, Marigo & Peltier 1996, Stohr
& Losch 2000). Thus, Fraxinus spp. European complex as a whole can be a suitable biological

model for studying the adaption of trees in a changing climate context.

In the present study, we investigated the drought response of ash populations from a
physiological and genetic perspective. In particular, we asked the following questions: i) what is
the base (normal conditions) of water use efficiency at the sapling stage of F. excelsior, F.
angustifolia and hybrids from two different hybrid zones (Loire and Sabne valley) ? ii) Do
hybrid populations show less sensitivity to water stress compared to parental populations and is
this sensitivity correlated to the degree of introgression of each individual ? iii) Does post-stress
recuperation is faster for hybrid saplings compared to parental species ? Finally, does gene
expression differs between the parental species and hybrid populations when saplings are subject

to water stress ?
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We sampled populations from different geographical French locations with individuals
from populations previously characterised morphologically and genetically to belong from the
two species (F. excelsior and F. angustifolia) or hybrids. Using both a population genetic
approach, and structural characters, we determined the species status of individuals and the
degree of introgression of hybrid populations. We then monitored the response of these
populations to an induced water-constraint on saplings in semi-controlled conditions
(greenhouse), measuring ecophysiological parameters such as photosynthesis, stomatal
conductance, growth rate, and leaf mass area. We jointly conducted a differential genetic
expression (using mMRNA extracts) experiment to detect genes implied in water deficit response,
and investigate the genetic determinism of this ecophysiological response. For this purpose (i.e.
variation in gene expression between individuals and populations in non-model organisms), we
chose cDNA-AFLP (Amplified fragment length polymorphism) methodology which was
suitable for the aim of this study in our Fraxinus species complex (Wolkmuth et al. 2003, Knight
et al. 2006, Korpelainen et al. 2010). We finally discussed the possible role of hybrid
populations with respect to any advantage regarding responses to water deficit from a

conservation perspective under climate change.

Materials and methods

Plant material

Six French Fraxinus spp. populations were sampled from different French geographical
locations including four parental and two hybrid populations (see Table 1). Parental species
populations include a plain (Fel) and a mountain (Fe2) F. excelsior and two plain F.
angustiofolia (Fal and Fa2) populations. The two ash hybrid populations were sampled in plain

area, one in the Saone valley (Hy1) and the other along the Loire river (Hy2). Each studied plant

62



117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

came from seeds collected on trees located along a transect gradient at least 30m apart to avoid
inbreeding. About 30 healthy seeds per population were in vitro germinated at the end of
January 2010 during two days, following Raquin et al. 2002. These two days old seedlings were
grown during two (F. angustifolia and related hybrids) or three (F. excelsior and related hybrids)
weeks, on MS culture medium (Murashigue & Skoog 1962) and under 16 h day ™ photperiod,
25umol m?s* PPFD (Photosynthetic Photon Flux Density) and 26°C night and day. Seedlings
were then transferred in PVC pots (around 0.5L) pots filled with a homogenized
peat/sand/perlite mixture substrate (2/1/1 v/v, PSP substrate hereafter), supplemented with
Osmocote® fertilizer (200 g per 40 L of mixture) and grown during two months under semi-
controlled conditions : 18°C night and 20-22°C day, 12 h day™ photoperiod (adjusted in the
greenhouse by additional lightening using Mercury vapor lamps), 800 pumol photons m? s*
PPFD during the sunny days, 50-80% relative humidity (RH) depending on lightening. In order
to ensure plants viability, they were grown under 4 days acclimatization to RH conditions during
the greenhouse transfer. At the end of April, saplings were transferred in 2L pots filled with the

same fresh weight (900g) of PSP substrate.
Experimental design and water treatments

Water treatments were performed on 5 month-old plants (at the end of June 2010).
Twenty saplings per population were randomly chosen (n=120 saplings in total). Ten plants per
population were used for control (C, continuously watered plants, n=60 in total) and water
treatments (n= 60). In order to avoid greenhouse effect, a semi-randomized block experimental
design was used: three water status groups of saplings were grown on 2 tables where parental
and hybrid populations were mixed inside each condition. No seasonal effect was observed (on

leaf gas exchange) in the greenhouse using continually watered plants. Three water statuses were
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determined for the 60 plants used for water treatment: before water deficit (BD), at the maximum
of water deficit (WD) and after rehydration (R). WD status was obtained by stopping watering
till a loss of 73% of water weight relatively to water saturation. R status was obtained by full

watering during 3 days after deficit.

The experiment began on June 24™ 2010 (day of year=doy=175 ) For each water status, predawn
water potential, leaf gas exchange were measured, and mature leaflets were harvested and kept at
-80°C until genotyping and cDNA-AFLP analysis. Leaflets used for gas exchange at maximum
water deficit were used for determination of leaf structural characteristics (stomatal density,

LMA (leaf mass per area), nitrogen content and §'3C).
Plant growth and water status

Growth measurements (total height, internode number, basal diameter) were carried out
each week from April 28th (Doy, 118) to June 30th (doy 181). Total height was measured using
cotyledon scars as reference point. Basal diameter was measured at the reference point and node
number was counted once a week. The mean height and radial growth rates (mm.day™) were

estimated over 63 days.

At the end of the experiment, control plants were used to estimate the root/shoot ratio and the
total plant leaf number. Plant water status was characterized by the predawn leaf water potential
(Wpa) measured on leaf before sunrise using a Scholander pressure chamber (type PMS 600
PMS® Instruments Co. Albany Oregon USA, Scholander et al. 1965). For each population and

each water status, three randomly chosen plants were used

Leaf gas exchange measurements
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Maximal assimilation (Amax, pmol CO, m? s') and maximal stomatal conductance
(gsmax, mol H,0 m™ s™) were measured using a Licor® 6400 (LI-COR Bioscience®, Lincoln,
Nebraska USA) with a 6400-02B LED Light Source chamber. The measurements were done on
terminal leaflets for 5 plants out of 10 from each population under 380 umol mol™ CO,, at 20°C,
60% RH (relative humidity) and 1000 pmol photons m™ s PPFD (saturating light). Each plant

value is the average over five individual measurements under stabilized chamber conditions.

The WUEI (intrinsic Water Use Efficiency) was calculated as the instantaneous CO; assimilation
(A) and stomatal conductance (gs) ratio (WUEi =A/gs) (Osmond et al 1980) and estimated by

carbon isotope composition (5°C) values (see below).
Carbon isotopic composition and leaf structural characteristics

Terminal leaflets used for leaf gas exchange measurements were harvested before
rehydration step, oven dried and reduced into powder as described above for stomatal density,

LMA (leaf masss per area), nitrogen content and §*3C analysis.

Stomatal density was estimated for all plants following a modified procedure from Thomasset et
al, (2011). Stomata numbers were then counted for each leaf on 5 square area (0.613 mm?2 each),
and the mean value obtained was used to compute each plant stomatal density. Each leaflet area
was measured using an area-meter (Delta-T Devices® Cambridge UK) and the dried biomass
was obtained by oven drying (48h at 60°C) to determine LMA. The biomass was reduced into
powder with a MM300 mixer mill (Retsh® Haan, Germany) and used for nitrogen content and
total organic matter &*3C. Carbon isotopic discrimination (A™C= [6"3C.i/8"3Cieaf]-1) was
calculated as described by Farquhar et al. (1982b). 5°C, was measured 3 times during the
experiment (On 16™ and 30™ of June, and 18" of July with two glass air balloons each time).

8"3C on leaf and air were measured using a mass spectrometer (VG Optima®, Fison,
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Villeurbane, France) combined to an elementary analyser (Flash EA, Thermo Scientifique®,

Courtaboeuf, France).

DNA extraction and individual genotyping

Total DNA was extracted from leaflets kept at -80°C using the NucleoSpin® Extract Il
kit following manufacturer’s instructions (Macherey-Nagel®, Germany). Sixteen SSR (single
sequence repeat) markers (Brachet et al. 1999, Lefort et al.1999, Aggarwal et al. 2010, Gérard et
al. 2012), were used in a genotyping experiment on total DNA (INRA, UMR 1095 GDEC

Clermont-Ferrand, France) of sixteen plants per population.

cDNA-AFLP Analysis

Total RNA was prepared from one leaflet per plant with TRIzol® reagent following

manufacturers’ guidelines. cDNA synthesis was performed following a modified Vuylsteke et al.

(2007) protocol.

5ug (pool of 1 pg of 5 individuals from each population) of total RNA were incubated for 2 h at
42°C in 50 pul of first strand cDNA synthesis (1.7uM biotinylated oligo-dT primer 500uM dNTP,
10mM dithiothreotol (DTT) and 240U SuperScript™ II RT) . 32 pl of second strand synthesis
mix (187.5uM dNTP, 375uM DTT, 0.1 U of E. coli DNA ligase, 0.01 U Ribonuclease H and 0.3
U DNA polymerase 1) were added to the reaction mixture and incubated for 1 h at 12°C followed

by 1 h at 22°C Vuylsteke et al. (2007).

AFLP analysis was performed by EUROFINS® Scientific using a Vos et al. (1995) and
(Vuylsteke et al. 2007) modified protocols. Double-stranded cDNA was digested by EcoRI
restriction enzyme and 3’ termini were recovered by biotin binding on streptavidin-coated beads

(Dynabeads®). After the second digestion with Msel restriction enzyme, released restriction
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fragments from the beads were ligated with EcoRl and Msel adapters. Selective pre-
amplification and amplifications were carried out using Eco+A/Mse+C primers (pre-
amplification), and E13/Mse+C, E41/Mse+C, E13/M15 (amplifications) primers. All reagents
were purchased from Life technologies® except restriction enzymes which were from Thermo

Scientific® Life technologies.
Statistical analysis

Individual variations of A, gs and WUEi obtained during the leaf gas exchange
measurements (five plants x six populations x 3 water treatments) were analyzed according to
the populations they belong to and the water status through a linear model. To ensure
homoscedasticity and normality of the residuals, a Box-Cox power transformation (Box & Cox,
1964) was applied to the datasets (A, gs, WUEI) as indicated by the Y formula (see below). The
A value was computed for each dataset using a maximum likelihood approach (See
supplementary material S2). A linear model was designed to analyze the subsequent transformed
dataset. It considered both main and the interaction effects as indicated by Yij formula which
corresponds to the transformed response variable of the k™ individual of the i™ population under
the j™ hydric status. o is the population effect, p the water treatment effect, (o x ) the interaction
and & the residual error term. Since individuals were randomly chosen for each measurement we
cannot consider an individual effect. Multiple means comparisons among effect levels were

made using Tukey HSD (honestly significant difference).

Yije = ai + Bj + (@ X B)ij + Siji

y@® = {(YA —D/2 (if 1#0)
log(Y) (if 1=0)
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Morphological measures, growth rates and leaf characteristic differences among
populations were analyzed using one way ANOVAs test coupled with Tukey HSD tests for
levels comparisons when residuals normality and homoscedasticity assumptions were fulfilled.
Otherwise, Kruskall-Wallis ranking tests were computed using a Bonferroni correction for

multiple tests.

We computed non-supervised classification analyses for which we imposed 2 clusters
(one for each species, F. excelsior and F. angustifolia). We computed these analyses on the base
of three datasets: i) morphological and growth measures (Height, diameter, number of
internodes, LMA, stomatal density, leaflet area and weight, growth rates in height and diameter),
i) genetic markers (SSRs) and iii) the combination of the two previous datasets. We used the 96
individuals of which we extracted the genotypes. The computations were conducted using the
DAPC method (Jombart et al., 2010), which consists in the succession of a principal component
analysis (PCA) followed by a discriminant analysis (DA) on the projections in the most relevant
PCA axis. Prior assignation was computed using a k-means method on the most relevant PCA

axis.

All computations were conducted using R 2.14.1 software (R Development Core Team.
2012, Vienna, Austria) and both ADE4 (Dray & Dufour, 2007) and ADEGenet (Jombart, 2008)

packages for classification.

Results

Plant growth, and structural characteristics

At the end of the experiment (i.e. after Rehydratation step), the population Fel exhibited

the smallest individuals with significantly lower heights and internodes numbers and less leaves
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than all other populations (Table 2). Even if not significantly different from all other populations,
Fal tended to display the larger individuals with maximum values for all morphological
measurements of aerial organs. There were significant differences between Fa and Fe
populations for the basal diameters, the number of internodes, the number of leaves, (their
LMAs, the number of leaflets and their surfaces as well as the stomatal density) (Table 2). Thus
on the basis of morphological characteristics, the global trend tended toward bigger individuals
in F. angustifolia and smaller for F. excelsior, with, on the one hand, Fal and Fa2 populations
and, on the other hand, Fel and Fe2 populations being closer between them than to other
populations. Hybrid populations were in between, being alternatively closer to Fad or Fe
populations with intermediate values (Table 2). However the F.excelsior populations exhibited a
larger root system than F. angustifolia populations with smaller root: shoot ratios for these latter
ones. In terms of growth, whereas height growth rates were very contrasted between F.
angustifolia and F. excelsior, with lower values for Fel and Fe2 than for Fal and Fa2
populations (only significantly different for Fel), the differences between the 2 groups in terms
of radial growth rates were weaker. However the rank of populations was the same with Fal
populations growing the faster and Fel population growing the slower (Table 1). Finally, we did
not observe any significant differences in terms of leaf nitrogen content and A13C for all
populations. All Fa populations are distinguished from all others by a higher LMA. The stomatal
density showed an important gradient among populations (with significant differences) Fel has

got the lowest values whereas Fa 1 has got the highest (3.2 times fold than Fel).

The classification of individuals based on morphological and growth characteristics into 2
clusters led to assignation of Fel and Fe2 populations to the Fraxinus excelsior group and Faz2,
Fal and Hy2 populations to the Fraxinus angustifolia group. Hyl population exhibited a more

contrasted assignation with individuals mainly belonging to the F.excelsior group and others to
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the F.angustifolia group (Figure X). This was congruent with the DAPC classification based
upon genetic markers only except that in this latter case Hyl population was unambiguously
assigned to the F. angustifolia cluster (Figure X2). Finally when combining genetic and
morphological measurements, it resulted in a more nuanced classification than with genetic data
only but more sharped than with morphological data only (Figure X3). This combined approach
was more close to the prior classification of the populations according to the field observations

and was less dependent on the genetic markers that were chosen for the analysis.
Predawn water potential and leaf gas exchange.

We observed no difference on leaf gas exchange (A, gs and WUEI) over time on control
plants indicating no seasonal variations of the measures (not shown). Before the water deficit
treatment (BD), using the same dataset as for the classification (n=42), we observed a significant
and positive correlation between A and gs (11.02; p=5.8%%). This relationship was constant over
populations. However we did not observe any significant correlation between A and the stomatal
density, all the variations of A being explained by the populations plants belong to. During the
water deficit experiment (n = 90), water treatments had a significant effect on gs (F = 49.98 ; df
=2:p<10%,A(F=49.41;df=2;p< 10" and WUEi (F=50.87 ; df =2 ; p<10™). We
observed a significant differentiation in gs, A and WUEI between treatments BD and WD for
each population except for Fel population (Figure 2, supplementary material). Contrarily we
observed a total recovery between BD and R with no significant differentiation in A and WUEI
for all populations, and all populations except Fal for gs. The Fel population was the only one to
differ significantly in all components of gas exchange between WD and R whereas Hy2
exhibited a significant differentiation only for A. The gs level differed significantly only between

the following populations pairs Fal vs Fel, Fal vs Fe2, Fa2 vs Fel under the BD treatment. For
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A, Falvs Fel, Fa2 vs Fel, Fel vs Hyl and Fel vs Hy2 differed significantly under the BD
treatment. Finally, only Fa2 and Fel populations differed significantly for WUE under the WD

treatment.

Genetic markers

Leaf transcriptome profiles of ash population under study were compared in order to
detect transcriptional changes in response to water stress conditions. Leaves were harvested from
five individuals for each population submitted to three watering conditions: control (before
deficit treatment), maximum deficit water treated and rehydrated plants. RNA was extracted and
used for cDNA synthesis. Transcriptome profiles were generated by a cONA-AFLP protocol as
described in Material and Methods followed by a fluorescence-based automated capillary
electrophoresis. Electrophoregrams comparison of selective amplification performed with three
primer combinations by fluorescence presence, absence or intensity variation, and showed
distinct expression patterns between populations and between treatments. AFLP fragments with
sizes lower than 50 bp and those showing fluorescence under threshold were not retained.
Results analyse revealed 120 polymorphic markers with sizes ranged between 50 and 450 bp

(not shown).

Investigations focused on thirty of them showing differential expression both among trees
and across water treatment levels. These AFLP markers were excised from polyacrylamide gels

and ten were successfully reamplified and sequenced (supplementary material S1).

Comparison by basic local alignment search tool (BLAST) program (Altschul et al.,
1990), with GenBank database deposited sequences revealed sequence similarity for six of them.
Results showed genes involved in some major biological pathways as photosynthesis or protein

translation and in responses to stress. Four sequences were similar to Rubisco carboxylase small
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chain 1B, 60S ribosomal protein L34-1, Ferredoxin--NADP+ reductase and

Metallocarboxypeptidase inhibitor (Table 3).

Discussion

Genetic assignments of populations and ecophysiological characterization of ash

populations

Genetic analysis revealed a continuum towards our Fraxinus populations sampled across
France for this study. F.excelsior populations exhibited a clear genetic assignment. Firstly, we
could see F. excelsior populations (Fel and Fe2) genetically quite well assigned (Figure 1) and
exhibiting a whole bunch of ecophysiological characteristics in accordance with genetic
assignment with low values of height, growth rate, and leaf gas exchange without implied water
deficit (A, gs, WUEi, Figure 2). Secondly, hybrid populations are, as expected, a heterogeneous
genetic mix between the Mediterranean and Northern populations sampled here, nevertheless
Hy2 population showed clear assignment to F.angustifolia population (Figure 1). This latter is
consistent with previous morphological observations and genetic studies in the field (Gérard et
al. 2006, Thomasset et al. 2011) except for Hy2 whose exhibit a well establish intermediate
morphology and viewed as a “typical intermediate” hybrid between F.excelsior and
F.angustifolia (pers. obs.). Despite this last concern, ecophysiological data are in accordance
with genetic classification, where they found to be intermediates between F.excelsior and
F.angustifolia populations. Where Hyl population was close to Fe2 in all ecophysiological
measurements, except for leaf number where Hy2 is much closer to F.angustifolia populations
on a genetic basis (Figure 1). However, for this last population, it was not strictly consistent with
all ecophysiological data without water deficit treatment. For some measurements this

population was closer to strictly, F.excelsior populations like A, basal diameter and leaf number.
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On the other hand, some ecophysiological measurements tend to be closer to F.angustifolia (gs,
root-shoot ratio and growth rate). It remained unclear at that time what caused this dichotomous
between these ecophysiological measurements, despite the genetic results suggesting a closer
F.angustifolia “assignment” for this population. A hypothesis that could explain this pattern is
recent events of hybridization (introgression) for this population, as hybrids can display a mosaic
of morphology from their parental species in the first’s generations. (Rieseberg and Ellstrand
1993) However, it seemed not to be the case because the Loire region is where oldest

hybridizations events in France occurred (Fernandez-Manjarrés et al. 2006).

