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Résumé

L’identification et la caractérisation des mécanismes permettant de résister a des sécheresses
drastiques constituent un enjeu important si [’on veut pouvoir anticiper les effets des
changements climatiques sur le fonctionnement des arbres. Dans ce contexte, la vulnérabilité a
la cavitation apparait comme un caractére clé. Cette étude visait a évaluer pour une population
locale de peuplier noir 1’étendue de la variabilité génétique pour la vulnérabilité a la cavitation
et les relations entre vulnérabilité a la cavitation et les propriétés structurales du xyléeme
associees d’une part a I’efficacité de conduction et d’autre part au renforcement mecanique.
L’amplitude de variation de Pso (un descripteur du degré de vulnérabilité a la cavitation) entre
génotypes extrémes était de 0,48 MPa, confirmant le faible niveau de variabilité génétique deja
observé a I’échelle intra-spécifique chez d’autres espéces forestiéres. Nos résultats supportent
I’existence chez un méme génotype d’un compromis entre résistance a la cavitation, efficacité
de conduction et renforcement mécanique du xyléme au travers de parameétres anatomiques.
Une étude exploratoire a été également initiée afin de décrire la structure fine des ponctuations
a I’échelle subcellulaire. Les premiers résultats fournissent des perspectives intéressantes dans
le but de caractériser plus finement les liens structure-fonction.

Mots clés : compromis fonctionnels, embolie estivale, histologie, vaisseaux, variabilité intra-
population
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Abstract

Identifying and characterizing the mechanism involved in the resistance to severe droughts
should be regarded as a major concern to anticipate tree responses to climate change. Xylem
vulnerability to drought-induced cavitation is a key trait of plant-water relations during periods
of extreme droughts. This study aimed at evaluating within one local population of black
poplar the amplitude of genetic variation for xylem vulnerability to cavitation and the
relationships between vulnerability to cavitation and xylem structural properties associated on
the one hand water transport efficiency and on the other hand mechanical reinforcement. The
amplitude of variation between extreme genotypic means for Psy (a proxy of vulnerability to
cavitation) reached 0.48 MPa, which is consistent with the low level of genetic variation
generally reported in other forest tree species. Our results support the existence, at genotypic
level, of functional trade-offs between xylem resistance to cavitation, water transport efficiency
and mechanical reinforcement through anatomic parameters. An exploratory study was
conducted to describe pit ultrastructure at the subcellular level. The first results obtained
provide new perspectives to gain insight into the relationships between the structure and

function of the xylem.

Introduction

La disponibilité en eau conditionne directement la distribution des espéces et des communautés
végétales ainsi que la productivité primaire des écosystéemes (Engelbrecht et al. 2007). Le
nombre croissant de dépérissements forestiers observés a 1’échelle du globe souléve
actuellement des questions concernant les capacités d’acclimatation et d’adaptation des arbres
et des especes forestieres face a des épisodes de sécheresse de plus en plus intenses et fréquents
(Allen et al. 2010). L’identification et la caractérisation des mécanismes permettant de résister
a des sécheresses drastiques constituent donc un enjeu important si 1’on veut pouvoir anticiper
les effets des changements climatiques sur le fonctionnement des arbres et la dynamique des
écosystemes forestiers.

Le maintien d’un bilan hydrique favorable passe par le maintien de la circulation de la
séve brute au sein de I’arbre. En régle générale, la séve brute circule depuis les racines
jusqu’aux feuilles sous tension, c’est-a-dire a des pressions négatives. Le mécanisme de