To conclude when looking on how F.angustifolia populations (Fal and Fa2) behave on both
ecophysiological measurement and genetic clustering, they showed good genetic assignment
among individuals (Figure 2). This clear genetic clustering among our Fraxinus angustifolia
populations reflected also on ecophysiological measurements with close values on most of
measurements done between these two populations (Table 2). Small differences in values were
noticed in A, leaflet surface, stomatal density and gs. Major differences in values were found in
height and growth rate. To help species classification and hybrid discrimination, our results
showed that LMA did not serve, as a good ecophysiological criterion for our Fraxinus
populations as only two F.angustifolia populations were significally different from F.excelsior
for this trait. Furthermore, LMA was not correlated with genetic data suggesting this trait is not
an useful discriminant tool in this species complex and furthermore did not ground on a genetic
basis in Fraxinus populations tested here. This later result is contrary of what have been
expected regarding the strong differences measured on leaflet area. To conclude, we found
surprisingly low LMA values compared to literature (Barthod et al. 2004). However, these
authors have done their measurements on both combined leaves and leaflets (with means values

ranging from 40 to 70 g m?) on undetermined aged F. excelsior trees, and leaving us with an
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increasing difficulty to conclude if our lowest values (around 35 g m2 in mean) are representative

in this species complex.

Ecophysiological response of ash population at seedling stage facing in water

constrained and after rehydratation

Although water deficit applied here is not very strong (see Wpq Values), it has triggered a
shift in both assimilation and stomatal conductance that was not totally relieved for all Fraxinus
populations when we rewatered the plants for 3 days. When firstly focusing on F.excelsior
populations’ behavior in our experimental setup, different strategies were observed among
populations facing water deficit. F. excelsior populations tend to reach similar values at before
water deficit period and while rehydrated in both A and gs and exhibit thus a more isohydric
behavior. However, we have not measured leaf midday water potential to asses this finding, as it
is used to define isohydric and anisohydric behavior (Jones et al. 2007). However this water
behavior classification is ecologically sounded as F.excelsior exhibit slow growth in early stages
and is found on a very large type of habitats, thus exhibiting a broad response between ecotypes
to an induced water constraint (i.e. waterlogging, Jaeger et al. 2009). To our knowledge, little is
known based on literature on ashes water deficit responses. Measurements were mostly carried
out on adult F.excelsior trees only, and in the field on previous studies (Besnard et al. 1990,
Carlier et al. 1992, Marigo and Peltier 1996, Stohr & Lésch 2000) and revealed a strong
resistance as Wpq values could reach -4.0 MPa. Furthermore, mannitol accumulation in xylem is
used by F.excelsior trees as a mean to counteract detrimental effects of drought stress. However
there are some ecological pieces of evidence that F.excelsior trees are plastic facing water deficit
constraint (Rameau et al. 1989, Marigo et al. 2000, Jaeger et al. 2009). Contrary to Jaeger et al.

2009, we find a relative homogeneous ecophysiological response between both F.excelsior
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populations that comprised both plain and mountainous populations used here. Although, it is too
straightforward concluding that point, as we do not share the same geographical origin of our
F.excelsior saplings. Secondly, when looking closer at hybrid population’s behavior facing water
deficit they displayed a dichotomous pattern that are in respect with their closest genetic parental
species. Hy1 which is close to F.excelsior populations tend to react to a water deficit in a same
way. While Hy2 populations tend to react much more like F.angustifolia populations. Finally,
for F.angustifolia populations, they did not reach a similar level in A and gs and seemed to need
a longer time to recover fully after an imposed water deficit period, this trend are pretty close to
anisohydric behavioral plants (Jones, 2007) as they could trivially viewed as “risk-taking plants”
(Sade et al. 2012). However, this anisohydric behavior could be worthwhile under mild-water
deficit scenarios and is pretty matched to the ecology of F.angustifolia (it is classified as an
“ecological niche opportunist” (Fernandez-Manjarrés pers.com.). However it could be a risky
strategy in a sense that it could turn up to be unadvantageous under hard water deficit scenarios
that are forecasted for the next decades (IPCC, 2007). Furthermore F.angustifolia modeled
distribution area limits in Europe seemed to be strongly restricted by the number of frost days in
January and summer precipitations (Gérard et al. 2012, and Fernandez-Manjarrés pers. com.).
Thus we can basically classified F.excelsior populations ’behaviour as isohydric and
F.angustifolia populations’ as anisohydric, however hybrid behavior was not intermediate
between parental one but close to their genetic relative. (i.e. isohydric for Hyl and anisohydric
for Hy2). When focusing on WUEI as an integrator of gas exchange response, F.excelsior
populations are efficient when water is fully available (around 80 in mean) but failed to rise up
their WUEI mean values at the F.angustifolia populations’ level for maximum water deficit
period (around 135 in mean against 100 for F.excelsior populations, Figure 2D). F.angustifolia
populations seemed more “plastic” to the water deficit applied here. These populations showed

75



412

413

414

415

416

417

418

419

420

421

422

423

424

425

426

427

428

429

430

431

432

433

434

relatively low values of WUEI (around 50 in mean) when water is available, but were able to
restrict their gs without a dramatic decrease in assimilation when a water deficit occurred. This
trend were reversed when we rehydrated all plants for 3 days as F. angustifolia populations tend
not to be as efficient as F.excelsior in respect of water use. This latter WUEi pattern is
ecologically coherent with F.angustifolia habitats, as it is found on riparian areas in south east
France, where water availability is very fluctuant both in time and space. However, all of our
ecophysiological measurements were carried out at sapling stage, and the adaptive ecological
strategies that Fraxinus trees exhibit here will here remaining to be observed on much aged trees.
Finally, these characteristics could be very different on adult trees depending on ecological
history organism have encountered during they developmental phase, as it has been shown for

Populus clones by Raj et al. (2011).

Genetic link with ecophysiological variables

A correlation between ecophysiological data was found for this study when comparing
the prior probability to be classified as an F.angustifolia individual. However the sub dataset
where the individual link between ecophysiological measurements and genetic clustering could
matched, was too small to have a strong general picture on this feature, as only 36 individuals
were parried for these correlations (based on rank). Graphics of ecophysiological traits tested are
provided in supplementary material (supplementary material S1). Despite this last issue, this
result confirmed and strengthened the fact that much ecophysiological and morphological
characterization among ashes species complex shares a genetic basis. This result is
morphologically in accordance with previous studies (Gérard et al. 2006 and Fernandez-
Manjarrés et al. 2006). It has been found for controlled hybrids from another study (Thomasset et

al., 2011), with heritability of traits (leaflet area, leaflet number, leaflet mass, number of teeth per
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leaflet) depending on which mother were used (i.e. F.excelsior or F.angustifolia) to obtain F1
hybrid (asymmetric inheritance). However, it is first step, as few comparative studies on both
ecophysiological processes and gene expression were conducted to explore tree capability of
adaptation to abiotic constraints in species complexes (Bogeat- Triboulot et al. 2006, Cooke et al.
2007) and it is a rarest item that a good link between them was found. As an example, cavitation
resistance among European beech (Fagus sylvatica L.) populations has a non-genetic

determinism (Wortemann et al. 2011).

Differential expression of cDNA-AFLP markers.

Firstly, not much variation has been found among markers when we analyzed them to
choose interesting ones. Several genes were unraveled, but six out of ten have been already
discovered by another team on F.excelsior cDNA cloned using bud tissues (Leger et al. 2010,
unpublished results) as we find a very good sequence homology (> 95%), for six out of ten
markers sequenced (Table 2). Due to restriction in sequence length (200 bp) five sequences have
not been registered in Genbank® and thus could not have accession numbers (Table 2). We give

all eleven cDNA sequences revealed here in Supplementary material S1.

No genes directly involved in drought stress response were revealed, but one involved in
oxidative response, at the cellular level, were found (Ferrodoxin NADP+ reductase). No records
have been found through NCBI database for these sequences on genes already recorded in tree
model organisms (e.g. Populus). However we found, matching with Arabidopsis thaliana
records. A strong sequence homology with Rubisco small chain 1B in A. thaliana was found.
This marker is not expressed in F.angustifolia population, however finding a biological
explanation for this feature is somewhat contradictory, because an increase in sub-unit Rubisco

concentration could be a oxidative stress response due to Rubisco fragmentation (Luo et al.
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2002, Hajheidari et al. 2005). On the other hand, in rice, Rubisco can serve as a nitrogen store,
especially during periods when less protein is needed for photosynthetic CO, assimilation
(Horton & Ruban 2005). However we could, in light of our results, reject this latter type of
storage because we haven’t found any nitrogen content difference in our ashes population (i.e.
difference in F.angustifolia from other populations). A FNR-like (Ferredoxin-NADP*
Reductase) gene sequence was found in A. thaliana. FNR are ubiquitous flavoenzymes that
deliver NADPH or low potential one-electron donors (ferredoxin, flavodoxin) to redox-based
metabolisms (Carrillo & Ceccarelli, 2003). Thus, are critical in protection against an oxidative
stress response. Its expression pattern is constant in our ashes regarding water deficit except for
Hy2 in water deficit period. A major biological protein (60S ribosomal protein) involved in RNA
and DNA biding was found (Table 2). Furthermore, these sequences should be cross validated
with real time qPCR analysis for individuals in a future work. Meanwhile, these sequenced
markers could turn up to be very helpful in discriminating processes of hybridization in Fraxinus
sp. complex in the field, completing existing markers developed in our team, and lead to more
precise hybrid discrimination. As the number of markers required for discriminating hybrids in
natura tend to rise exponentially with introgression events, especially after several generations of

backcrossing (Rhymer & Simberloff 1996) and could be as up to 70.

Around twenty markers among the 145 were hardly found to fit both criteria (differential
expression among populations and water deficit treatments) for all Fraxinus populations. This
suggests ourselves, that cDNA-AFLP methodology proven not to be as efficient in our non-
model organism we were expected it will regarding Breyne 2003, Vuysteke 2007 and
Korpelainen & Kostamo, 2010. An improved and suitable methodology (Shotgun, 454
pyrosequencing, high-throughput methods...) should be implemented for futures studies to

unveil gene of drought tolerance/resistance in Fraxinus sp. complex.
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Hybrid potentialities

Hybrids are common in many plant species (Rieserberg et al. 2003) and could promote
new genotypes that are more locally adapted than parental species (Mallet et al. 2007) and seen
often as “natural laboratories” in an evolutionary perspective (Hewitt 1988) opening an
alternative pathway to faster evolution process (Mallet et al. 2007). Furthermore, they could have
phenotypes outside the range of parental species due to complementary allelic effect (Lexer et al.
2004). It is firmly the case for ashes, as pointed out by Gérard et al. 2006a, which worked on two
ash hybrid zones located in France across the Loire basin where Hy2 population seeds were
collected. In this study, across the Loire basin, hybrids produced more flower and fruits the two
years of observations. Thus, hybrids trees could have a significant ecological and evolutionary
strategic advantage in the field that are in accordance with our results, which they exhibited
intermediate morphology and values on most of ecophysiological measurements. However,
hybrids populations tested, showed contrasting behaviour when we applied a slight water deficit
at sapling stage, Hy1 tend to react like an F.excelsior population while Hy2 tend to display an
F.angustifolia behaviour. Thus, hybrids did not exhibit a “heterosis” response when implement a
water constraint. Furthermore, we do not observe an “intermediate response” to water deficit.
This latter result is unexpected for them, regarding their observed advantages in field conditions
(Gérard et al. 2006b). However, they have displayed a variability of ecophysiological response
that could turn up to be an interesting feature for potential use in forestry programs, because an
often-highlighted risk mitigation strategy is the optimization of processes against maximization.
This variety of ecophysiological response could be explained by the fact that we do not have
knowledge on introgression levels in our sampled trees, except with the insights of the
genotyping analysis process. In accordance, we did not have any information on hybrids

generations (e.g. F1). These are major concerns of our finding on hybrids, and restrict the
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predictability of our results in field conditions. On the other hand, we used “natural” hybrids
populations and sampling was done in a way (i.e. maximizing the genetic diversity) that it gives
us an broad view of genetics and ecophysiological characteristics of each hybrid population
behaviour used here, which can be use directly by forest managers without further efforts (e.g.

controlled crosses to obtain hybrids).

Hybrids response on that study

Hybrid have also a major advantage in our case, is that they do not exhibit seed dormancy
which is a common feature of F.excelsior seeds (can last up for six years, Gérard et al. 2006b),
except for Hyl who is close in both behaviour and global morphology to common ash (Raquin
C., pers. com.). Their relative rapid growth (but inferior than “pure” F.angustifolia trees) gives
us an ecological advantage at the sapling stage, which can outcompete “pure” F.excelsior
saplings and represent promising perspectives for forest plantation programs using hybrid ashes.
They can represent a potential stock of adaptive response, as they do not present extreme
behaviour facing water deficit as parental species exhibit. Choosing one hybrids population from
another one between the two tested here is a matter of risk/cost strategies and should be
evaluated cautiously, in an ecological framework. A precedent exist in ashes where seeds of Hyl
population where misleading classified as true F.excelsior trees by foresters, and transplanted in
Ireland. In this newly environment, they exhibit a much-curved stem that turns out unsuitable for
noble wood usages, thus assisted migration programs that are building nowadays, should be done
with cautiousness. Thus, despite clears hybrid ashes advantages, displayed in this study (no seed
dormancy, fast growth) we argue that small transplantation experiments should be done, before

planning whole plots reforestation with ashes hybrids trees.
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677  Table 1. Stand characteristics of the studied Fraxinus populations. The indicated abbreviations will be used in the

678  text to refer to the populations. (GPS coordinates, altitude is in m.asl).
Abbreviation Fel Fe2 Hyl Hy?2 Fal Fa2
Locality name La Preste Saint-Gobain  Tavaux Saint Dyé Nidolerés La Mole
Geographical 42.24°N 2.28°E  49.36°N 47.05°N 47.69°N 42.32°N 2.51°E 43.23°N
position 3.23°E 5.38°E 1.56°E 6.54°E
Altitude (m) 1100 80 190 50 70 30
Climate Mountainous Temperate Temperate Temperate Mediterranean Mediterranean
Status in the Fraxinus Fraxinus hybrids hybrids Fraxinus Fraxinus
species complex  excelsior excelsior

angustifolia angustifolia
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698  Table 2. Mean plant and leaf (structural) characteristics for each Fraxinus population. Different superscript letters
699 indicate significant differences (ANOVA, Pairwise Wilcoxon Rank Sum Test with Bonferroni correction for P-
700  values, P-value< 0.05) among populations. Values are means +/- SE n=20 except for Root: Shoot ratio nitrogen
701 content, number of leaflet per leaf (n=10) and A™*C (n=5). LMA is leaflet mass area.

Population Fel Fe2 Hyl Hy?2 Fal Fa2
Parameter
Plant morphological characteristics at the end of the experiment
Height (mm) 480°+30 569°+32 798434 691™+37 992°+44 853"+47
Basal diameter 7.15* +0.33 7.62°+0.27 8.7°+0.24 7.39%40.29 10.19°+0.32 8.59"+0.34
(mm)
Internodes number  7.3%+0.4 10.5°+0.5 13.4°+0.6 15.4°+0.6 19.1°+0.4 18.6+0.5
Number of leaves 13.9%#1.4 24°+2 29.4"+2 5 31.4+2.8 44.3°+1.5 40.1°+4.7
Root : Shoot 1.03°+0.12 0.84%+0.07 0.78%+0.08 0.59%+0.06 0.58%+0.03 0.56°+0.18
Ratio
Plant growth rates during the experiment
Height growth rate  5.39°+1.3 6.87°+1.66 9.46™+2.17 8.38%+1.97 11.82°42.79  10.16™+2.27
(mm day™)
Radial growth rate  0.076°+0.003  0.081°#0.004  0.096®+0.004  0.080°+0.004  0.116°+0.004  0.091+0.005
(mm day™)
Leaf structural (and biochemical) characteristics
LMA (leaflet) 33.7°+1.5 34.7°+1.8 34.3%+1.1 32.1%+1.7 38.4°+1.2 38.7°+1.4
(g m?)
Number of leaflet ~ 5.7°+0.95 7.3°£1.22 9.6°+1.63 6.6°°+1.18 9.2°+1.63 9.7°+1.43
per leaf
Leaflet surface 22.84°+1.58 17.73°+1.17 10.98%+0.70 7.94°+0.58 7.24°+0.45 5.86°+0.44
(cm?)
Stomatal density 72.8°55 92.9%45 1 134.7%°+10.4 151.1°+9.1 229.9°+1.8 181.7°49.2
(Number per mm?)
Nitrogen 3.1°+0.19 2.9°+0.12 3.240.15 3.0°+0.13 3.0°+0.12 3.30%0.17
content (%)
Leaflet A™C (%o) 22.95°+0.15 23.38°+0.24 23.29°+0.40 23.44°+0.44 22.61%+0.44 22.79°+0.54
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703 Table 3. Genbank® accession number and BLAST® search result for cONA-AFLP sequenced. Sequences shorter
704 than 200 bp were not submitted to Genbank® and were tagged “Not recorded”. All markers’ complete sequence was
705 displayed in Supplementary material S3.

Marker name Genbank® E-value  Percenta Putative function in other Protein family in Genbank®
accession ge of species (from Genbank®
number identity  Unigene® or Gene®
information link)
E41MseC-211 FR637668 le-86 100% Unknown Ribulose bisphosphate carboxylase
small chain 1B (Arabidopsis thaliana)
E41MseC-226 Not recorded  0.005 91% Unknown Uncharacterized LOC100251552 (Vitis
vinifera)
E41MseC-285 KC236983 3e-123 100% Unknown 60S ribosomal protein L34-1
(Arabidopsis thaliana)
E41MseC-356 KC236984 9e-155 92% Hypothetical protein Uncharacterized protein
LOC100253534 (Vitis vinifera)
LOC100253534
E13M15-217 Not recorded  2e-20 54% Ferredoxin-NADP+ reductase Ferredoxin--NADP+ reductase
(Arabidopsis thaliana) (Arabidopsis thaliana)
E41MseC-266 KC236985 0.005 91% Unknown Unknown
E13M15-110 Not recorded - - No correspondence No correspondence
E41MseC-372 KC236986 4e-124 98% Unknown LOC100253534 uncharacterized
predicted protein (Vitis vinifera)
E41MseC-146 Not recorded 0.12 31% Unknown Unknown
E41MseC-446 KC236987 0.000 100% NitaCp091 hypothetical protein  Metallocarboxypeptidase inhibitor

(Nicotiana tabacum)

(Medicago trunculata)
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714

715

Figurel. Posterior probability of membership in clusters using Evanno et al. (2005) method (i.e. that individual i is
from population k) modified from Structure 2.3.4 for K=2. The prior probability for each population is 1/K (i.e. here
1/2). Each bar represents a single individual (n=91).
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Figure2. Leaf predawn potential (y,q ,A) assimilation (A) (B), stomatal conductance (gs) (C) , intrinsic water use

efficiency (A/gs, D) for the 6 studied Fraxinus populations (Fel, Fe2, Hyl, Hy2, Fal and Fa2) at three steps of the
experiment (before water deficit, Maximum water deficit and after Rehydratation step). Values are given as mean +
/- SE (errors bars). n=3 for predawn potential, otherwise n=5. Significant difference between water levels are
marked with an asterisk * P-value < 0.05, **P-value < 0.01, ***P-value < 0.001.
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Figure 3. Relationship between Assimilation (A) and stomatal conductance (gs) in both
individual values before water deficit application.
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730

Suplementary material (S1): Consensus sequences for cONA-AFLP markers chosen

Maker Primer sequence Consensus sequence
name
E41MseC- GACTGCGTACCAATTC GCAAGGAATCCATTTCGATCGGAGAAGATAATCGACTTCCTTGAG
211 AGGGTTACTCAGGACT GAGTTGTTCCCTAGTGAGATCTGGAAGGTATGAAAGAGTCTCATA
CATC CTTCTTCAAGCCAGTTGGTGGCCACACCTTCATGCAAGACACCCTA
CCACCATTGCTAGCAATGGATGTGATGTCATCATTCTTGCG
E41MseC- GACTGCGTACCAATTC CTATCGGTTTCGTGTTGAGCTTCATTCTGCGGTGCTAAAGTTGCTC
226 AGGGTTACTCAGGACT CTTTGACATCAGAGTAATTAGGCAGTTCTTTTGCATCGGAATGATT
CATC AGGCAGTTCTTCTCTTGCATTGGCATCAGAGTTGGGCCGTTCTGAT
TCTAAGGAAGCTACCATTTCTTCGTATTTGGAAATGACTTTTTGAA
TCTCGTC
E41MseC- GACTGCGTACCAATTC GGATTCCTCACTTGAGACCTGCTGAATACAAGAGGTCTAGATTATC
285 AGGGTTACTCAGGACT TAGAAACCGGAGGACTGTAAACCGAGCTTATGGTGGGGTTTTATC
CATC TGGCAGTGCTGTAAGGGAAAGGATCATCAGAGCTTTTTTGGTAGA
AGAGCAAAAGATTGTGAAGAAGGTTTTGAAGATTCAGAAGGCCA
AGGAAAGGCTCGCTTCCAAGGCCTGAACTTGAATATGGAGCAATG
GTGTTTTT
E41MseC- GACTGCGTACCAATTC AGAAGAAAGCTAAACAACAGCAGTTTCAGAAGCAGACGCAGGTG
356 AGGGTTACTCAGGACT TGGGAAGGTAAACCTGTTGAAGAGAAGATAAAGGAAGACACAAA
CATC TGGAGATATCAAATCCAAGCCTTCGGAAGTTATTTCTGATGTGGTC
AAGGGGACCACGCCTGATGAAACTTCTGGGAATGACCACCTTTCC
GAGAATACTAATGTCCCCAAAACTATACATCCTGATGTGGTTCTAG
AGGAGAGCCTAGCTAATGGGGTTGCAAAATCTTGCTAGATTCAGC
CATGCACAAAGGCGGTCCATGCTCTAATGGGGTGTGCTTTTACAG
GATTGCAATGAACATAATATGCNC
E13M15-217 GACTGCGTACCAATTC GATACGCTCAAGAGGGTTGCACAGGAGAGAGGGGAGAGCTGGGA
AGTGTTACTCAGGACT CGAGAAACTCTCTCAACTGAAAAAGAACAAACAGTGGCACGTCGA
CATC AGTCTATTGATTCTGCTCAAGTTGTAGCTGATTGTTACTCAATATA
TCATGAGAAAGTAGGATTCTTCTTGCTACATGGTGTTGGTATTTGT
T
E41MseC- GACTGCGTACCAATTC AAGCTGGCNAATCNAACAGTTTAGTAAGCTCTTTTGCTTCAGTTGG
266 AGGGTTACTCAGGACT ACTGCTATTNTCAAGATTATATCTTTATTTTCATTCAGACGTGNNN
CATC NNCCAACAGTTGGCTGATTTGGTTTTCNTACCTTTTTTNNNNNNCT

TTACGTTTGAAACTGCTAGTGACCTCAAACGTGTAATGCACATATC
AAAATGATACAATTAGTTGCTTTATATTTCCGAGACTTGTATTGN
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Maker
name

Primer sequence

Consensus sequence

E13M15-107

E41MseC-
372

E41MseC-
146

E41MseC-
446

GACTGCGTACCAATTC
AGTGTTACTCAGGACT
CATC

GACTGCGTACCAATTC
AGTGTTACTCAGGACT
CATC

GACTGCGTACCAATTC
AGTGTTACTCAGGACT
CATC

GACTGCGTACCAATTC
AGTGTTACTCAGGACT
CATC

CAGAAATAGTGCCTCTTATGTCATCTGAAGTGAGTTGCTTGTGATT
ATTGTAACACATTCCATTGTT

AGAAGAAAGCTAAACAACAGCAGTTTCAGAAGCAGACNCAGGTG
TGGGAAGGTAAACCTGTTGAAGAGAAGATAAAGGAAGACACAAA
TGGAGATATCAAATCCAAGCCTTCGGANGTTATTTCTGATGTGGTC
AAGGGGACCACGCCTGATGAAACTTCTGGGAATGACCACCTTTCC
GAGAATACTAATGTCCCCAAAACTATACATCCTGATGTGGTTCTAG
AGGAGAGCCTAGCTAATGGGGTTGCAAAATCTTGCTAGATTCAGC
CATGCACAAAGGCGGTCCAT

CGCACGGGGATTTTGGTGTGCGCTTCTACCTTGGGATATATGGCCT
TTTCTGTTGAACTGNTTAGGGCAAAATTTCATGATAATGATGATTT
ATG

AGAAGGTCACGGCGAGACGAGCCGTTTATCATTACGATAGGTGTC
AAGTGGAAGTGCAGTGATGTATGCAGCTGAGGCATCCTAACAGAC
CGGTAGACTTGAACCTTGTTCCTACATGACCTGATCAATTCGATCA
GGCACTCGCCATCTATTTTCATTGTTCAAATCTTTGACAACACGAA
AAACCATTGTTCAACTCTTTGACAACATGAAAAAACCAAAAGCTC
TGCCCTCCCTCTCTATCCATCCAAGGGATGGAAGGGCAGAGGCCT
TTGGTGTCCCCTCCAGTCAAGAATTGGGGCCTCACAATCACTAGCC
AATAGGCTTTTCTCTCATGCCTTTCTTCGTTCATGGTTCGATATTCT
GGTGTCCTAGGCGTANANNAACCACACCAATCCATCNCCGAACTT
GGTG
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Chapitre |

Réponse de la conductivité hydrauligque
de populations de frénes a une forte

contrainte hydrique
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IV-a) Introduction Chapitre 2 :

A Téchelle individuelle, les épisodes de sécheresse extrémes peuvent engendrer
principalement deux types de réponses (famine carbonée et dysfonctionnement
hydraulique) qui peuvent suivre des dynamiques tres différentes. Dans le premier chapitre,
nous nous sommes intéressés aux conséquences d'une sécheresse modérée sur
'assimilation carbonée de jeunes plants. L’aspect dysfonctionnement hydraulique n’a pas
été abordé. Le dysfonctionnement hydraulique se manifeste principalement par la cavitation
(ou 'embolie i.e. 'entrée d’air dans les vaisseaux de xyleme).

Les premiers travaux qui se sont intéressés a la résistance des arbres a 'embolie datent de
la fin des années 1980. Depuis cette date, les travaux qui ont porté sur ce trait fonctionnel
ont montré une relation étroite entre la résistance a la cavitation et la tolérance a la
sécheresse chez de nombreuses espéeces d’arbres et d’arbustes (Delzon et al., 2010). La
résistance a la cavitation est donc considérée a I'heure actuelle comme un bon indicateur
de la résistance a la sécheresse. Nous souhaitions donc obtenir des informations sur les
éventuels dysfonctionnements hydrauliques des populations (F.excelsior, F.angustifolia et

hybrides) de frénes a des événements de sécheresse.

Nous avons donc décidé de tester la résistance a la cavitation chez quatre populations de
frénes (représentant différents statuts). Ces arbres proviennent de la culture in vitro de
graines de frénes provenant de quatre localités: Saint Gobain (SGO population de
F.excelsior), Tavaux (TAV, population hybride de Sabne), Saint-Dyé (SDYE, population
hybride de Loire) et enfin Mas-Larrieu sur la cdte méditerranéenne (MLA population de
F.angustifolia, voir Tableau 2 ci-dessous. Ces arbres de 3 ans ont poussé dans le jardin
commun du campus de l'université d’Orsay. Cinq individus par population (20 au total) ont

été choisis aléatoirement parmi un pool d’arbres de la population. Trois paliers de contrainte
hydrique qui vont de -1.5 MPa a -4 MPa (Wpq) ont été appliqués par arrét d’'arrosage. Le

suivi de l'installation de la contrainte hydrique s’est déroulé avec une chambre a pression de
type Scholander ; I'expérimentation s’est déroulée en serre sous conditions semi-contrélées.
La réponse a la cavitation a été mesurée via le PLC (Percentage of Loss Conductivity i.e.

Pourcentage de perte de conductivité) qui est calculé tel que ci-dessous a partir du ratio de la
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conductivité initiale (Kir) et de la conductivitt maximale (Knax) du rameau ou pétiole

considéreé.

PLC =100 x (1 = Kint / Kimax)

En général les mesures de cavitation sont effectuées sur des morceaux de branches
d’arbres relativement agés avec un Xylem®. Cependant nos arbres n’étaient pas
suffisamment ramifiés pour pouvoir entreprendre ce type de mesures. Nous avons donc
adapté la méthodologie aux pétioles de nos frénes. Nous avons par ailleurs, mesuré les
échanges gazeux avec un Licor® 6400 avant et au cours des trois paliers de contrainte
hydrique.

Nous avons complété ces mesures par un suivi de I'état du photosysteme Il, suivi par
fluorescence chlorophyllienne (ratio Fv/Fm, Pam2000 WALTZ®) sur des feuilles adaptées a
'obscurité (mesures a 4h30). La morphologie des feuilles a été caractérisée par une
mesure de LMA.

L’article correspondant sera prochainement soumis dans la revue Tree Physiology.

Tableau 2 : Informations sur les populations de fréne étudiées pour cette étude.

Localité Saint-Gobain Tavaux Saint Dyé Mas Larrieu

Coordonées 49.36°N 3.23°E 47.05°N 5.38°E 47.69°N 1.56°E 42.35°N 3.02°E

geographiques

Altitude (m) 80 190 50 10

Climat Temperé Temperé Temperé Mediterranéen

Statut Fraxinus hybride hybride Fraxinus
excelsior angustifolia
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IV-b) Principaux résultats de cette étude

Lors de cette étude, nous avons pu appliquer une contrainte hydrique de maniere
uniforme, car nous ne trouvons aucune différence significative pour le potentiel de base
(wpa) entre les populations de fréne étudiées quel que soit le niveau de contrainte hydrique
appliqué.

Les valeurs de LMA mesurées sur feuilles entieres se sont révélées plus élevées que
dans la premiére expérimentation (80-100 contre 30-35 g.m™2). Cette différence provient du
fait que nous avons mesurés le LMA sur des feuilles entieres plutdt que sur des folioles.
Saint-Dyé est la seule population a avoir un LMA significativement plus élevée (test de
comparaison multiple de Wilcoxon P-value < 0,05) que les autres populations (102,84 + 3,88
g.m?). L’autre population hybride, Tavaux a le LMA le plus faible (82,49 + 0,66 g.m?2). Saint
Gobain (87,64 £ 9.26 g.m?, et Mas Larrieu (96,49 = 7,66 g.m?) ne sont pas
significativement différents. En termes d’échanges gazeux, en absence de contrainte
hydrique les valeurs d’assimilation varient de 9 & 15 pmol CO, m? s™. Les arbres de la
population de Mas Larrieu ont les valeurs les plus élevées (15,04 + 1,12 umol CO, m? s,
et cette population est significativement différente de Saint-Gobain et Saint-Dyé. (test de
comparaison multiple de Wilcoxon, P-value = 0,016). Les populations de Saint-Gobain et
Saint-Dyé ont des valeurs d’assimilation proches de 9 pmol CO, m? s™ en moyenne (9,34 +
1,21 pmol CO, m™? s et 9,27 + 1,06 pmol CO, m™ s, et la population de Tavaux est
intermédiaire en assimilation (12,84 + 1,36 umol CO, m? s moyenne).

Quand la contrainte hydrique est installée, I'assimilation de toutes les populations chute
autour de 6 umol CO, m™ s en moyenne, a I'exception de la population hybride de Saint-
Dyé qui a les valeurs les plus élevées (7,33 + 2,17 pmol CO, m™? s en moyenne), ceci pour
des niveaux de contrainte hydrique intermédiaires (ypq compris entre -1,5 et -3 MPa). Au
plus fort de la contrainte hydrique (ypq -4,0 MPa) les valeurs d’assimilation sont proches de
0 pmol CO, m? s, Néanmoins nous n’avons pas pu mettre en évidence de différences
significatives entre populations (test de comparaison multiple de Wilcoxon, toutes P-values
<0,05).

Pour les valeurs de gs sans contrainte hydrique, la population de fréne de Mas Larrieu a la

plus forte valeur de gs (0,45 = 0,05 pmol mol H,O m? s?) et cette valeur est
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significativement différente des autres valeurs de gs mesurées pour les autres populations
de fréne (test de comparaison multiple de Wilcoxon, P-values = 0,048).
Les populations de Saint-Gobain et Saint-Dyé ont les plus faibles valeurs moyennes de gs
(0,26 + 0,06 mol H,O0 m? s et 0,23 + 0,02 mol H,O m? s™), alors que Tavaux est de
nouveau intermédiaire (0,32 + 0,06 mol H,O m? s™).
Pendant la contrainte hydrique Saint-Dyé a de nouveau les valeurs de gs les plus élevées
jusqu’au dernier niveau de contrainte ol gs est proche de 0 mol H,O m™ s™. Cependant,
aucune différence significative entre populations n’a pu étre mise en évidence pour les
valeurs de gs (pairwise Wilcoxon-test comparaisons, toutes P-values > 0,05).
Concernant la WUEI, les valeurs pour la population avant contrainte sont de 40,51 + 5,45
pmol CO, mol H,O™ pour Saint Gobain, 44,06 + 6,73 umol CO, mol H,O™ pour Tavaux,
39,63 + 4,14 pmol CO, mol H,O™ pour Saint-Dyé, et 33,85 + 3,42 umol CO, mol H.O™ pour
Mas Larrieu. Cependant les valeurs de WUEI pour la population de Mas Larrieu augmentent
légérement & 80 pmol CO, mol H,O™ pendant la contrainte hydrique. Alors que les autres
populations de fréne (Saint-Gobain, Saint-Dyé et Tavaux) ont des valeurs proches de 50
pmol CO, mol H,O™ pour le niveau de contrainte hydrique le plus élevé. Néanmoins aucune
différence significative n’a cependant été relevée pour la WUEI (test de comparaison
multiple de Wilcoxon, toutes P-values > 0,05).
La fluorescence chlorophyllienne n'a pas montré de différence significative entre
populations (test de comparaison multiple de Wilcoxon, toutes P-values > 0,05) (toutes les
valeurs de Fv/Fm sont proches de 0,83 on note une légere baisse a 0,75 du ratio Fv/Fm
pour le dernier niveau de contrainte hydrique, mais la encore il n’y a pas de différence
significative entre les populations de frénes étudiées (test de comparaison multiple de
Wilcoxon, toutes P-values > 0,05).
Pour finir sur les valeurs de PLC, on note une bonne corrélation entre le PLC et le potentiel
de base (Figure 10 ci-dessous). Les valeurs moyennes de PLC démarrent & moins de 5 %
chez les plantes bien arrosées (Saint-Gobain: 2,81 + 2,37 %, Tavaux : 4,85 + 4,85 %,
Saint-Dyé : 1,78 + 1,3 %, Mas Larrieu: 3,29 += 1,72 % moyenne PLC +/- SE) mais
augmentent jusqu’a 70 % pour la contrainte hydrique maximale. A ce niveau de contrainte
hydrique, Saint-Gobain a les valeurs de PLC les plus élevées (71,3 + 5,6 %). Mas Larrieu a
les plus faibles valeurs de PLC (22,11 + 11,16 %). Les populations de fréne hybride, Saint-
Dyé et Tavaux, sont a 42,08 £ 11,7 % et 44,22 + 9,5 % respectivement. Néanmoins aucune
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différence significative n’a pu étre mise en évidence entre populations et quel que soit le
niveau de contrainte hydrique (test de comparaison multiple de Wilcoxon toutes P-values >
0,05).
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Figure 10 : Courbes montrant les variations du pourcentage de perte de conductivité (PLC)

mesurée sur pétiole de fréne en fonction du potentiel de base (y,q) pour chaque population

de fréne étudiée. Moyenne + SE n=5. SGO pour Saint-Gobain, TAV pour Tavaux, SDYE

pour Saint-Dyé et MLA pour Mas Larrieu.
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IV-c) Discussion chapitre |l

Dans cette deuxieme expérimentation centrée sur la résistance a la cavitation, nous
avons utilisé les mémes populations hybrides qu’au chapitre | (Saint-Dyé et Tavaux), mais

cette fois nous avons ciblé une contrainte hydrique plus forte en 3 paliers de -1,5 MPa de
potentiel de base (Ypg) a - 4 MPa (voir article ci-dessous). La contrainte hydrique a été

appliguée de maniére homogéne entre populations. Le faible échantillonnage (n=5) n’a pas
permis de mettre en évidence des différences significatives pour la plupart des variables
testées nous allons donc discuter de certaines tendances et des valeurs observées dans

nos résultats.