circulation est decrit au travers de la théorie de la tension-cohésion (Dixon et Joly 1895). De
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facon simple, la séve brute est littéralement « tirée » vers le haut sous ’effet de 1’évaporation
de I’ecau dans les cavités sous-stomatiques des feuilles, ceci grace aux tensions capillaires
générées au niveau des ménisques air-eau dans les parois pectocellulosiques des cellules
mésophylliennes ; la continuité des colonnes d’eau dans I’ensemble de la plante est quant a elle
assurée par la forte cohésion des molécules d’eau. La quasi-totalité (99%) du trajet de la seve
brute s’effectue au sein d’un systéme vasculaire spécialisé (le xyléme), les 1% restant
correspondant a des trajets extravasculaires (cortex racinaire et mésophylle foliaire). Chez les
angiospermes, le xyleme est un tissu complexe composé de trois principaux types cellulaires.
Les vaisseaux conducteurs aux parois épaisses, lignifiées et ponctuées, assurent la circulation
axiale de la séve brute ; il s’agit en fait de structures multicellulaires mortes constituées de
I’empilement d’éléments de vaisseaux. Les fibres ligneuses sont des cellules mortes de plus
faible diameétre responsables du soutien mécanique. Les cellules des rayons ligneux sont, quant
a elles, constituées de cellules vivantes de parenchyme assurant le stockage et le transfert radial
des nutriments.

Dans des conditions normales de fonctionnement, les propriétés structurales du xyléeme
permettent d’assurer la continuité hydraulique des colonnes d’eau via les ponctuations. Lors
d’épisodes de sécheresse intense, provoquant de fortes tensions, des bulles d’air peuvent étre
aspirées au travers des nanopores présents dans la paroi primaire des ponctuations : c’est le
phénomeéne de cavitation. La probabilité que ce phénomene ait lieu est d’autant plus grande
que la taille des nanopores est importante (Tyree et Sperry 1989). L’embolie gazeuse des
vaisseaux causée par le phénomeéne de cavitation conduit alors a une diminution de la
circulation de 1’eau et a une réduction des échanges de gaz foliaires ; a terme, ’embolie des
vaisseaux du xyléme peut donc compromettre la croissance et la survie de 1’arbre (McDowell
et al. 2008). La vulnérabilité a la cavitation est décrite au travers de courbes représentant
I’évolution du taux d’embolie en fonction de la tension xylémienne (exprimée en MPa) (Tyree
et Sperry 1989). La tension xylémienne causant 50% d’embolie (Psp) peut alors étre estimée.
La Pso est de loin le parameétre le plus utilisé dans la littérature et permet de comparer la
vulnérabilité a la cavitation entre individus ou entre especes (Maherali et al. 2004) : plus la
valeur de Psg est élevée, plus la vulnérabilité est forte.

Les nombreuses études menées au cours des 25 derniéres années sur I’embolie ont permis
de mieux comprendre les conséquences fonctionnelles des dysfonctionnements hydrauliques
du xyléme ainsi que les implications écologiques associées. A 1’échelle inter-spécifique, les
valeurs de Ps varient énormément (de -0.5 a -15 MPa) (Mabherali et al. 2004) et ont pu étre

reliées aux préférences écologiques des espéces considérees ; les especes originaires de milieux
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xériques étant généralement moins vulnérables a la cavitation (Pratt et al. 2007). A I’échelle de
I’individu, le degré de vulnérabilité a la cavitation conditionne directement le niveau de survie
a la sécheresse (Urli et al. 2013 ; Barigah et al. 2013). Pris ensemble, ces résultats suggerent
que la vulnérabilité & la cavitation est un caractere clé du fonctionnement hydrique des
individus en condition de sécheresse et qu’il pourrait par conséquent s’agir d’un caractére
adaptatif a I’échelle des populations.