Les valeurs de PLC (Pourcentage de perte de conductivité hydraulique) sont faibles avant

contrainte (< 5%), et les populations ne se différencient pas entre elles. Lors du premier
niveau de contrainte hydrique (Ypd: -1,5 MPa), ce sont les populations hybrides qui

affichent les PLC les plus élevés (Tavaux 18,94 + 6,85 % et 16,29 + 11,52 % pour Saint-
Dyé, contre 9,36 + 4,60% pour F.excelsior Saint-gobain et 4,05 + 1,44 % pour F.angustifolia

Mas-Larrieu).
Lors du deuxiéme palier de contrainte hydrique (Ypd: -2,5 MPa) nous pouvons observer

une dichotomie sur les valeurs de PLC entre d’une part, Saint-Dyé et F.angustifolia (Mas-
Larrieu) qui ont des faibles valeurs (18,29 + 1,36 % et 18,02 + 1,71 %) et d’autre part
Tavaux et F.excelsior (Saint-gobain) (32,22 + 9,87 % et 32,90 = 9,80 %). Enfin pour le plus
séveére niveau de contrainte hydrique (-4 MPa) F.excelsior (Saint-gobain) perd plus de
conductance hydraulique (71,30 + 5,50 %), alors que F.angustifolia (Mas-Larrieu) semble
étre le moins sensible (22,11 + 11,60 %). Les populations hybrides ont des valeurs de PLC
proches et intermédiaires (Tavaux 44,22 + 9,45 % et Saint-Dyé 42,08 + 11,69 %).

De maniére surprenante il semblerait que F.excelsior (Saint-gobain) perd plus de
conductivité hydraulique, que F.angustifolia (Mas-Larrieu). Cependant la résistance a la
contrainte hydrique du fréne commun F.excelsior (Saint-gobain) est fréquemment rapportée
dans des expérimentations de terrain (Besnhard & Carlier 1990, Marigo & Peltier 1996,

Marigo et al., 2000). Les hybrides présentent de nouveau des valeurs de PLC

103



intermédiaires : ils montrent néanmoins une sensibilité précoce a la perte de conductivité
sur le premier palier de contrainte hydrique (valeurs de PLC les plus élevees au Wpq de -

1,5 MPa).

Nous retrouvons les mémes valeurs d’assimilation qu’au chapitre |, sans contrainte
hydrique pour toutes les populations (Saint gobain, Mas Larrieu et hybride : Tavaux et Saint
Dyeé), a I'exception de Saint Dyé qui a une assimilation plus faible que celle mesurée au
chapitre | (9,27 + 1,06 pmol CO, m? s™ contre 12,59 + 0,41 pmol CO, m? s™). En
revanche, la conductance stomatique augmente chez toutes les populations (les valeurs
moyennes vont de 0,28 & 0,5 mol H,O m™? s, alors qu’elles étaient de 0,12 & 0,28 mol H,0
m?2 s au chapitre 1). Ces différences de valeurs pour les échanges gazeux pourraient étre
dues a un effet de phénologie comme constaté lors de I'assimilation entre jeunes arbres et

arbres adultes par Holscher (2004).

Quand la contrainte hydrique est appliquée, c’est la population de Saint-Dyé qui garde les
valeurs d’assimilation et de conductance stomatique les plus élevées pour des potentiels de
base situés entre -1,5 MPa et -2,5 MPa (7,51 + 2,58 umol CO, m? s et 7,33 + 1,17 mol
H,O m? s* contre 5,61 pmol CO, m? s* et 4,49 pmol CO, m? s pour les autres
populations en moyenne 0,20 + 0,09 mol H,O m? s*, 0,16 + 0,07 mol H,O m? s™ contre
0,13 mol H,0 m? st et 0,09 mol H,O m? s™ pour les autres populations en moyenne). A un
potentiel de base de - 4 MPa, les valeurs de A et de gs pour toutes les populations de fréne

tendent vers 0. Ce qui est cohérant avec la littérature (Besnard & Carlier 1990). Il semblerait
donc y avoir un léger avantage pour Saint-Dyé sous contrainte hydrique intermeédiaire (Wpg

entre -1,5 MPa et -2,5 MPa), cependant celle-ci est a relativiser a I'aulne des valeurs de
WUEI, ou l'on voit que Saint-Dyé n’obtient pas les meilleures valeurs pour la contrainte

hydrique intermédiaire (cf. Figure 2c de l'article ci-dessous).

Le ratio Fv/Fm permet de connaitre I'état du photosysteme Il : une valeur empirique de 0,84
de ce ratio indiqgue un photosysteme Il pleinement fonctionnel (Krausse & Weiss 1984).
Dans notre cas nous avons rencontré des problemes pour les mesures sans contrainte

hydrique. L’appareil indiquait des valeurs de ratio Fv/Fm proches de 0,75 ce qui n’est pas
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réaliste. Ces données n’ont pas été présentées (cf. Figure 2d article ci-dessous). Une fois la
contrainte hydrique appliquée nous avons pu mesurer des valeurs proches de 0,84 quelles
gue soient les populations de frénes testées. Seul le dernier niveau de contrainte hydrique a
affecté le photosystéeme Il (valeurs de 0,76 environ), ce qui démontre une bonne résistance
du photosystéme Il a la contrainte hydrique. Cette résistance n’était pas connue chez le
fréne, mais bien démontrée chez de nombreuses autres plantes, comme par exemple le

haricot (Phaseolus vulgaris L.) (Cornic et al., 1987, Cornic et al., 1989).

Nos résultats démontrent une bonne résistance a la perte de conductivité hydraulique du
complexe d’espece fréne (surtout F.angustifolia et les hybrides), ainsi on estime que des
valeurs de PLC de plus de 88 % sont critigues pour les angiospermes (Urli et al., 2013),

valeurs qui ne sont pas atteintes dans cette expérimentation, méme lors de la contrainte
hydrique la plus élevée (Ypq: -4 MPa). Cependant ce qui est surprenant c’est que les

valeurs de PLC les plus élevées sont atteintes chez F.excelsior, et pas chez F.angustifolia.
Etant donné I'écologie de cette derniére espéce (zone de ripisylve) nous aurions attendu
des valeurs de PLC plus élevées chez F.angustifolia. Ces résultats sont a nuancer selon
deux points : (i) 'un méthodologique, nous avons mesuré le PLC sur des feuilles (les arbres
de trois ans n’avait pas suffisamment de branches), or il a été montré que les arbres
peuvent sacrifier des feuilles pour éviter un développement généralisé de I'embolie a
'échelle de l'organisme (Rood et al., 2000). (ii) L’autre physiologique, car il existe des
événements de récupération de I'embolie (Hacke & Sperry 2003). Cependant ces
évenements de récupération de I'embolie, n‘ayant été que rarement observés in vivo
(Sperry 2013), seraient probablement des artefacts liés a la méthodologie de mesure de
'embolie (Cochard & Delzon 2013).

Par ailleurs, il semble que le photosystéme Il soit peu affecté par la contrainte hydrique, et
on ne note pas de sensibilité entre les différentes populations (F.excelsior, F.angustifolia ou
hybrides). Ces différents résultats, méme s'’ils restent a confirmer, nous confortent sur
l'importance de prise en compte des procesus d’hybridation dans un cadre de changement

climatique.
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Abstract

The extremes drought stress event that is forecasted could trigger massive hydraulic failure in forest as a result
of global climate change. The risk of such failure on forest could be assessed by testing via resistance to the
loss of hydraulic conductivity due to drought in individual trees. However, the level of variation of this
resistance in natural tree populations remains poorly described. We investigated ash trees (Fraxinus, Oleaceae)
in four populations of various status (F.excelsior, F.angustifolia and two natural hybrids) growing in
contrasting locations in France in order to assess the variability of vulnerability to embolism in natural
populations. Specifically we investigate percentage of loss of xylem conductivity (PLC) in response to water
constraint at three levels of severity (with w4 values from -1.5 to -4 MPa). Water constraint was implemented
using a greenhouse experimental design under semi-controlled conditions. Individual trees were used and PLC
values were obtained on petioles using a Xyl’em® apparatus. Furthermore, gas exchange and functional
integrity of PSII via chlorophyll fluorescence was monitored throughout water constraint. Our results give
insights that ash trees would present an optimized functioning to water deficiency. Furthermore, data suggest
they maintain assimilation, stomatal conductance and PSII status from mild to severe water deficit, and avoid
complete loss of hydraulic conductance due to water constraint in the most severe drought level (i.e. PLC
values < 80%). F.excelsior and F.angustifolia response facing water constraint could be viewed as isohydric
and anisohydric behaviour, whereas hybrids trees show intermediates responses for most of the
ecophysiological traits tested here and in response of water constraint. Hybrid with intermediates characteristic
could be interesting for foresters in an uncertain global change perspective. However despite the promising
clues regarding behaviour during a water constraint, further characterisation of the water constraint response of

ash populations is needed.
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Introduction

Global change is now threatening many ecosystems worldwide (IPCC, 2007). One consequence of this global
change is the increase of occurrence and intensity of extremes climatic events in Europe, including drought
and heat waves (Meehl et al. 2007). Such exceptional meteorological phenomena have already caused severe
diebacks of trees in European forest (Ciais et al. 2005, Pefiuelas et al. 2007). As a result there has recently
been substantial reduction in physiological processes that are key for forest ecosystem (including growth,
photosynthesis, respiration, carbon allocation, etc...), and with associated economic losses in a close past
(Ciais et al. 2005, Bréda et al. 2006, Martinez-Vilalta et al. 2012). Drought can be defined, as a situation when
a deficiency of precipitation over some period of time results in a water shortage (Trenberth et al. 2007).
Water deficit can be defined when the demand of plants for water is superior to the water availability of the
soil (Jones et al. 1981). Depending on its intensity and duration water deficit has two major consequences for
plants: hydraulic failure and carbon starvation are both driven by stomatal kinetics (McDowell et al. 2008,

Adams et al. 2009, Sala 2009, Galiano et al. 2010, McDowell 2011, Anderegg et al. 2012).

Hydraulic failure can be induced when the evaporative demand is too high or if there is frost, according to the
tension-cohesion water flow theory. (i.e. which water is transported through the xylem vessels in a metastable
state (Dixon HH. 1914). Carbon starvation results from the depletion of stored carbohydrates in a tree
organism. This starvation develops when carbon supply is unable to support the rate of metabolism owing to
stomatal closure. To the extent that plant metabolism requires a constant supply of carbohydrates, stomatal
closure may lead to carbon starvation in the long term (Adams et al. 2009). Carbon starvation has been a focus
of study, because of interest in the context of stomatal regulation in drought limited plants (Jones 1973, Parker
& Patton 1975, Boyer 1976, Cowan & Farquhar 1977, Cornic 2000, Medrano et al. 2002). However, the
association between carbon starvation and drought-related mortality of trees remains unclear because several
assumptions of the carbon starvation model do not hold true (Sala et al. 2009). With regard to hydraulic failure
events, an understanding of whole hydraulic failure dynamic that integrates the processes that lead to tree
mortality has not yet been obtained (Meinzer & McCulloh 2013).This is especially true in terms of studies

under field conditions whereas soil water availability and vapour pressure deficit could drive different types of

108



drought (Tardieu & Simonneau 1998). Furthermore these two pathways that can lead to tree mortality, remain
inextricably linked (Sala et al. 2009, McDowell et al. 2011), which limits our capacity to disentangle their
individual effects. Mechanisms that could prevent catastrophic hydraulic failure in plants, include an increase
in the ionic concentration in xylem sap (Trifilo et al. 2008, 2011), storage of carbohydrate (Mitchell et al.
2013), and xylem refilling (Hacke et al. 1996, Salleo et al. 1996, Nardini et al. 2008) although for the
mechanisms behind this latter mechanism and the frequency with which it occurs remain controversial
(Sperry et al. 1988, Borghetti et al. 1991, Holbrook & Zwieniecki 1999, Tyree et al. 1999, Hacke et al. 2003,

Salleo et al. 2004, West et al. 2007).

Furthermore, the capacity of plants to generate several xylem recovery events is yet to be evaluated (Hacke et
al. 2001, Stiller et al. 2002). This had led scientists to develop the concept of “hydraulic safety margin” which
is the difference between the minimum xylem pressure (W,iy) normally attained in a given plant organ and a
reference point on its hydraulic vulnerability curve (Alder et al. 1996, Hacke & Sauter 1996, Pockman &
Sperry 2000, Vilagrosa et al. 2003, Brodribb & Holbrook 2004, Meinzer et al. 2009, Hoffmann et al. 2011,
Johnson et al. 2012). The “hydraulic safety margin” defines a safe range of pressure (expressed in MPa) within
which hydraulic operations can occur and in which plants can uptake water via evaporation without risking
hydraulic dysfunction (i.e. cavitation) in xylem conduits. However reports by numerous researchers (Choat et
al. 2012) indicates that many tree species are currently operating close to their hydraulic safety margins,
suggesting that safety margins are narrower than expected. The fact that hydraulic functioning is occurring
close to its limits highlights the potential high risk for forest ecosystems posed by predicted future scenarios of
global climate change (Hoffmann et al. 2011). The threatened sustainability of current temperate forest
ecosystems rises up the following question: How successfully will tree species acclimatise to drier conditions,
and avoid catastrophic cavitation events. Despite research effort on this issue, the answer remains poorly
defined in terms of results obtained from the field (Aitken et al. 2008, Chmura et al. 2011). Furthermore
variability in the range of experiments on drought and the scales used has prevented the emergence of a
universal water stress scheme (Reyer et al. 2012). The need for progress on this topic is underscored by the

risk that the effect of global climate change on forest be mediated principally, albeit not exclusively, by
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hydraulic dysfunction (Wang et al. 2012, Choat et al. 2012). Ultimately, the present lack of knowledge on
hydraulic dysfunction results from an absence of both sound criteria and effective techniques to evaluate the
susceptibility of trees to hydraulic failure and their capacity to tolerate drought. However xylem cavitation
resistance was recently identified as a functional trait that appears to be useful for the screening of drought
resistance in tree (Cochard et al. 2008). Cavitation or embolism is the formation of air bubbles in xylem tissue
(tracheids or vessels: Cochard et al. 1990). This leads to the dysfunction xylem tissue by disruption of the
water column inside xylem vessels, and by the way reduce hydraulic conductance. There is now abundant
evidence that xylem cavitation resistance is a key physiological trait that is closely correlated to local soil
water conditions (Maherali et al. 2004, Meinzer et al. 2009, Lens et al. 2013) and species resistance to drought
events induced by hydraulic failure (Delzon et al. 2010). Furthermore, xylem cavitation resistance has proven
to be associated with the capacity of tree species to survive extreme drought events (Tyree & Sperry 1989,
Bréda et al. 2006, Cochard et al. 2008, Brodribb & Cochard 2009). Thus, assessment of resistance to the loss
of hydraulic conductance is a sound approach to measure the response of trees to drought. Against this
background, the testing of resistance to the loss of hydraulic conductance in a widely distributed broadleaf
temperate tree species could be useful in the search for local adaptation to the drier conditions that are
currently forecasted. Meanwhile, the phenotypic plasticity of this trait should be though more documented and
could help prevent catastrophic events (like mortality) in future forest stands. The complex of European Ash
species (Fraxinus excelsior, L. and Fraxinus angustifolia, Vahl, Oleaceae) is a candidate for such testing.
Firstly as a tree species, common ash (Fraxinus excelsior, L.) is widely spread among Europe (Rameau et al.
1989, Stohr & Losch 2004, Dobrowolska et al. 2011) it shows an exceptional ecological range as it can grow
near rivers or on hill slopes (Rameau et al. 1989, Marigo et al. 2000, Jaeger et al. 2009). In addition narrow-
leaved ash (Fraxinus angustifolia, Vahl) is found near the Mediterranean basin, along an east-west gradient
(Heuertz et al. 2004, Gérard et al. 2012, Temunovic¢ et al. 2013), grows on riverbanks in France (Marigo et al.
2000) and is tolerant to flooding (Jaeger et al. 2009). Secondly, these two ash species form a species complex
at the European scale undergoing hybridisation events across the continent. Hybridisation has been

demonstrated by controlled crosses of ashes seedlings within laboratory conditions (Morand-Prieur et al. 2002)
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and has also been observed under natural conditions (Rameau et al. 1989, Morand-Prieur et al. 2002, Gérard et

al. 2006a, Thomasset et al. 2012).

Natural hybrid zones can promote the emergence of new genotypes or phenotypes that are better adapted to
their local environment than either of their parental species (Mallet et al. 2007). Furthermore hybridisation
processes are considered to provide a rapid evolutionary mechanism to promote the emergence of new species,
in contrast to allopatric speciation for example (Arnold 1997, Rieseberg 1997). Indeed, this has been identified
as a crucial feature in ash populations, given recent evidences of hybridisation were discovered between two
European ash species, and the demonstration of progressive introgression of the genetic pools of both species
in several ash hybrid populations (Huertz et al. 2004, Gérard et al. 2006a, Gérard et al., 2006b, Thomasset et
al. 2012). These findings suggest that ash species complex (F.excelsior, F.angustifolia and their hybrid) may
have substantial potential for acclimatisation in the context of the high climate variability that is currently
predicted. Using ecophysiological measurements, the aim of this study was to assess potential differences in

resistance to the loss of hydraulic conductance in the ash species complex when facing strong water constraint.

Specifically, we ask the key questions: First does resistance to the loss of hydraulic conductance differ
between ash populations? Second how do these ash trees react to moderate to strong drought, in terms of
photosynthesis (gas exchange and photosystem |1 status) and water use efficiency? Third do hybrid ashes have
a better resistance to the loss of hydraulic conductance during a water constraint than F.excelsior or

F.angustifolia?

This study was conducted on young ash trees to investigate resistance to the loss of hydraulic conductance
upon exposure to water constrained in an experiment using three moderate to strong levels. The severity of
water constraint was defined by measurements of predawn leaf water potential (y,9) that ranged from -1.5
MPa to -4 MPa. The resistance of ashes tree to the loss of hydraulic conductance were assessed by calculation
of the PLC (percentage of loss conductivity) based on leaf hydraulic conductivity measurements (Kieas).
Furthermore gas exchange and integrity of PSII state were monitored throughout the progressive severity of
water constraint to obtain a more complete picture of water constraint response. Given this approach, this
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experiment could potentially reveal how ash tree populations will react in future climate scenarios associated
with global change. The conclusions of this study could be relevant for foresters who need to take key
decisions now for the management of forest ecosystems likely to experience several extreme drought events

before they are harvested, typically around 100 years’ from now.
Material and methods

Plant material and experimental design

The trees used for this experiment were randomly selected from a pool (150 trees) of three-year old ash trees
that were grown for another experiment (Araujo-Calcada et al. unpublished). This pool of ash trees comprised
10 French populations with 15 trees of each. Trees were grown in the common garden at the Université Paris
Sud campus. Individuals which show extreme morphologies (too tall too short, or too much branching), were
discarded from the experimental design. Owing to technical limitations in PLC measurements, we focused our
experimental design on only four French ash populations that could present different local adaptations (see
Table 1), and only five plants for each population (i.e. 20 plants in total). The four populations represent
previously morphologically and genetically described different statuses (F. excelsior, F. angustifolia or hybrid,
Gérard et al. 2006a). Names of populations represent their French localities: SGO is for Saint-Gobain, TAV is
for Tavaux, SDYE is for Saint Dyé and MLA is for Mas Larrieu. These trees were grown in vitro following
the method of Raquin et al. 2002 and transplanted for the first year (2009), into 12 I. PVC pots with a
peat/sand/perlite mixture (2/1/1 v/v) supplemented with Osmocote® fertilizer (200g per 40 | of mixture) in a
greenhouse on the Université Paris Sud campus. Thereafter, the trees were moved to a common garden near
Orsay (48.41° N 2.09°E) where they continued to grow for 2010 and 2011. All individual ash trees that were
selected were placed in the greenhouse, in semi-controlled conditions (mean temperature 25.5°C, mean
relative humidity 63.5 %), (photosynthetic photon flux density (PPFD) was comprised between 150 and 800
pmol photons m? s : for cloudy and sunny days respectively). The plants were transferred back to the
greenhouse, on July 28 and were manually watered to an adequate level each day at noon. Water constraint

was imposed by stopping the watering of the plant. The predawn leaf potential was monitored to trigger the

112



physiological measurements detailed above. Such measurement started immediately once the target levels of
severity of water constraint were reached (i.e.-1.5 to -2 MPa for the least severe level, -2.5 to -3.0 MPa for the
intermediate level and -4.0 MPa for the most severe level of water constraint step). The water constraint

experiment started on August 1 and ended on of August 19, 2011.
Leaf mass per area

The leaf mass per area (LMA g m™) was determined for a leaf with an intermediate position on tree stem for
each single tree before water constraint implementation. Its area was determined using an area-meter (Delta-T
Devices® Cambridge UK) immediately after cutting. Thereafter, the whole leaf was dried in an air oven for

48h at 60°C, and then its dry mass (g) was measured to calculate LMA.
Predawn water potential

Plant predawn water potential (y,q) Was measured throughout the experiment, in order to apply three different
levels of water deficiency. At the least severe level of water constraint, plants had to be between -1.5 to -2.0
MPa. The intermediate level of water constraint was targeted between -2.5 to -3.0 MPa, and the most severe
level was around -4.0 MPa corresponds to the lowest limit of the Scholander pressure chamber (Scholander et
al. 1965) used in this work (type PMS 1600, PMS® Instruments Co. Albany, Oregon USA). When all plants
had reach the targeted w4 value, measurement of gas exchange, chlorophyll fluorescence, and PLC were

carried out as explained below.
Gas exchange measurements

Data on gas exchange were obtained throughout the period of water constraint using a Licor® 6400 (LI-
COR® Bioscience, Lincoln Nebraska USA) equipped with a 6400-02B LED Light Source chamber.
Measurements taken place between 10:00 A.M. and 2:00 P.M. which pans to the period of maximal stomatal
opening. The following parameters were set in the chamber (CO, concentration: 380 pmol air mol™;
temperature fixed at 25°C; relative humidity (RH) fixed at 60 %; PPFD 1,000 pmol photons m? s™). As soon

as the conditions in the chamber with the leaf were stabilized (30 to 45 min), five measurements were
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recorded, each 30 seconds. For subsequent statistical analysis the mean of each set of five measurements was
used as the single value for that specific tree. The WUEi (intrinsic water use efficiency) was calculated as the

ratio of instantaneous CO, assimilation (A) to stomatal conductance (gs) (WUEi = A/ gs).

Chlorophyll fluorescence

In order to assess the effect of the various levels of water constraint on the integrity of PSII system, the
effective quantum yield of photosystem Il (Y = (Fm'-Ft): Fm' = AF: Fm') was measured before sunlight (4:30
AM) with a PAM 2000 (Walz®, Effeltrich Germany) fluorescence chlorophyllmeter. Measurements were
conducted on dark acclimatised-leaves with the obtained values being equivalent to Fv/Fm averages. One leaf
per plant was measured and five repeated measurements were made on the same leaf. For subsequent
statistical analysis the mean of each set of five measurements was used as the single value for that specific

tree.

Xylem conductivity and cavitation measurements

The hydraulic measurement method used in this study was first described by Sperry et al. in 1988. This
method was designed for cavitation measurements on small branch segments (few cm).A special device was
design to implement Sperry et al. method is the Xyl’em® embolismmeter that was used here (Bronhkorst®,
France, http://www.bronkhorst.fr/fr/produits/xylem_embolismmeter). However, given that our ash trees were
not tall enough to have sufficient branches for all measurements we decided to adapt the apparatus. For
making measurements on leaf petioles we adapt the Xyl’em® design by reducing the diameter of the manifold
exits via customised PVC section tubes (0.2 to 1 mm in diameter) and Teflon® rubber to ensure that the
petiole/PVC tube contact zone was waterproof. Cavitation of leaf petiole xylem conduits were determined by
PLC measurements. However the limited number of plant leaf was another issue that needed to be dealt with
in our experiment. We initially considered carrying out the PLC measurements with one leaf per plant which
enable us to complete the experiment given the number of leaves available. Therefore, preliminary tests were
conducted on two leaf petioles localised at the same node of a single tree. To test the validity of this approach,

excised leafs samples were measured for plants had been previously discarded from the experiment and
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exposed to water constraint. Sixteen plants were used to assess the reproducibility of PLC measurements (data
not shown). Once the reproducibility of the K+ and PLC measurements had been confirmed, we could then
use one petiole stem (around 5 cm in length) per plant. This petiole was cut under water to avoid the induction
of artificial air embolism during leaf excision, as recommended by (H. Cochard pers. comm.). Petiole samples
were then taken from the greenhouse to the laboratory, while still under water thereafter the preparation of
samples for the conductivity measurements was initiated. Sample preparation involved tight constriction of the
leaf petiole with Teflon® rubber and then cutting of the terminal leaflet under water to allow water to flow
through the petiole xylem without the induction of leaflet resistance. Once the five petiole stem sample had all
been prepared, they were slowly and carefully inserted into the manifold device, without providing the relief
of experimental water constraint induced loss of hydraulic conductivity. The next step involved the tight and
careful attachment of collars at the leaf petiole stems to the manifold device. We measured only five samples
each time to avoid hydraulic circuit resistance in both the Xyl’em® apparatus and in the manifold device that
could have interfered with conductivity measurements (H. Cochard pers. comm.). For each leaf petiole, the
initial sample conductivity (Kj.;) was measured with an ionic solution of 10 mM KCI and 1 mM CaCl, which
was introduced by perfusion in the leaf petiole. K;,; was first determined, after the sample was flushed with a
high pressure flow (> 2 MPa) for two seconds to determine the maximal conductivity of the leaf petiole
sample. K.x Was then determined by three repeated measurements, with each individual K, measurement
was separated by high pressure flow flushing (during 30, 60 and 120 seconds respectively). The mean value of

these three K.x measurements was used for PLC calculations as follows:

PLC =100 x (1 — Kint/ Kinax)

Statistical analysis

R 2.14.2 software was used to analyze our data (R Development Core Team, 2011). All data were checked for
a normal distribution (Shapiro test) and homogeneity of variance (Bartlett test). The dataset from the
measurements was subdivided in terms of the different levels of water constraint and analysed separately, in
order to identify population differences for each variable tested. Firstly, Kruskall-Wallis tests were conducted

115



to assess the effect of populations on the variables tested among each level of water constraint. Thereafter,
population differences within each level of water constraint were sought by multiple comparisons using
pairwise Wilcoxon rank-based-test comparison with Bonferroni corrections for P-values. This procedure was

used because of non-normality of data and non-heteroscedasticity of variance.

Results

Predawn leaf water potential

Plant predawn water potential (y,4), reached the desired target ranges of water constraint (Fig. 1a). The only
exception was in the MLA population which did not differ in ypq between the attempts to apply the least
severe and intermediate levels of water constraint. In the absence of water constraint application all ash plants
did not reach 0 MPa as expected. Instead all plants showed values around -0.5 MPa (Fig.1a), although the
plants were well watered at that time. No significant differences were found among population and across

levels for plant predawn water potential (pairwise Wilcoxon-test comparisons, P-values < 0.05).

LMA

Mean LMA values measured for whole leaves (N = 5 per population), ranged from 80 to 100 g m?2 (see
Tablel). Only SDYE population had a significant higher value of LMA compare to other populations

(pairwise Wilcoxon-test comparisons, P-values < 0.05 Table 1).

Hydraulic conductivity

The mean values of PLC started at less than 5% in well watered plants (SGO: 2.81 + 2.37, TAV: 4.85 + 4.85,
SDYE: 1.78 + 1.3, MLA: 3.29 + 1.72 Mean PLC +/- SE) but increased up to almost 70 % at the most severe
level of water constraint (Fig. 1b). Upon exposure to that level, the SGO population had the highest mean
value of PLC of 71.3 + 5.6 %. MLA had the lowest PLC values of 22.11 + 11.16 % while hybrid individuals
remained, intermediate with mean of 42.08 £ 11.7 % and 44.22 + 9.5 % for SDYE and TAV ash hybrid

population (Fig. 1b). Nonetheless, these PLC values did not differ statistically among the different ash’s
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populations for all levels of water constraint severity (pairwise Wilcoxon-test comparisons all P-values > 0.05,

Fig. 1b).
Gas exchange

In terms of gas exchange, mean assimilation values ranged from 9 to 15 pmol CO, m? s, in the absence of
water constraint. Whereas MLA trees had the highest values, and this population is statistically different from
SGO and SDYE populations (pairwise Wilcoxon-test comparison, P-value = 0.016). SGO and SDYE showed
mean values close to 9 pmol CO, m? s™ in mean in the lowest severity of water constraint (Fig. 2a), and TAV
populations remained intermediate in terms of assimilation at this stage. When we implemented water
constraint the mean assimilation values of all populations became similar at 6 umol CO, m? s* (Fig. 2a),
except for SDYE trees, which exhibited the highest values (7 pmol CO, m? s™). At the most severe level of
water constraint, assimilation values were close to 0 pmol CO, m? s (Fig. 2a). No significant population
differences among the populations in terms of the assimilation measurements during water constraint (pairwise
Wilcoxon-test comparisons, all P-values < 0.05 see Figure 1a). In terms of gs measurements without water
constraint, the ash populations were ranked in a same manner as for the assimilation values (Fig. 2b).
Specifically MLA trees exhibited the highest and significant different values (pairwise Wilcoxon-test
comparisons, P-values = 0.048 see Fig. 2b) of stomatal conductance with a mean of 0.5 mol H,0 m? s™.
SDYE and SGO had the lowest mean values, 0.28 mol H,0 m? s in mean. During water constraint, SDYE
have higher but not significantly different gs from other populations. At the last step of water constraint
stomatal conductance values were close to 0 mol H,O m™? s™ for all ash populations (Fig. 2b). No significant
differences were revealed among all populations and across all levels of water constraint severity for the

stomatal conductance values (pairwise Wilcoxon-test comparisons, all P-values > 0.05).

Mean values of intrinsic water use efficiency (WUEi) were for SGO: 40.51 + 5.45 pmol CO, mol H,0!, TAV:
44.06 £ 6.73, SDYE: 39.63 + 4.14, and MLA: 33.85 = 3.42 in the absence of water constraint (Fig. 2c).
However MLA WUEi value raised at most severe level of water constraint to 80 pmol CO, mol H,O™ (Fig. 2c)
while the trees from other populations retained values of WUEi close to 50 umol CO, mol H,O™ at the most
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severe level of water constraint (Fig. 2c). Nonetheless, no significant differences among all populations or
across all levels of water constraint severity were found for WUEi (pairwise Wilcoxon-test comparisons, all P-

values > 0.05).
Chlorophyll fluorescence

Mean values of the Fv/Fm ratio were between 0.82 and 0.83 for ash trees subjected to water constraint (see
Fig. 1d) (SGO: 0.83 £ 0.004, TAV: 0.82 + 0.003, SDYE: 0.82 £ 0.01, MLA: 0.83 + 0.04). There was a slight
decrease of Fv/Fm ratio at the most severe level of water constraint (SGO: 0.79 + 0.02, TAV: 0.76 £ 0.02,
SDYE: 0.75 £ 0.03, MLA: 0.76 + 0.01 Fv/Fm ratio + SE). No statistical differences across the different levels
of water constraint and between ash populations were found (pairwise Wilcoxon-test comparisons, all P-

values > 0.05).
Discussion
Comparison of water constraint response of F.excelsior and F.angustifolia

F.excelsior and F.angustifolia species are represented by SGO and MLA populations (see Table 1),
morphology was not different based on leaves measurements (LMA), we did not observe strong difference in
both size and shape on theses 2 species at a tree level during growth in common garden (pers. obs.). SGO and
MLA populations did not differ in their efficiency to use water. WUEi values are relatively low for both SGO
and MLA populations and more generally for trees (e.g. Fagus sylvatica WUEi = 70 to 110 pumol CO, mol
H,O m2 s™ Duquesnay et al. 1998). SGO and MLA populations neither differ in terms of assimilation and
stomatal conductance even though both species did not exhibit same assimilation values (9 to 15 pmol CO, m’
2 s respectively) in and stomatal conductance (0.28 to 0.5 mol H,O m? s™ in mean respectively) in well
watered conditions. However this point should be reassessed because we work with a reduce number of
individuals for each species. Considering water constraint effect, both populations has the same behavior in
gas exchange measurements suggesting that these two ash species are closely related, which is confirmed by

phylogenetic analysis (Hinsinger et al. 2013 in prep.). In addition no difference was unveiled between these
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two species for PSII photosystem in both well watered and water constrained situation. Despite the insights of
assimilation and stomatal conductance measurements without water constraint, it seems that both species
shares an identical photosynthetic apparatus, thus metabolic differences (e.g. maximal rate of carboxylation:
Vemax @and/or maximal rate of electron flow: J..x) Should explain the different values recorded in our study.
Based on loss of hydraulic conductance values from this experiment, MLA population is tolerant to hydraulic
failure; on the contrary SGO population is sensitive to hydraulic failure. As a positive point for SGO and MLA
populations in a climate change context, we did not reach lethal threshold of PLC values (i.e. : 80%, Tyree et
al. (2002, 2003) and Kursar et al. (2009) suggesting stronger water constraint to ensure lethal hydraulic failure
in ashes. These different sensibilities to loss of hydraulic conductivity could be based on xylem anatomical
difference in both species, however a quick search in InsideWood® database (Wheeler, EA. 2011), reveals
only small wood anatomical differences between F.excelsior and F.angustifolia species (3 criterion differs
across 29). Remarkably, F.excelsior and F.angustifolia differs in mean xylem vessel diameter (F.excelsior 50-
100um and F.angustifolia 100-200um) that could potentially explain the gs values between them. PLC results,
are in opposition with what have been previously reported for the two ash species in which F.excelsior is
considered drought tolerant; Lemoine et al. 2001) while F.angustifolia was considered more flood tolerant
(Jaeger et al. 2009). Further investigation is thus needed to confirm or infirm hydraulic risk of these ash
species. In conclusion, looking to water constraint response, we could see that both species have a same
behavior (reducing A, gs), but shows a tendency to express not the same level of leaf embolism susceptibility
for a same (y,qg) Value, suggesting a differential approach in water limited situation. This tendency should be

taken into account in a global change perspective for these two species.

Ash hybrid populations water constraint response

Hybrid zones could promote emergence of new individuals that are more suited to environmental hazards.
Hybrids individuals could serve as a reservoir of genetic variability, on which phenotypic plasticity is linked.
Furthermore there is plenty of evidence of heterosis effect on hybrids plants (Rieseberg et al. 2000).

Hybridization process by introgression has been noticed several times in ash (Gérard et al. 2006b, Fernandez-
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Manjarres et al. 2006, and Gérard et al. 2012). One of our major goals for this work was to evaluate their
performance regarding to F.excelsior and F.angustifolia. We do not observe a heterosis effect or a better
response on our ash hybrid populations, on our ecophysiological measurements, except in one case (A and gs
under water constraint for the Loire population SDYE Fig. 1a). We had rather an intermediate response for
most of traits that have been investigated here, with sometimes high variability (e.g. SDYE assimilation value,
Fig. 1a). Despite this lack of exhibited phenotypic superiority in our ash hybrid population, the variability they
exhibit could serve as insurance against catastrophic stand decline in a climate change scenario. However, we
used only using French localised hybrids tree , which are often highly back-or intercrossed, (Fi,F»,...) but
represent hybrid generations occurring in stable populations (Carney et al. 2000). Thus, further
experimentation is needed with controlled F1 hybrids crosses to confirm ash hybrid population’s potential in
dryer conditions and their genetic basis. Some chloroplasts traits were found to have a maternal inheritance in
ash (F.exceslsior Morand-Prieur et al. 2002), so looking at the heritability of ecophysiological features linked

to their genetic basis make sense in F1 hybrids.

Advantages and drawbacks of measuring PLC on leave petioles

PLC measurements on leaf petiole are fast, efficient and offer more repeatable measurements than other
embolism measurements methods (e.g. vulnerability curves VC thereafter), that use branch segments and so
are more destructive. This type of technique has also an advantage that it could be carried out on young tree.
Furthermore assessing loss of conductivity in petiole xylem makes sense, as a study demonstrate that Ke is
positively correlated with embolism at the plant level (e.g. Pso , Nardini et al. 2012). Thus this type of
measurements could be used as a proxy for evaluating rapidly embolism level in living tree without the
confounding effect resulting from branch excision injury. More generally, on the relationships between
hydraulic failure and water deficit, the PLC values we recorded should be counterbalanced in the light of two
phenomenon linked to xylem dysfunction events. On a first hand, there is now abundant evidence in the
literature that many plants are able to refill xylem conduit (Hacke & Sauter, 1996, Salleo et al. 1996, Salleo et

al. 2004, Konrad et al. 2005, Nardini et al., 2008, Brodersen et al. 2011), so a given values of PLC at a precise
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time point did not indicate that xylem tissues are definitely useless for sap transport. On the other hand, there
are also many papers dealing with “cavitation fatigue” concept (i.e. a unique xylem conduit could not be
refilled infinitely, Hacke et al. 2001, Stiler et al. 2002, Hacke et al. 2003). These authors showed that
‘cavitation fatigue’ is linked with increased xylem permeability to air, consequently to successive cavitation
events. As it has been shown that many woody species appeared to operate with relatively high PLC values
throughout the growing season (Hargrave et al. 1994; Sperry et al. 1994; Tognetti & Borghetti 1994; Magnani
& Borghetti 1995). This seasonality of PLC values restricts the usage of petiole as an embolism-proxy, as
leaves could experience several events of water deficit-induced loss of conductivity. More PLC leaves-based
measurements and comparison with branch PLC should be carried out to confirm that PLC leaves-based
measurements could be considered as a real proxy of embolism-level in the whole plant because there is

controversy in the literature.