Une méta-analyse récente a démontré que quel que soit le biome considéré a 1’échelle du
globe, toutes les especes fonctionnent proche de leur limite de fonctionnement hydraulique
(Choat et al. 2012). La mise en place d’un xyléme moins vulnérable aurait donc un codt ; si ce
n’était pas le cas, toutes les espéces présenteraient une faible vulnérabilité quel que soit
I’environnement considéré. Deux compromis fonctionnels ont été proposés afin d’expliquer le
codt associé a une plus faible vulnérabilité a la cavitation. La mise en place d’un xyléme moins
vulnérable peut ainsi se faire au détriment de ’efficacité de conduction du xyléeme (Martinez-
Vivalta et al. 2002 ; Hacke, Jacobsen et Pratt 2009). Des études ont mis en évidence que les
especes moins vulnérables possédaient une plus faible conductivité spécifique du xyléme et des
vaisseaux au diametre réduit (Maherali et al. 2006 ; Hacke, Jacobsen et Pratt 2009). L’cau étant
transportée moins efficacement vers les feuilles, les échanges de gaz peuvent étre réduits,
entrainant une diminution de la croissance. Par ailleurs, les individus plus résistants a I’embolie
peuvent théoriquement fonctionner a des tensions xylémiennes plus négatives ; or fonctionner
a des tensions xylemiennes plus négatives implique des risques de collapsus (effondrement des
parois par implosion) plus grands et nécessite un renforcement pariétal. Les individus plus
résistants devraient donc présenter des parois plus épaisses, une résistance au collapsus plus
grande ainsi qu’une densité du xyléme plus élevée (Hacke et al. 2001), nécessitant un
investissement carboné plus important.

En comparaison des études menées a I’échelle inter-spécifique, les études conduites a
I’échelle intra-spécifique demeurent beaucoup plus limitées. De récents travaux sur des
peupliers hydrides P.deltoides x P.nigra (Fichot et al. 2010) ont fourni des premieres
estimations de variabilité génétique individuelle pour la vulnérabilité a la cavitation avec des
valeurs moyennes de Psg allant de -1,60 a -2,40 MPa entre génotypes extrémes. L’amplitude de
variation pour Pso au sein de différentes especes forestieres est genéralement inférieure ou égal
a 1 MPa (Schreiber 2011, Sterck, 2012, Wortemann 2011), indiquant donc qu’une faible
variabilité est exprimée pour la vulnérabilité a la cavitation au niveau intra-specifique.

Au cours des derniéres annees, les études portant sur le genre peuplier (Populus spp.) et la

vulneérabilité a la cavitation ont vu leur nombre augmenter (Barigah et al. 2013 ; Cochard et al.
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2007 ; Fichot et al. 2010 ; Schreiber et al. 2011). L’étude de la vulnérabilité a la cavitation chez
le peuplier peut étre envisagée avec des finalités distinctes selon que 1’on s’intéresse au
« compartiment cultivé » ou au «compartiment sauvage ». Le compartiment cultive fait
référence aux plantations populicoles composees de quelques génotypes performants issus pour
la plupart d’hybridation inter-spécifique et sélectionnés pour leur croissance supérieure, la
qualité de leur bois ainsi que pour la résistance a divers ravageurs. Dans ce contexte, les
travaux visent avant tout a évaluer dans quelle mesure il est possible de sélectionner des
génotypes moins vulnérables a la sécheresse sans pour autant contre-sélectionner leur
performance en termes de croissance et de qualité du bois (Brignolas et al. 2012). Le
compartiment sauvage fait quant a lui référence aux populations naturelles d’espéces
autochtones. Dans ce contexte, les travaux visent davantage a évaluer 1’importance de la
vulnérabilité a la cavitation dans le potentiel adaptatif de 1’espéce.

Jusqu’a présent, la majorité des études ont porté sur les hybrides inter-spécifiques
(Cochard et al. 2007 ; Fichot et al. 2010 ; Fichot et al. 2011 ; Schreiber et al. 2011). Les
travaux entrepris au sein de 1I’équipe « Arbres et Réponses aux Contraintes Hydriques et
Environnementales » (ARCHE) du Laboratoire de Biologie des Ligneux et des Grandes
Cultures (LBLGC) de I’Universit¢ d’Orléans ont notamment montré des variations non
négligeables en termes de Pso (environ 0.8 MPa) parmi huit cultivars interspécifiques (Fichot et
al. 2010 ; Fichot et al. 2011). Contrairement aux observations faites a 1’échelle inter-spécifique,
aucun antagonisme n’a pu étre observé dans ce panel, entre vulnérabilité a la cavitation,
efficacité de conduction, renforcement mécanique du xyléme et performance de croissance
(Fichot et al. 2010 ; Fichot et al. 2011). A titre de comparaison, les travaux sur populations
naturelles se font rares dans la littérature et n’ont concerné jusqu’a présent que des especes
Nord-Américaines comme P. trichocarpa Torr. & Gray (Sparks et Black 1999) ou P.
tremuloides Michx. (Schreiber et al. 2011) avec dans tous les cas un nombre trés restreint de
génotypes (six au maximum) ; aucune étude n’a encore été réalisée sur les espéces europeennes
de peuplier.

Mon stage s’inscrit dans le cadre d’une collaboration entre I’équipe ARCHE du LBLGC
de I’Université d’Orléans (EA 1207, Unité Sous Contrat INRA 1328) et I’unité ‘Amélioration,
Geénétique et Physiologie Forestiéres’ de I’'INRA d’Orléans (UR 588 AGPF). La thématique de
recherche de I’équipe ARCHE concerne la réponse des arbres aux variations de disponibilité en
eau ; les études sont développées sur un modele d’étude unique, le peuplier, au travers
d’approches complémentaires allant de I’écophysiologie a la physiologie moléculaire. L unité

AGPF s’intéresse a la caractérisation de la diversité génétique d’essences forestic¢res, dont le
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peuplier, et a sa valorisation en sélection ; I’unité étudie également la physiologie de la
formation du bois a 1’aide d’approches histologiques et de génétique fonctionnelle. Mon stage
s’inscrit dans la continuité des travaux initiés au sein de 1’équipe ARCHE sur la vulnérabilité a
la cavitation chez les hybrides inter-spécifiques et vise a étendre les connaissances au
compartiment sauvage. L’objectif est d’évaluer les relations entre les caractéristiques
structurales du xyleme et la vulnérabilité a la cavitation chez le peuplier noir (P. nigra), une
espece emblématique de la forét riparienne (Villar et Forestier 2009). De fagon plus spécifique,
nous nous sommes attachés a (i) évaluer I’étendue de la variabilité individuelle pour la
vulnérabilité a la cavitation, et (ii) juger des compromis éventuels entre résistance a la
cavitation, efficience de conduction et renforcement mécanique des tissus conducteurs. Un
travail exploratoire plus fin sur le lien entre vulnérabilité a la cavitation et ultrastructure des
ponctuations a également été entrepris. L’ensemble des mesures concernent une population
naturelle de peuplier noir représentée par 35 génotypes provenant de la Réserve Naturelle
locale de Saint Pryvé-Saint-Mesmin et installés en dispositif expérimental a 'INRA d’Orléans

dans le cadre de la these de Justine Guet (co-directeurs : C. Bastien et F. Brignolas).

Matériels et Méthodes

1. Matériel végétal et dispositif expérimental
Cette étude a été réalisée a partir d’une population naturelle de peuplier noir située dans la
Réserve Naturelle de Saint Pryvé-Saint Mesmin (47°51°N, 1°48’E, 90m), choisie pour
présenter d’éventuelles adaptations locales pour plusieurs caractéres physiologiques :
phénologie (Rohde et al. 2011), efficience d’utilisation de 1’eau et croissance (Chamaillard et
al. 2011). Echantillonnée en 2000, cette population est représentée par 35 génotypes distincts,
correspondant a des individus adultes et distribués sur un linéaire de 1,8 km sur la rive Sud de
la Loire. Les 35 génotypes sont maintenus dans une collection de pied-méres installée a la
pépiniere ONF de Guémené-Penfao (35) et ont permis plusieurs études de diversité génétique a
I’aide de marqueurs moléculaires ou en plantations expérimentales. Des boutures ont eté
prélevées sur ces 35 génotypes pour la mise en place du dispositif.