Finally our results should be interpreted in the light of a tradeoff between high cavitation resistance and
resilience after hydraulic failure event (Meinzer & McCulloh, 2013). Even if this last assumption needs more
experimental evidences, we could consider that traditional approaches to characterizing the vulnerability of

tree to hydraulic failure events may need to be reassessed in the light of this tradeoff.

Perspectives

On a methodological point of view, as a first attempt for PLC measurements on petiole, it has been found
reliable even if the relevance with whole hydraulic status of tree needs more experimental evidence. The
methodology needs further material improvements (e.g. debimeter design), to become a standardize procedure.
A future possibility in studying ashes resistance to cavitation is the establishment of vulnerability curves (VCs,
i.e. PLC in function of xylem pressure; see Delzon et al. 2010 for details) with the CAVITRON technique, a
centrifugation-based technique described by (Cochard et al. 2005). VCs seemed to be very characteristic of a
given species (Melcher et al. 2012) and gives an insight of the drought tolerance and or resistance among
closely related species (Poot & Veneklaas 2013). Ashes species complex (F.excelsior, F.angustifolia and
hybrids individuals) should be evaluated via this criterion, as soon as a technical solution has arisen for
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implement VCs curves for species that have greater than 2m long xylem vessels, as it’s the case for ashes
(Cochard 2002). More precise information on embolism formation should be gained through this technique
and potential different shape (R or S) of vulnerability curves should be found. On the drought response in
ashes, our results are in accordance with those of Guicherd et al. 1997 on common ash being able to cope with
extreme leaf water potentials as low as — 4.0 MPa .Our results extend this ability to cope with low water
potential to F.angustifolia and hybrids. However all ashes populations have a tendency to have not the same
amount of PLC for a same leaf water potential, this could be explained by a potential organ-based embolism as
it has been shown in F.excelsior by Cochard et al. 1997. Exploration of embolism formation in several part of
F.angustifolia and hybrids trees should unveil clues about our observed inconsistence between PLC and leaf
water potential measurements. Carbon starvation risk for ashes dieback should be assessed too, in F.excelsior
and F.angustifolia and hybrid for longer water constraint, to gain a more comprehensive view of which
mechanism (i.e. carbon starvation or hydraulic failure) is more likely to trigger mortality events in forest

stands with ash tree as little information is available for this species complex.
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Table 1. Stand characteristics of the studied Fraxinus populations. The indicated abbreviations will be used in the text to
refer to the populations. (GPS coordinates, altitude is in meter above sea level). LMA (Leaf mass per area) value is given
as mean +/- SE (N = 5) statistical difference are indicate by different superscript letters (Wilcoxon pairwise comparison

implemented with Bonferroni correction for P-values).

Abbreviation

SGO

TAV

SDYE

MLA

Locality name

Geographical

Saint-Gobain

49.36°N 3.23°E

Tavaux

47.05°N 5.38°E

Saint Dyé

47.69°N 1.56°E

Mas Larrieu

42.35°N 3.02°E

position

Altitude (m) 80 190 50 10
Climate type Temperate Temperate Temperate Mediterranean
Status in  the Fraxinus hybrid hybrid Fraxinus
species complex excelsior angustifolia
Leaf Mass per

areagm® 87.64 + 9.26° 82.49 + 0.66° 102.64 + 3.88" 96.49 + 7.66°
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Figure 1: All values are displayed function of drought stress applied. These different levels of water constraint are
referenced as follow 1: no water constraint, 2: between -1.5 and -2 MPa, 3: -2.5 to -3 MPa and 4: -4 MPa (a) Leaf
predawn potential evolution for ashes used in this experiment. Population acronym is displayed in Tablel. (b) Percentage
of loss of conductivity (PLC) values. All values are mean +/ SE (N = 5) except for the last level of drought stress where N
= 3 for SGO, SDYE and MLA. Different letters indicate different statistical difference (pairwise Wilcoxon-test
comparison implemented with Bonferroni correction for P-values).
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Figure 2. (a) Assimilation mean +/- SE N = 5. (b) Stomatal conductance mean +/- SE (N = 5). (c) Intrinsic water use
efficiency calculated as the ratio of assimilation (A) to stomatal conductance (gs). (d) Chlorophyll fluorescence mean +/-
SE N =5, except for the most severe level of drought stress for which N = 3 for SGO, SDYE and MLA. Different letters
indicate different statistical difference (pairwise Wilcoxon-test comparison implemented with Bonferroni correction for
P-values). The different levels of water constraint are referenced as follow 1: no water constraint, 2; between -1.5 MPa
and -2 MPa, 3: -2.5to -3 MPa and 4: -4 MPa.
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Supplementary material S1: Picture of the manifold device used for PLC measurements.
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V) Discussion générale — Perspectives

V-a) Caractérisation avec ou sans contrainte hydrique des populations de frénes

étudiées

Au cours de nos expérimentations, I'hypothése centrale de ce travail : la vigueur
hybride, ne s’est pas manifestée par la supériorité des populations hybrides sur celles
parentales (F.excelsior ou F.angustifolia). Dans des conditions hydriques optimales aucune
population de fréne hybride, pour aucune variable, ne s’est montrée « supérieure » par
rapport a F.excelsior et/ou F.angustifolia. Ici les hybrides sont plutét intermédiaires comme
ce qui avait été mesuré par Araujo-Calcada (rapport M2 EBE 2009). La population hybride
de Tavaux étant plutét proche de F.excelsior alors que la population hybride de Saint-Dyé
est plus proche de F.angustifolia. Par contre le résultat novateur de nos travaux est que
nous avons pu relier la morphologie, le comportement écophysiologique a la composition

génétique de nos populations hybrides, qui est fonction du taux d’introgression.

Cependant les avantages des hybrides pourraient aller au-dela de la simple « vigueur
hybride ». En premier lieu, en assurant une variabilité génétique qui pourrait servir
d’assurance contre des dépérissements forestiers massifs, par des échanges de genes
réguliers (réle dans la dynamique évolutive du complexe d’espéces).
En effet la tolérance a la sécheresse chez F.excelsior est bien renseignée (Besnard &
Carlier 1990, Marigo & Peltier 1996, Cochard et al., 1997, Lemoine et al., 2001) alors que
de récents travaux ont bien mis en évidence la tolérance de F.angustifolia (Jaeger et al.
2009) a des épisodes de crues. Les populations hybrides pourraient donc posséder a la fois
la tolérance a la sécheresse de F.excelsior et une tolérance aux épisodes de crues de
F.angustifolia. Ces arbres hybrides auraient donc un avantage certain, dans des
environnements fluctuants tel que ceux prédit dans un futur proche (IPCC 2007).
Par nos travaux, nous avons pu obtenir un début de réponse sur cet intérét que pourrait
revétir les hybrides de fréne en populations naturelles, nous avons pu voir au chapitre | que
la population de Tavaux semble étre celle qui récupére le mieux d’un épisode de contrainte
hydrique modére, alors que, au chapitre Il, la population hybride de Saint-Dyé, semble plus
résistante a des stress hydriques forts puisqu’elle maintient des valeurs plus élevées
d’échange gazeux (A, gs). Les deux populations hybrides présentent également des
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comportements intermédiaires face a une contrainte hydrique. Elles seraient donc moins
sujettes a la fois a un risque de dysfonctionnement hydrauliqgue ou de famine carbonée que
les especes parentales. Cependant dans ces deux cas le faible échantillonnage n’a pas
permis d’avoir la puissance statistique nécessaire pour avoir des conclusions définitives sur
ces deux populations hybrides. Un échantillonnage plus important permettra sans doute de
résoudre ce probleme.

De plus, les fréquents croisements entre F.excelsior et F.angustifolia, qui pourraient se
renforcer a cause du changement climatique, permettraient éventuellement de stabiliser la
zone de tension entre F.excelsior et F.angustifolia en permettant I'émergence d’un hybride
« type », plutét qu’'une mosaique d’individus possédant des taux d’introgression variables
comme c’est le cas a I'heure actuelle. Cette mosaique de génotypes (ou d’individus)
possibles rendent la caractérisation de leurs réponses difficile, ce qui a été notre cas dans
cette thése, en raison d’une forte variabilité et d’'un possible biais d’échantillonnage (cf. Fig.
5.). Ce biais, qui est renforcé quand nous mesurons un faible nombre d’'individus, comme

ici, peut fausser 'image que nous avons de chaque population hybride.

Notre thése apporte des tendances et des éclairages sur le comportement de différentes
populations, représentant un gradient éco-génétique, du complexe d’espéce fréne face a
une contrainte hydrique. Nous allons dans cette partie discuter plus en detail les résultats
obtenus dans chaque experimentation par rapport au statut des populations (F.excelsior,
F.angustifolia ou hybride) et essayer d’en dégager des enseignements généraux quant a
leur comportement en situation de contrainte hydrique.

Notre premiere expérimentation s’est focalisée sur les échanges gazeux et l'efficacité

d’utilisation de I'eau. Nous avons dans un second temps suivi I'expression de genes via une
approche cDNA-AFLP. La contrainte hydrique fut légere (Ypq : -0,9 MPa) mais néanmoins

suffisante pour induire une réponse a la fois sur les échanges gazeux et au niveau de
'expression génétique (ARNm). Durant cette contrainte nous avons pu mettre en évidence

un comportement different entre nos populations de frénes.

Les deux populations de F.excelsior testés dans cette expérimentation montrent un

fonctionnement photosynthétique « constant», qui ne semble pas étre affecté par la
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contrainte hydrique. Les valeurs moyennes d’échange gazeux sans contrainte hydrique
(moyenne et erreur standard, A La Preste : 9,09 £ 0,42 SGO : 10,48 + 0,44 umol CO, m?2 s
! et gs La Preste : 0,12 + 0,008 SGO : 0,13 + 0,006 mol H,O m2 s™) ou avec contrainte
hydrique (A La Preste : 8,13 + 0,09 pmol CO, m? s Saint gobain : 6,5 + 0,15 et gs La
Preste 0,09 + 0,008 Saint gobain : 0,07 + 0,02 mol H,O m? s?) ne différent pas
statistiguement (pour toutes les variables A, gs, WUEI) aprés une levée de la contrainte
hydrique durant 3 jours (valeurs A La Preste : 9,75 = 0,012 Saint gobain : 9,97+ 0,02 pmol
CO, m2s™ et gs La Preste : 0,13 + 0,006 Saint Gobain : 0,16 + 0,023 mol H,O m2 s™). Leur
WAUEI ne varie que peu (moyenne de WUEi d’environ 85 a 105 pmol CO, mol H,0), et nous
ne trouvons pas de réelles différences (A, gs, ou WUEI) entre les populations de F.excelsior
de montagne (La Preste) et celles de plaine (Saint Gobain).

Concernant les populations hybrides étudiées, nous n’avons pas mis en évidence un
meilleur fonctionnement sous contrainte hydrique, que ce soit par rapport a F.excelsior
(Saint Gobain) ou F.angustifolia (La Mole). En fait leur fonctionnement sous contrainte
hydrique reste intermédiaire, les deux populations hybrides étant plus affectées par la
contrainte hydrique que celle de F.excelsior, mais moins que ceux de F.angustifolia.
Cependant la population hybride de Saéne (Tavaux) réagit mieux au bout d’une période de
réarrosage de 3 jours que celle de Loire puisque ses valeurs d’échange gazeux sont
comparables a celles quelles étaient avant [lapplication dune contrainte
hydrique,(gs Tavaux : 0,18 + 0,017 mol H,O m2 s avant contrainte hydrique, et Tavaux
0,20 + 0,08 mol H,O m? s™* aprés réarrosage) ce qui n'est pas le cas des hybrides de Loire
(gs : Saint-Dyé : 0,21 + 0,05 mol H,O m? s avant contrainte hydrique et Saint-Dyé 0,14 +
0,05 H,O m2 s™ aprés réarrosage).

Contrairement a F.excelsior (Saint Gobain), les deux populations de F.angustifolia (La Mole
et Mas Larrieu) testées ici, sont affectées par une contrainte hydriqgue légére. Leur
photosynthese ainsi que leur conductance stomatique sont grandement réduites, alors que
leur WUEI sous contrainte augmente fortement (valeurs moyenne WUEI avant contrainte
Mas Larrieu : 58,37 + 3,82 Nidoleres : 58,94 = 9,64 pmol CO, mol H,O, WUEIi pendant
contrainte Mas Larrieu : 123 = 6,22 Nidoleres: 131 * 6,91 pmol CO, mol H;0). Cette

augmentation de WUEI indique une capacité a dépenser moins d’eau (gs) pour une
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assimilation (A) donnée sous contrainte hydrique (i.e. dépenser moins de molécules d’eau
par molécules de carbone gagneé).

Cependant, bien que F.angustifolia améliore son fonctionnement sous contrainte hydrique
(WUEI augmente), la contrainte hydrique a un effet plus durable chez F.angustifolia, car les
valeurs de A et gs ne reviennent pas a leurs valeurs de départ méme aprés une période de
3 jours sans restriction d’apport d’eau (valeurs A avant contrainte Mas Larrieu : 15,11 +
0,68 Nidolerés : 13,46 + 0,95 pmol CO, m2 s™ et gs Mas Larrieu : 0,27 + 0,02 Nidolerés :
0,29 + 0,05 mol H,O0 m? s valeurs aprés réhydratation A Mas Larrieu: 12,64 + 0,02
Nidolerés : 11,41 + 0,03 pmol CO, m? s et gs Mas Larrieu : 0,18 + 0,02 Nidolerés : 0,13 +
0,02 mol H,0 m2 s™).

Au final on peut résumer le comportement de F.excelsior vis-a-vis d’une contrainte hydrique
comme plutdt isohydrique (potentiel de base similaire quelles que soient les conditions
hydriques) (Tardieu 1993) et celui de F.angustifolia comme anisohydrique (potentiel
hydrique et transpiration variable suivant les conditions hydriques) (Tardieu & Simmoneau
1998).

Le fait d’étre isohydrique pour une plante présente des avantages évidents, cela permet
d’éviter que le potentiel de xyléme (yx) atteigne des valeurs critigues dans un
environnement fluctuant (VPD, eau du sol,...etc.), et donc par conséquent cela prévient tout
risque d’embolie. Ceci est d’autant plus vrai pour les organismes ligneux chez lesquels la
récupération d’événements d’embolie peut revétir un cout énergétique tres élevé (Lovisolo
et al., 2008). On observe plutét une tendance a l'isohydrie chez les espéces arborées
(Bucci et al., 2005, Fisher et al., 2006).

Les avantages de I'anisohydrie sont moins évidents puisque les plantes sont plus exposées
a un risque accru de cavitation (potentiel de xyleme yy trop négatif). Cependant I'avantage
de ce mode de contrble du contenu en eau de la plante, est de conférer un comportement
plus opportuniste et donc permet de maximiser les échanges gazeux quand les conditions
sont les plus favorables (e.g. milieu tropical Kumagai & Porporato 2012), ou en cas de
stress environnemental modéré (Pou et al., 2012). Par ailleurs il a été mis en évidence chez
plusieurs espéces I'existence de nombreux cycles de récupération journaliere de I'embolie
(e.g. Plantago major L. Milburn 1974, Fraxinus americana L., Acer rubrum L., Picea rubens
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Sarg. Zwieniecki & Holbrook 1998, Clearwater & Clark 2003, Simarouba glauca D.C.
Brodribb & Holbrook 2004). Ce type de comportement hydrique est présent chez certains
arbres I'amandier (Prunus dulcis L.) et le chéne de Palestine (Quercus calliprinos L.
Wartinger et al., 1990, Klein et al., 2013) mais n’est pas systématique (Cochard et Delzon
2013). Enfin, il semblerait que ce comportement anisohydriqgue confére une meilleure
tolérance a une contrainte hydrique (capacité a maintenir ses stomates ouverts plus
longtemps), comme I'a montré Mereu et al. (2009) sur une espece arborée du milieu
méditerranéen (Filaire a large feuille Phylerria latifolia L.).

Concernant les populations hybrides étudiées, elles adoptent une stratégie plutot
intermédiaire entre isohydrie et anisohydrie pour faire face a une contrainte hydrique entre
les deux stratégies extrémes de F.excelsior et de F.angustifolia. Cependant ce
comportement « intermédiaire » semble étre la résultante de I'hybridation. Néanmoins, il
existe un continuum entre un comportement isohydrique et anisohydrique au sein d’'une
méme espece (Turner et al.,, 1984). De plus cette catégorisation des plantes peut étre
réversible, ainsi il a été montré que sous différentes conditions, et méme pendant la saison
de végétation, la vigne (Vitis vinifera L.) peut avoir des comportements isohydrique ou
anisohydrique (Chaves et al., 2010).Ces comportements semblent donc étre dépendant des
conditions environnementales auxquelles la plante est ou a été préalablement exposée

(e.g. trait d’histoire de vie) (Lovisolo et al., 2010).

Pour conclure, les populations de F.angustifolia et la population de Loire sont les plus
sensibles a un risque de limitation d’entrée de carbone car ce sont ces populations qui sont
le plus affectées en termes d’échanges gazeux par une contrainte hydrique. De plus, méme
apres 3 jours de disponibilité en eau importante, elles ne récupérent pas intégralement leurs

valeurs d’échanges gazeux sans contrainte hydrique.

V-b) Risque hydraulique des populations de frénes étudies

Apres avoir obtenus des indications sur les comportements sur de jeunes plants avec
une contrainte hydrique légere (Ypg moyen min -0,9 MPa), nous avons voulu nous

intéresser a une contrainte hydrique plus forte pour induire des phénomenes de cavitation
sur des arbres parmi les trois catégories que nous voulions examiner (F.excelsior,

F.angustifolia et des arbres issus de populations hybrides).
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Le degré de cavitation a été mesuré via la perte de conductivité hydraulique (PLC) du
xyleme foliaire. Nous avons concentré notre étude sur quatre populations (F.excelsior :

Saint Gobain, F.angustifolia: La Mole, et les mémes populations hybrides que
préecédemment). Seuls les résultats de la contrainte hydrique maximale (Wpq : - 4MPa) vont

étre discutés.

D’aprés nos résultats la population de F.excelsior semble trés sensible a 'embolie, puisque
elle atteint des valeurs moyennes de PLC de 70% (71,30 + 9,45 %). Les populations
hybrides sont de nouveaux intermédiaires au niveau de I'embolie les valeurs de PLC sont
proche de 40% en moyenne (Tavaux : 44,23 + 5,59 % Saint Dyé : 42,09 £ 11,69 %). Les
individus de F.angustifolia semblent quant a eux plus résistants a I'embolie, car méme au
plus fort de la contrainte hydrique, ils n’atteignent que des valeurs de 20% en moyenne
(22,11 + 11,16 %). F.angustifolia est donc plus résistant a 'embolie que ce nous attendions
(espece bien que méditerranéenne vivant dans des zones a forte disponibilité en eau i.e.
prés des cours d’eau).

Pour conclure il est surprenant de voir, étant donné son écologie, F.angustifolia moins
sensible que F.excelsior a la perte de conductivité hydraulique (foréts de ripisylve : Marigo
et al., 2000). Ces résultats peuvent s’interpréter soit (i) par une moindre sensibilité a la perte
de conductivité hydraulique qui reste a confirmer (i) ou un phénomene de re-remplissage
des vaisseaux de xyléme qui serait plus performant chez F.angustifolia que chez
F.excelsior. Cela reste néanmoins a démontrer de maniére formelle chez ces espéces et
avec des méthodologies adaptées, car il s’agirait vraisemblablement d’'un artefact de
mesure (Cochard & Delzon 2013).

Nous avons pu mettre en évidence des comportements physiologiques différents entre
F.excelsior et F.angustifolia vis-a-vis d’une contrainte hydrique. Ces différences de
comportement physiologique semblent étre dles a des ajustements métaboliques, plus qu’a
des différences génétiques ou d’équipement photosynthétique. Nous ne sommes pas allés
plus en avant pour expliciter sur quelles bases métaboliques ces différences de
comportement écophysiologique sous contrainte résidaient. Cela reste a déterminer par de

futures études sur le complexe d’espéce fréne.
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Sur ces aspects de contraintes hydriques, il reste difficile malgré nos expérimentations de
conclure sur une différence de résistance a une contrainte hydrique chez ce complexe
d’espéce a l'aide des populations échantillonnées. Ceci en raison de certaines mesures
acquises lors de nos deux expérimentations qui sont contradictoires, (e.g. une relative
résistance de F.excelsior a la contrainte hydrique dans le chapitre | et une grande sensibilité
de F.excelsior a la perte de conductivité hydraulique dans le chapitre Il). Pour ce dernier
point, 'organe sur lequel a été mesuré la perte de conductivité hydraulique (feuille) peut
étre sujette a caution, car il existe des exemples ou les arbres préferent sacrifier leur feuilles
pour éviter un phénoméne d’embolie généralisé (e.g. Rood et al., 2000). Si les
pourcentages de perte de conductivité different largement entre branche/tronc et feuilles,

cela pourrait remettre en cause nos conclusions.

Ces résultats obtenus sur la perte de conductivité hydraulique lors d’'une contrainte hydrique
forte sont d’autant plus surprenants que les deux especes sont proches sur le plan
anatomique (Wheeler 2011, Inside Wood database). Ces différences de résistance a une
perte de conductivité hydrauligue ne semblent donc pas basées sur des différences
anatomiques (Hacke et al.,, 2001). Une caractérisation anatomique fine a ['échelle
microscopique pourrait néanmoins permettre d’apporter des éléments de réponse sur cette
différence de sensibilité a 'embolie.

Ceci pourrait étre intéressant car il semblerait que I'anatomie du bois de F.angustifolia
possédent une certaine plasticité, par exemple confronté a un excés d’eau les vaisseaux de

xyleme sont modifiés (aire de la section des vaisseaux de xyleme : Ballesteros et al., 2010).

V-c) Généralisation sur les aspects de contrainte hydrigue-limites des choix

méthodologiques

Les réponses a une contrainte hydrique impliquent toutes les échelles (organisme,
organe, cellules...). Cependant, méme les réponses a une contrainte hydrique a 'échelle
cellulaire restent actuellement néanmoins difficiles a expliciter (Pinheiro & Chaves 2010) en
raison du feedback et de I'activation ou de linactivation de certaines voies métaboliques
(Krasensky & Jonak, 2012). Il a été montré par exemple que le fonctionnement stomatique
dépend d'une combinaison multiple d’hormones (auxine, cytokines, éthyléne, acide
salicyligue) et du degré de leurs interactions respectives (Acharya & Assmman 2009,
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Wilkinson & Davies 2010). Et il semblerait que méme Il'acide abscissique, hormone
largement impliquée dans le cadre d’une réponse a une contrainte hydrique, peut avoir un
réle « d’agent double » en induisant une réponse positive (maintenance de synthése des
aquaporines) (Parent et al., 2009) et une réponse négative (fermeture des canaux des
aquaporines) (Hose et al.,, 2000). La compréhension de I'homéostasie cellulaire sous
contrainte hydrique commence tout juste a émerger (Pinheiro & Chaves 2010).

Comme détaillé en introduction de ce manuscrit, les réponses a une contrainte hydrique
peuvent étre trés complexes a explorer et ce, méme sur des organismes modeles (i.e.
Arabidopsis thalianna Rizhsky et al., 2004). Par ailleurs, il subsiste un manque de
comparabilité entre les différentes études qui se sont intéressées aux réponses
d’organismes a une contrainte hydrique (Jones 2007, Pinheiro & Chaves 2010).

Ces réponses a des événements de secheresse sont par ailleurs encore plus difficiles a
appréhender pour des organismes comme les arbres forestiers qui sont par leurs
caractéristiques (longévité, taille,...) des organismes moins étudiés que les herbacées
(Linhart 1999). De plus les organismes modeles (Arabidopsis thaliana L.) ne peuvent étre
utilisés comme organisme de « substitution » pour étudier leur réponses a une sécheresse,
certains mesures anatomiques étant liées a la taille des organismes considérées (e.g.
vaisseaux de xyleme Tixier et al., 2013). Pour renforcer ce manque de prédictibilité de la
réponse a la sécheresse des arbres forestiers, certains épisodes de sécheresse continuent
a affecter les arbres plusieurs années aprés I'événement initial (Bigler et al., 2007,
McDowell 2008).

De plus nous ne pouvons prétendre avoir reproduit exactement en conditions controlées les
contraintes hydriques de nature climatique que peuvent subir les arbres forestiers, ce qui
limite la portée de nos résultats. Dans la réalité du terrain, la limitation de la disponibilité en
eau du sol est généralement liée a d’autres types de contraintes (température éleves,
ensoleillement, UV, VPD?#, etc...) qui se surimposent a la contrainte hydrique seule
(Passioura 2007, De Boeck et al., 2010). Ceci rend en général un évenement de
secheresse climatique unique, de par lintensité différentielle des composantes de

'événement de sécheresse, et par conséquent difficile a reproduire expérimentalement,

2 Vapour Pressure Deficit ou Déficit de pression de vapeur (DPV) est la différence entre la quantité d’humidité dans I'air
ambiant par rapport a la quantité d’humidité que I'air ambiant peut contenir lorsque celui-gi en est saturé.
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guand plus de deux facteurs interviennent (e.g. lumiére et déficit hydrique : Mittler 2006). De
plus, la période de végétation (débourrement, floraison, etc...) durant laquelle la plante va
subir une contrainte hydrique est parfois plus déterminante que l'intensité de la contrainte

hydrique elle-méme (Passioura 2007).

Il en découle que I'extrapolation de nos résultats reste a étre établie car nous avons travaillé
sur des arbres jeunes (6 mois et 3 ans) qui ne refletent peut étre pas le comportement
physiologique d’arbres adultes, comme l'ont montré des études sur les différences de
photosynthese entre arbres adultes et jeunes plants (Thomas & Wienner, 2002, Ishida et
al., 2005). Cette hypothése d’un fonctionnement physiologique différent entre adultes et
jeunes plants peut étre renforcé dans notre cas d’étude par le fait que I'on observe une
inversion du nombre de folioles chez les deux especes de frénes a différents stades de
maturité (i.e. F.excelsior a moins de foliole au stade plant que F.angustifolia alors qu’au

stade adulte F.excelsior a plus de folioles que F.angustifolia).

V-d) Aspects novateurs de notre étude

Le travail effectué ici est novateur sur plusieurs aspects de par l'interdisciplinarité du
projet, car nous avons pu mettre en évidence un lien étroit entre la morphologie, les
caractéristiques écophysiologiques, la réponse a une contrainte hydrique et le degré
d’introgression respectif de chaque population ainsi que [I'expression de certaines
séquences geénétiques. Ces séquences correspondent a des genes qui sont liés a certaines
protéines clefs du métabolisme (Protéine ribosomale 60S, sous unité 1B de la Rubisco), et
certaines pourraient étre liées a la réponse a une contrainte hydrique tels des Ferrédoxine
NADP+ réductase qui jouent un role dans la derniere étape de la chaine de transfert

d’électrons (Ferrédoxine =» NADP+) lors de la photosynthése (Lintala et al., 2009).

A notre connaissance notre étude est la plus compléte proposée sur les réponses a une
contrainte hydrique chez le fréne. Cependant, nous n’avons pas pu obtenir de différences
significatives entre populations de fréne sur la majorité des traits que nous avons étudiée.
Ce projet a fait naitre des synergies entre deux disciplines : 'écophysiologie et la génétique
et devrait permettre, dans de futures études, de faire émerger des problématiques ainsi que
des résultats novateurs.
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Les cing nouvelles séquences déposées dans Genbank® sont intéressantes a plusieurs
titres, car elles correspondent a des séquences qui sont spécifiques a deux populations de
fréne hybride (Saint-Dyé : E41MseC-285, E41MseC-356, Tavaux E41MseC-372) et a
F.angustifolia (La Mole : E41MseC-266, E41MseC-446 cf. Chapitre I).

En plus de renforcer I'arsenal de détection des événements d’hybridation chez le fréne, ces
séquences de cDNA pourront éventuellement permettre un suivi dynamique de I'’hybridation
de F.angustifolia chez F.excelsior, en détectant I'introgression de F.angustifolia dans les

populations naturelles de frénes.

V-e) Comportement et dynamique des especes de frénes et leur hybrides dans une

perspective de changement climatique

Ce qui est attendu avec le changement climatique a venir, est une remontée en
latitude de la zone hybride telle qu’elle existe actuellement en France au vu des variables
climatigues qui limitent F.angustifolia (température minimum, Gérard et al., 2012).
Parallelement a cette remontée, F.angustifolia devrait conquérir plus d’habitats écologiques
qu’il n‘occupe actuellement du fait de sa plus grande compétitivité lors des premieres
années (croissance) et du caractére plastique qu’il a montré lors des expérimentations de

contrainte hydrique que nous avons menées.

Le climat étant un des principaux facteurs limitant I’hybridation (Fernandez-Manjarrés et al.,
2006, Gérard et al., 2012), cette remontée de F.angustifolia plus au nord aura également
pour conséquence la formation de nouvelles populations de frénes hybrides par contact
avec des populations (ou génotypes) n’ayant auparavant pas connu d’événements

d’hybridation, et donnant lieu a leur tour a de nouvelles ressources génétiques.

Il reste difficile a 'heure actuelle de prévoir comment F.angustifolia va se comporter vis-a-
vis d’un déficit hydrique, au vu de la faible quantité d’informations (écologique) disponibles
pour cette espéce (e.g. distribution géographique Gérard et al., 2012). D’aprés nos résultats
F.angustifolia semble relativement plastique et tolérant a une contrainte hydrique forte
(valeurs de PLC a - 4 MPa cf. Chap. Il), méme s’il met plus de temps a retrouver un
fonctionnement physiologique « normal » que F.excelsior une fois la contrainte hydrique
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terminée (cf. Chap. I). Un exemple de sa plasticité écologique se manifeste en Australie ou
F.angustifolia a été introduit et s’est répandu a partir de plantations urbaines. Il est a '’heure
actuelle considéré comme espece invasive dans le sud de I'Australie, ou il est qualifié de

« Desert ash ».

Concernant les populations de frénes hybrides nous avons observé des caractéeres
intermédiaires pour les populations étudiées. A I'échelle de la France il existe une mosaique
de populations hybrides de fréne. De plus il est impossible d’établir a 'heure actuelle de
guelle génération sont issus les hybrides de fréne que nous avons utilisés (i.e. F1 ou autre
génération ?). Car si les séquences microsatellites disponibles sont efficaces pour détecter
'hybridation au niveau populationnel, elles le sont beaucoup moins au niveau individuel
(Gérard, 2006 These), en raison de fréquents rétrocroisements et de la persistance
d’individus hybrides dans certaines localités (e.g. Vallée de la Loire, Gérard et al., 2006)
produisant a leur tour de nouveaux hybrides. Une étude théorique a montré qu'il fallait
jusqu’a plus de 70 marqueurs pour détecter efficacement les événements d’introgression
avec rétrocroisement (Rhymer & Simberloff 1996), alors que nous ne disposons
actuellement que de 16 marqueurs SSR pour le fréne. Enfin, il semble impossible, avec les
outils dont nous disposons actuellement, de définir précisément et correctement les
individus composant les zones hybrides de frénes (e.g. taux d’introgression) et ceci pour
plusieurs raisons. D’une part, l'inconnue concernant la génération d’hybridation citée plus
haut et d’autre part parce que cette zone d’hybridation est dynamique et que la production
d’individus hybrides, par chevauchement de la phénologie de floraison de F.excelsior et
F.angustifolia (Gérard et al., 2006), produit des individus pouvant exprimer une tres grande
gamme de phénotypes (Rieseberg & Ellstrand 1993). Les individus hybrides sont de plus
capables d’exprimer des phénotypes « cryptiques » (Thomasset et al., 2012) ressemblant
morphologiqguement tres fortement aux deux espeéces de frénes (F.excelsior et

F.angustifolia).

Cependant, ce dernier point pourrait se révéler un atout, car un groupe d’arbres issus de
populations hybrides maximisant la variabilité génétique (Buerkle et al. 2000, Reiseberg et
al., 2003, Mallet 2007), a probablement une variété de réponses face a une méme intensité
de contrainte hydrique. Cette gamme de réponses possibles en relation avec la diversité de
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phénotypes que l'on peut rencontrer chez les individus hybrides pourrait servir
« d’assurance » dans un environnement fluctuant (Pautasso 2011, Bijlsma & Loeschcke

2012) et vis-a-vis des pathogenes émergents (Keesing et al., 2010).

Mis a part le critere de levée de dormance des graines pour détecter I’hybridation, la plupart
des variables morphologiques testées ici ont données des valeurs intermédiaires (densité
stomatique, LMA, croissance, nombre de folioles...), le critere morphologique le plus
déterminant reste a priori le nombre de dents sur les folioles (Fernandez-Manjarres,
communication personnelle), bien qu’aucun seuil précis pour ce critere ne puisse étre
déterminé pour déceler I'hybridation, et qu’il faille se contenter d’intervalles de nombre de
dents sur les folioles. Il est donc nécessaire d’associer des mesures morphologiques a des
marqueurs moléculaires pour détecter clairement I'hybridation. Comme dans notre cas,
'hybridation peut étre la résultante de nombreux rétrocroisements pouvant masquer
morphologiquement I'’hybridation (hybrides cryptiques Thomasset et al., 2012).

Concernant les populations de fréne hybride testées nous n’avons pas mis en évidence une
vigueur hybride pour les variables écophysiologiques testées (hauteur finale, croissance
radiale, nombre d’entrenceuds, Root-Shoot ratio, densité stomatique, LMA...). Cependant
les graines de frénes hybrides présentent une absence de latence de germination
(caractéristique de F.excelsior) et devrait leur conférer une fithess supérieure par rapport

aux F.excelsior « purs » dans les premiéres années de croissance.

V-f) Perspectives méthodologiques

Pour ce qui est des perspectives résultantes de ce travail, nos résultats montrent que
dans des conditions hydriques optimales les frénes montrent un fonctionnement
photosynthétique difféerent pour les espéces parentales F.excelsior et F.angustifolia. Nos
travaux montrent également que ces deux especes, ainsi que les hybrides n’ont pas de
différences au niveau du photosystéme Il (pour la résistance a la contrainte hydrique). Ces
différences d’assimilation reposent sur des différences de gs et peut étre également dans le
métabolisme de la photosynthése (e.g. vitesse maximale de carboxylation : V¢max, Vitesse
max de transport d’électron : Jmax, €tc...). De futures études centrées sur les performances
photosynthétiques des frénes (F.excelsior, F.angustifolia ou hybride) permettraient
d’examiner ce point.

150



A T'origine de notre projet nous souhaitions caractériser le complexe d’espéce fréne par une
approche protéomique qui aurait été une bonne maniére, d’ajouter le chainon manquant
entre la génétique et I'écophysiologie. Nous avons cependant d( faire face a de mauvais
rendements d’extraction des protéines (présence de tanins dans les feuilles qui précipitent
les protéines extraites, Kostova & lossifova, 2007, ainsi qu’a un certain aléa dans le
processus d’extraction (rendements aléatoires), ce qui ne nous a pas permis de mener
cette analyse a bien. Des progrés méthodologiques dans I'extraction des protéines
permettront certainement d’acquérir des résultats sur cet aspect de notre problématique.

De maniere plus générale on pourrait également essayer de caractériser, via un suivi
dynamique de l'installation d’'une contrainte hydrique, un seuil de fermeture stomatique en
fonction du potentiel hydrique pour chaque population de frénes (i.e. courbes gs = F (Wpq).
Une bonne corrélation devrait étre trouvée entre le degré d’introgression de F.angustifolia et
la tardiveté de la fermeture stomatique durant une contrainte hydriqgue. On pourrait
préconiser également de tester la relation entre la concentration en acide abscissique dans
le xyleme, et la fermeture stomatique car une corrélation a pu étre établie entre ces deux
variables biologiques sur d’autres espéces herbacées (Trifolium subterraneum L. Socias et
al., 1997).