Un dispositif expérimental destiné a quantifier la variabilité génétique présente dans la
population naturelle de St Pryvé-St Mesmin pour différents caractéres écophysiologiques a été
installé au printemps 2012 en pépini¢re a I’INRA d’Ardon (47°49°N, 1°54’E, 110 m). Il est

constitue de cing blocs complets randomises, chaque bloc contenant trois copies de chaque
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génotype installées consécutivement a partir de boutures lignifiées. L’écartement a la
plantation était de 2m entre lignes et 1m sur la ligne. Deux lignes de bordure composées d’un
mélange de génotypes de la population Saint-Pryvé Saint-Mesmin entouraient le dispositif. Au
cours des deux années de croissance (2012 et 2013), la parcelle a été maintenue en condition
hydrique non limitante par un systeme d’arrosage par aspersion. De plus, durant la saison de
veégétation, la qualité phytosanitaire du dispositif a été assurée par des traitements insecticides

et fongicides appliqués selon les besoins.

2. Collecte et traitement des données

2.1. Vulnérabilité a la cavitation

La vulnérabilité¢ a la cavitation a été évaluée pour I’ensemble des génotypes du dispositif
expérimental avant le début de mon stage. Au cours du mois d’octobre 2013, la pousse
terminale a été prélevée sur un individu de chaque génotype par bloc (n = 5 pour chaque
génotype) et conservée au froid & +4°C jusqu’a analyse. La vulnérabilité a la cavitation a été
déterminée selon la technique du Cavitron (Cochard et al. 2005) (cf. ANNEXE 1 pour le
principe de la méthode) en collaboration avec les centres INRA de Clermont-Ferrand et
Bordeaux. Des courbes de vulnérabilité a la cavitation représentant le taux d’embolie du
xyléme en fonction de la tension au sein du xyleme (MPa) ont ainsi été construites pour chaque
échantillon. La fonction sigmoide suivante a ensuite été ajustée aux données afin d’estimer les
valeurs de Pso (MPa) correspondant a la tension xylémienne provoquant 50% d’embolie
(Pammenter et Vander Willigen 1998) :

~ 100
Ay exp(zs X (x — P50)))

et ou y correspond au taux d’embolie (%), x correspond a la tension xylémienne (MPa) et s

correspond & la pente de la courbe (% MPa™).



2.2. Réalisation des coupes histologiques, observation et caractérisation des parametres
anatomiques du xyleme

La réalisation des coupes histologiques de bois et leur analyse est un travail chronophage ;
I’étude structurale a donc été restreinte a un sous-ensemble de dix génotypes répartis en deux
lots contrastés sur la base des données de vulnérabilité a la cavitation : un premier lot de 5
génotypes presentant une vulnérabilité relativement élevée, et un deuxieme lot de 5 génotypes
présentant une vulnérabilité relativement faible (voir § 1 dans la partie résultat pour une
description détaillée sur la stratégie). Les mesures anatomiques ont été effectuées sur les
mémes segments de tiges que ceux utilisés pour les mesures de vulnérabilité a la cavitation.
Pour chaque échantillon, des coupes transversales de 30um d’épaisseur ont été réalisées a
I’aide d’un microtome rotatif (RM 1225, Leica Microsystems, Vienne, Autriche), colorées a la
safranine O (1% dans 1’éthanol 50%) pendant 45 secondes, rincées dans d’éthanol absolu et
montées entre lame et lamelle dans du baume du Canada. Les sections obtenues ont été
observées sous un microscope optique (Leica DMR) couplé a une caméra numérique (Leica
DFC 320) permettant 1’acquisition d’image. Toutes les images ont été ensuite été traitées a
I’aide du logiciel d’analyse d’image « ImageJ » (Abramoff et al. 2004) afin de mesurer les

caracteres anatomiques d’intérét (Table 1).