Nous n’avons pas non plus suivi de maniere quantitative I'activité enzymatique de la rubisco
sous différentes contraintes. Peut-étre existerait-il des différences au sein du complexe
d’espece fréne pour cette enzyme clé de la photosynthése ? Ces mesures enzymatiques
seraient interressantes car il semblerait que le fonctionnement de la Rubisco puisse
conférer une résistance a une contrainte hydrique (Xu et al., 2013).

D’autres enzymes impliquées dans le métabolisme sous stress oxydatif peuvent également
engendrer des différences de résistance a la sécheresse, telles que la Superoxide
Dismutase (SOD), I'Ascorbate Peroxydase (APx), la Glutathionne Réductase (GR) et la
catalase qui pourraient également étre suivies (Cruz de Carvalho 2008). Ce suivi
enzymatique permettra certainement, a terme, de lever les incertitudes physiologiques
concernant les différences de comportements entre F.excelsior et F.angustifolia observés

dans cette thése.
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La régulation d’expression de génes associés a certaines protéines, telles les aquaporines
via la régulation des flux d’eau, pourraient également jouer un réle clé dans la résistance a
une contrainte hydrique. Les aquaporines sont des protéines transmembranaires qui
modifient la perméabilité des parois cellulaires en influant sur les entrées/sorties d’eau dans
la cellule (Maurel et al., 2008). Elles agissent comme des canaux qui s’ouvrent et se
ferment en faisant varier leur état de phosphorylation (pour une revue détaillée voir Maurel
et al., 2008). La néosynthése des aquaporines est aussi un moyen rapide d’ajuster les
pertes en eau de la plante, car elles seraient corrélées avec la conductance mésophylienne
comme le montre une étude chez le riz (Oryza sativa L. : Hanba et al., 2004). Cette fonction
régulatrice des pertes d’eau, a été également démontrée pour des arbres forestiers comme
le noyer (Juglans regia L.)sur lequel a été montrée une corrélation nette avec la
conductance hydraulique foliaire (Kieat) (Cochard et al. 2007). Certains auteurs considérent
méme que les aquaporines peuvent faire changer le type de comportement d’une plante, en

cas de contrainte hydrique, d’'isohydrique a anisohydrique (Sade et al., 2008).

Un axe supplémentaire de ce travail serait non plus de travailler avec des hybrides issus de
populations naturelles mais avec des hybrides issus de croisements contrdlés. De tels
croisements ont pu étre réalisés avec succes expérimentalement (Morand-Prieur et al.,
2002) et des arbres greffés avec ces croisements ont été plantés au jardin commun sur le
campus de l'université d’'Orsay donnant la possibilité d’explorer les réponses a la
sécheresse sur des hybrides de génération F1.

Cependant, cela nécessite de mettre en ceuvre des techniques d’application d’une
contrainte hydrique a I'échelle de la parcelle (tel par exemple un dispositif d’exclusion des
pluies) pour pouvoir manipuler correctement la contrainte hydrique en parcelles
expérimentales, car le sol est un milieu interfacique extrémement hétérogene (Perkins et
al., 2013).

Le panel de méthodologies de biologie moléculaire disponible pour étudier des especes non
modele reste limité. Durant les premiéres étapes de ce projet nous avons dd nous orienter
vers le cDNA-AFLP, car c’était la méthodologie la plus adaptée en termes de rendement
mais aussi de co(t, pour pouvoir faire une étude transcriptomique sur des organismes non-

modéle (Vuysteke et al., 2007, Korpelainen et al., 2010).

152



Un projet de séquencage du génome de F.excelsior est actuellement en cours (R. Buggs
2013). Il devrait permettre d’avoir accés a de nouvelles techniques prometteuses en
biologie moléculaire (RT-gPCR, 454 pyrosequencage, shotgun, etc...). Celles-ci devraient
ouvrir la voie a des analyses plus fines, qui permettront certainement de donner des clefs
sur les bases génétiques des comportements observés au niveau écophysiologique. Etant
donné la proximité génétique des deux espéces (Arca et al., 2012) il y aurait certainement

des possibilités d’applications pour F.angustifolia et les hybrides de frénes.

Cependant mis a part les limitations méthodologiques auxquelles nous avons da étre
confrontés, de nombreux incidents ont émaillé les envois d’échantillons vers la société
Eurofins® Scientific basé a Rennes. Le transporteur (DHL) a plusieurs reprises renvoye les
échantillons sans justification crédible. Ceci a du impacter la qualité des échantillons de
cDNA envoyés congelés. Il est bien connu que des cycles de congélation-décongélation
impactent la qualité des cDNA. Il reste cependant difficile de juger dans quelles proportions
ces renvois de colis et la décongélation associée des échantillons ont compromis la qualité

de nos échantillons et le reste de I'expérimentation cDNA-AFLP.

De plus nous avons di faire face a de fréquents problemes d’amplification des marqueurs
isolés. Notamment quand il a fallu choisir les marqueurs a séquencer, sur les 20 choisis
nous n'avons pu en séquencer que 11, alors mémes que ces 20 margueurs étaient
supposé étre ceux ayant la meilleure qualité. Nous ne pouvons exclure les problémes de
colis cités plus haut dans la responsabilité de ces problemes d’amplification, et il reste
difficile d’évaluer si nous aurions pu avoir plus de marqueurs et surtout plus de marqueurs
sequencables. De maniére générale, on aurait pu s’attendre a de meilleurs résultats pour
cette expérimentation cDNA-AFLP a la fois en termes qualitatifs et en termes quantitatifs.
Néanmoins, les nouveaux marqueurs séquencés lors de ces travaux devraient permettre
une amélioration de la distinction des hybrides dans les populations naturelles. Il reste
cependant difficile de savoir si cela sera suffisant pour atteindre un degré de discrimination
individuel. Mais plus important encore, les séquences déposées dans GenBank® sont
caractéristiques de F.angustifolia et de deux populations hybrides (Loire : Saint Dyé et
Sabne : Tavaux), la Loire ou F.angustifolia est également présent. Ces séquences
devraient donc pouvoir jouer le réle de « marqueur de l'introgression » de F.angustifolia
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dans le genome de F.excelsior et permettre, via des échantillonnages réguliers, (e.g. sur
une base annuelle) de suivre I'évolution de la zone hybride, qui est une zone de tension
entre les deux especes (sensu Barton & Hewitt, 1985) principalement déterminée par le
climat, les précipitations d’été limitant la production de graines de F.angustifolia, alors que

les températures estivales élevées limitent F.excelsior (Gérard et al., 2012).

V-g) Perspectives sur I'’étude de la résistance a la cavitation chez le fréne

Pour ce qui est de I'étude de la résistance a la cavitation chez le fréne, il pourrait étre
pertinent d’établir des courbes de vulnérabilité plus complétes (pourcentage de perte de
conductivité en fonction du potentiel de base). Ces courbes de vulnérabilité permettent de
caractériser la résistance a la contrainte hydriqgue pour une espece donnée (Melcher et al.,
2012) et semblent donner des réponses sur les capacités d’espéces arborées, appartenant
au méme genre a faire face a une contrainte hydrique (Poot & Veneklaas 2013).Ces
courbes peuvent étre générées a l'aide d’une technique de centrifugation sur laquelle est
basé le CAVITRON® développée par H.Cochard (Cochard et al.,, 2005). Le complexe
d’espece fréne (F.excelsior, F.angustifolia et hybrides), devrait étre testé dés qu’'une
solution technique sera disponible pour mesurer des espéces arborées ayant des vaisseaux
de xyleme de plus de 2 m de long (Cochard 2002, Cochard et al., 2010). De ces courbes
devraient découler des informations plus précises sur le comportement des frénes face a
une contrainte hydrique. Le type de courbes (sigmoides ou exponentielles) pourra
également étre indicatif de la physiologie des frénes confrontée a une contrainte hydrique
(Cochard et al., 2010).

V-h) Intérét de I'’hybridation pour la conservation

Enfin, un nouveau pathogéne fongique ascomycéte et émergent (Chalara fraxinea,
sous sa forme anamorphique® (Kowalski 2006), designé sous le nom d'espéce
Hymenoscyphus pseudoalbidus sa forme téléomorphe® (Gross et al., 2012) est apparu
récemment dans les peuplements forestiers de frénes. Les premiers signalements ont eu

lieu en Pologne (Kowalski 2006). La quasi-totalité des travaux sur ce pathogene ont d’abord

22 . /
Forme reproductrice asexuée

23 . ,
Stade de reproduction sexuée
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eu lieu sur F.excelsior. La sensibilité de F.angustifolia semble étre également avérée
(Kirisits et al., 2010) ainsi que celle & un autre pathogene fongique du genre Phytophthora
(AKilli et al., 2013). En revanche, celle des frénes hybrides n’a pas a notre connaissance été
testée. Pourtant certains travaux montrent que certains arbres hybrides issus de
croisements interspécifiques résistent mieux que les espéces dont ils sont issus pour des
pathogenes fongiques, comme par exemple pour les hybrides d’Ormes (Ulmus sp L.) avec
la graphiose (Solla et al., 2005) ou pour le platane (Platanus sp L.) pour le chancre coloré
du platane (Ceratocystis fimbriata f. sp. Platani). (Vigouroux et al., 2006, Pilotti et al., 2009).
Il serait donc intéressant de tester la resistance des hybrides naturels de fréne a ces deux
pathogénes fongiques emergeants. Cette possible sensibilité du complexe d’espéce fréne
devrait etre evaluée, car elle pourrait avoir un effet amplificateur sur les risques de mortalité
a grande échelle, comme l'ont par ailleurs tres bien souligné McDowell et al., 2008 (cf. Fig.
2.2).
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Conclusion



Cette thése propose des pistes sur le comportement des deux espéces de frénes
européens dans différents scenarii de contrainte hydrique, ainsi que pour deux populations
hybrides connaissant des conditions climatiques différentes (Vallée de la Loire et de la
Sadne). De ces travaux, émerge le constat d’'un comportement différent de ces populations
hybrides, qui est en lien avec leur degré d’introgression et leur morphologie. Cependant, la
généralisation des caractéristiques de fonctionnement écophysiologiques mesurées sur
guelques individus a I'échelle d’'une population reste complexe a prédire a une échelle plus
fine (i.e. individuelle), étant donné la variabilité de phénotype (liee au degré d’introgression)
que l'on observe au niveau des arbres hybrides. De maniére générale lissue des
événements d’hybridation reste dans une large mesure imprédictible in natura étant donné
I'occurrence de flux de génes asymétrique (Gérard et al., 2006) et les conditions climatiques

nécessaires pour I’hybridation.

Notre thése apporte donc des éléments de réponses a la croisée de disciplines scientifiques
et de thématiques complexes, comme I'hybridation et les scenarii de contrainte hydrique.
Cette thése a surtout permis de « défricher» nos connaissances sur un complexe
d’espéces forestiéres peu étudiés et leur réponses a une contrainte hydrique expérimentale.
Cela a permis de mettre en avant l'intérét de I'approche interdisciplinaire mais aussi et
surtout douvrir la voie aux travaux qu’il reste a accomplir d’'un point de vue
écophysiologique et génétique pour éclairer les problématiques abordées dans cette these :
D’'une part la complexité des processus d’hybridation (et la question associée de la
définition d’'une espéce, que je ne traite pas ici) et d’autre part la complexité de la réponse

d’'un arbre a une contrainte hydrique.
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Annexes




Annexel : Courbes A-PAR pour 3 populations de fréne : Saint Gobain (SGO : F.excelsior), Saint
Dyé (SDYE : Hybride Loire) et La Mole (MOL : F.angustifolia). Les paramétres des ajustements
réalisés a l'aide du logiciel SAS® sont donnés dans les tableaux sous les courbes. Chaque courbe a

été realisée sur un seul individu.

Modele V10=Amax*(1-exp(-Qy*(V1-Lcp)))
y=("11.7038)*(1-exp(-(.005498)*(x-(5.40552))))
15 T T T T T T T T
5 Z 8 g 100
-30 ' : : : : : ' :
-200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
PAR (pumol/r/s)

Estimat. Erreur valeur t niveau p | Conf. In Conf. Su | R? r

Amax | 11,70381 | 0,136848 | 85,52429 | 0,000000 | 11,38021 | 12,02740 | 0,99761 | 0,99880

Qy 0,00550 | 0,000321 | 17,14301 | 0,000001 | 0,00474 | 0,00626

Lcp 5,40552 | 2,943165 | 1,83663 | 0,108881 | -1,55396 | 12,36500
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Modéle VB=Amax*(1-exp(-Qy*(V1-Lcp)))

y=(12.8925)*(1-exp(-(.004905)*(x-(7.784886))))

15 T ) 'g 10
6
@]
=
L
@
%,
<€
-200 0] 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
PAR (pmol/m?/s)
Estimat. Erreur valeur t niveau p Conf. In Conf. Su R2 r
Amax | 12,89248 | 0,194339 | 66,34030 | 0,000000 | 12,43294 | 13,35202 | 0,99646 | 0,99823
Qy 0,00491 0,000354 | 13,87030 | 0,000002 | 0,00407 0,00574
Lcp 7,78486 3,870165 2,01151 0,084178 -1,36662 16,93635
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Modéle V8=Amax*(1-exp(-Qy*(V1-Lcp)))
y=(13.2385)*(1-exp(-(.004856)*(x-(6.17484))))

20 T
10
8 4 o
T
—
o]
EI
<
-200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
PAR (umoal/m?/s)
Estimat. Erreur valeur t niveau p Conf. In Conf. Su R? r
Amax | 13,23852 | 0,199508 | 66,35573 | 0,000000 | 12,76676 | 13,71028 | 0,99644 | 0,99822
Qy 0,00486 0,000352 | 13,80634 | 0,000002 | 0,00402 0,00569
Lcp 6,17484 3,971311 | 1,55486 0,163929 | -3,21582 15,56549

161



Annexe 2 : Données mesurées sur les graines cultivées in vitro. (A) Rapport Taille embryon sur

taille graine. (B) Longueur moyenne de la graine (C) Longueur moyenne de 'embryon. Les

différentes lettres indiquent des différences significatives (P-values < 0,05, test d’appariement de

Wilcoxon).
(A) Rapport E_G moyen +/- SE
0,9
e a H | a Mole (F.ang) n=54
‘S 018 8}
5> = b
o 07 I ® Nidoleres (F.ang) n=64
o c |
= 0,6 c "St Dye (Hybride) n=50
(7]
0,5 .
s Tavaux (Hybride) n=50
2 04
g 0.3 m St gobain (F.ex plaine) n=66
o
Tj 0,2 La preste (F.ex mont) n=60
8
% 01
@
0
(B) Longeur moyenne +/- SE de la graine
98

©
(o2}

a

mLa mole (F.ang) (N=80)

©
=

m Nidoléres (F.ang) (N=80)

Saint Dyé (hybride) (N=60)

O
o
|

Taille moyenne de la graine (x 0,21mm)
(0] O
(0] N

(0]
»
L

avaux (hybride) (N=50)
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(N=70)

m | a Preste (F.ex mont) (N=60)
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Taille moyenne de I'embryon (x 0,1mm)
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(C) Longeur moyenne +/- SE de I'embryon
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Résumé : Les derniers scénarios du changement climatique, prévoient une élévation de
température (Europe, +2 a +4°C en moyenne en 2099, IPCC, 2007) associée a des épisodes
extrémes, sécheresses sévéres par exemple. Connaitre les potentialités d’adaptation des espéces
forestieres s’avére crucial afin de comprendre leurs réponses et le devenir des écosystémes
forestiers, dans un futur proche. Dans ce cadre, nous nous sommes intéressés a un complexe
d’especes du genre Fraxinus, (fréne, Oléacées). En France F. excelsior L., et F. angustifolia, Vahl,
sont des especes autochtones présentant une plasticité phénotypique et écologique remarquable.
L’hybridation, suspectée depuis longtemps a été prouvée en conditions contrélées et naturelles. Les
principales zones documentées sont la vallée de la Sadne et de la Loire. Cette hybridation entre les
deux espéces de frénes européens, pourrait favoriser I'apparition d’individus (génotypes) plus aptes
que les espéces parentales a faire face a un environnement changeant. Notre objectif est de
caractériser les potentialités d’adaptations de différentes populations de fréne (espéces parentales
et de statut hybride) sous une contrainte abiotique (contrainte hydrique). Pour répondre a cet
objectif, nous avons testé les réponses a la fois écophysiologiques et génétique de jeunes plants a
une contrainte légére (-0,9 MPa). Une seconde expérimentation, centré sur I'écophysiologie a eu
pour objet de mesurer la perte de conductivité hydraulique des frénes, sous une forte contrainte (-4
MPa). Le principal résultat de ces travaux est le comportement souvent intermédiaire et trés variable
des populations de frénes hybrides testés dans ces 2 expérimentations (A, gs, WUEI, PLC), que ce
soit en conditions avec ou sans contrainte hydrique. Ce comportement intermédiaire est en lien
avec le degré d’introgression respectif des hybrides de frénes (plus proche de F.excelsior ou de
F.angustifolia). Ces arbres hybrides pourraient servir aux forestiers de ressources et d’assurance
contre des évenements de dépérissement catastrophiques pour les forestiers pour un
environnement climatique futur.

Mot clefs : Contrainte hydrique, échange gazeux, cDNA-AFLP, adaptation, conductivité
hydraulique, génotypage, F.excelsior, F.angustifolia, hybrides.

Abstract: The latest climate change scenarios predict a rise in mean temperature in Europe of 2 to
4°C for 2099 (IPCC, 2007), associated with extreme climatic events such as severe droughts.
Knowing adaptation capabilities of tree species is crucial for understanding their responses and
forest ecosystem fate in the near future. Our study object is a species complex inside the Fraxinus
genus (ash, Oleaceae). In France, F. excelsior and F. angustifolia are autochthonous, form natural
hybrid populations and show remarkable phenotypic and ecological plasticity. This could promote
the emergence of new individuals (genotypes) more able to deal with fluctuating environments. Our
objective is to characterise the capability of adaptation of different Fraxinus populations,
representing the three statuses (F.excelsior, F.angustifolia and hybrids) under abiotic constraints
(water constraint). To solve this issue, we examine in a low water constraint experiment (-0.9 MPa)
ecophysiological and genetic response, using saplings. A second and more severe water constraint
experiment (-4 MPa) was used to investigate ash response to the loss of hydraulic conductivity. The
most noticeable result was an intermediate and highly variable behaviour of hybrid ash populations
in the two experiments (A, gs, WUEiI, PLC) linked with they respective introgression degree (closer
to F.excelsior or F.angustifolia). This hybrid trees could be used by foresters as a resource and
insurance against catastrophic forest stand decline, for a future climate.

Keywords: Water constraint, gas exchange, cDNA-AFLP, adaptation, hydraulic conductivity,
genotyping, F.excelsior, F.angustifolia, hybrids.
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