Table 1. Liste des principales abréviations de I'étude

Abréviation Définition Unité
En lien avec la vulnérabilité a la cavitation
Pso Tension xylémienne provoquant 50% d’embolie MPa
En lien avec I'efficacité de conduction du xyleme
S Surface d’un vaisseau pm2
Vb Densité de vaisseaux mm2
Ve Index d’appariement de vaisseaux
Diametre d’un vaisseau Hm

dm Diamétre moyen des vaisseaux pm
F Fraction de lumen %
dy Diamétre hydraulique des vaisseaux du xyleme pm
Ks- Conductivité hydraulique spécifique du xyléme kg s*m™* MPa’
En lien avec le renforcement mécanique du xyléme
t Epaisseur de la double paroi pour les couples pm

de vaisseaux appariés
(t/b)? Index de résistance au collapsus pariétal des vaisseaux

du xyléme proche du diamétre hydraulique moyen
Py Densité du xyléme g.cm?®




La mesure des caractéres anatomiques en lien avec la vulnérabilité a la cavitation a été
réalisée a partir d’images prises a 1’objectif 10x sur trois zoneS du Xyleme réparties sur
I’ensemble de la coupe. Le diamétre des vaisseaux (d, en um) a été mesuré comme étant le
diamétre d'un cercle de surface équivalente. Ainsi le diamétre moyen (dm, pm), représentant la
moyenne des valeurs de d sur ’ensemble des vaisseaux mesurés au sein des trois zones, a pu
étre calculé. La densité de vaisseaux (Vp, mm?) a été calculée a 1’aide du rapport entre le
nombre de vaisseaux et la surface de I’image. Le diamétre moyen et la densité de vaisseaux
représentent les caracteres les plus simples. La fraction de lumen des vaisseaux (F, %) a été
obtenue par la formule : F = (3S/Aimage)*100, 0U Ajmage représente ’aire de 1’image. Ce
parameétre résulte de la combinaison de dn, et Vp, Le diametre hydraulique (dn, um), permettant
de tenir compte de la contribution disproportionnée des gros vaisseaux sur le flux total, a été
calculé suivant la formule suivante : dy, = (3d°)/(3d*) (Sperry et al 1994). La conductivité
hydraulique spécifique du xyléme (Ks.q, kg s m™ MPa™) peut étre approchée au travers de la
loi de Hagen-Poiseuille appliquée a des capillaires parfaits selon 1’équation suivante :

Ks-y = (np/128n*Aimage)*Zd4, ou p est la densité de I’eau (998.2 kg m?a 20°C) et nest la
viscosité dynamique de I’eau (1.002.10° MPa s & 20°C). La conductivité hydraulique
spécifique du xyléme correspond au caractére le plus intégrateur ; elle permet de prendre en
compte la contribution plus importante au flux de la taille des vaisseaux (dm) par rapport a leur
nombre (Vp). Un index d’appariement de vaisseaux (V) représentant la proportion de
vaisseaux appariés par rapport aux vaisseaux solitaires (Scholz et al. 2013) a été calculé selon
la formule suivante : Vg = Nombre total de vaisseaux / (Nombre d’appariement de vaisseaux
appariés + nombre de vaisseaux solitaires).

Une seconde série d’images prises a plus fort grossissement (objectif 20x) a été utilisée
afin de mesurer 1’épaisseur des parois des vaisseaux appariés (t, um) et d’estimer leur
résistance au collapsus (Hacke et al. 2001). Les mesures ont été effectuées sur des couples de
vaisseaux représentatifs dont le diameétre hydraulique (b, um) tombait systématiquement dans
un intervalle de £8 um par rapport au diametre hydraulique moyen obtenu pour chaque
individu (Fichot et al, 2010). L’index de résistance au collapsus (t/b)? a ensuite été calculé
(Hacke et al. 2001) : ainsi, plus I’épaisseur relative de la paroi est grande, plus la résistance a
I’implosion est forte.

La densité du xyleme (px, g.cm'3) a eté évaluée a partir des mémes échantillons de tige
selon le principe d’Archiméde (Hacke et al. 2000). Des fragments de tiges de 4cm ont été
réhydratés pendant 5 jours. Aprés avoir été écorcés, les échantillons ont été coupés

longitudinalement et la moelle a ét¢ ¢liminée. Le volume de 1’échantillon a été mesuré en le
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plongeant dans 1’eau et en mesurant a 1’aide d’une microbalance électronique le volume d’eau
déplacé correspondant. Les échantillons ont été mis a sécher a I’étuve pendant 48h puis pesés
afin de déterminer leur masse séche. La densité du xyleme a ensuite été calculée comme le

rapport entre la masse seche et le volume de I'échantillon.

2.3. Ultrastructure des ponctuations vaisseaux-vaisseaux
La structure des ponctuations vaisseau-vaisseau (taille, nombre, porosité) joue un réle
fondamental dans le déterminisme de la vulnérabilité a la cavitation. De telles observations
restent cependant rares. Un travail exploratoire a donc été réalisé sur deux génotypes contrastés
dont la sélection a eté faite sur les critéres de différences de Pso. Les observations au
microscope électronique a balayage ont été effectuées sur un seul des cing individus pour ces

deux génotypes.

2.3.1. Microscopie optique en lumiére transmise
Des allumettes de 5-7mm de longueur sur 2mm d’épaisseur ont été prélevées dans les segments
de tiges avant d’étre immergées dans une solution de macération de peroxyde d’hydrogene :
eau distillée : acide acétique glacial (1: 4 : 5, v/v/v) et incubées dans une étuve a 60°C pendant
48h (Chatelet et al. 2008). Aprés plusieurs ringages a 1’eau distillée, le macérat contenant les
éléments de bois dissociés a été centrifugé (environ 1min). Le culot obtenu a été re-suspendu
quatre fois dans I’eau distillée. Une partie de la solution a été prélevée afin d’y ajouter une
goutte de bleu de toluidine pour permettre une observation des éléments de vaisseaux en

microscopie photonique x200.

2.3.2. Microscopie confocale
Cette technique de microscopie permet une observation en 3D des structures observées. Deux
types de préparations ont été effectués afin de permettre des observations des éléments du
xyleme, dont les surfaces ponctuées, a 1’aide d’un microscope confocal (LSM700, Zeiss). La
premiere préparation est issue des macérations d’échantillons de bois décrites plus haut
colorées au Calcofluor (0,1% m : v). La seconde préparation a été réalisée a 1’aide de coupes

longitudinales de 20um effectuée au microtome rotatif, colorées a 1’iodure de propidium.

2.3.3. Microscopie électronigque a balayage
Pour les deux individus sélectionnés, deux blocs de bois de quelques millimétres ont été

surfacés a 1’aide du microtome et ont éte sechés a tempeérature ambiante. Quelques jours apres,
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ces blocs ont été meétallisés par de I’or/palladium afin de permettre 1’0bservation des
ponctuations en microscopie électronique a balayage (Hitachi S-4500 FEG, MEB Systeme
CRYO POLARON).

3. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel statistique R (R Development
Core Team 2010). Un premier contrble de qualité des données rassemblées dans le cadre de
cette étude a été effectué au travers de calculs de statistiques élémentaires et d’un examen
graphique préalable.

Les variables mesurées étaient des variables quantitatives. Les variables étant
indépendantes, non appariées et le nombre d’individus par groupe étant inférieur a 50, la
comparaison entre groupes contrastés a été¢ effectuée a I’aide du test de comparaison de
moyenne de Mann-Whitney-Wilcoxon. Ce test a été appliqué sur les données individuelles afin
d’avoir une puissance de test plus importante. L’étude des relations entre variables a été
abordée sous forme de représentation graphique cartésienne a partir des valeurs individuelles et
appuyée par un test de corrélation de Pearson. L’ensemble des tests ont été considérés

significatifs lorsque la p-value était inférieure a 5%.

Résultats

1. Variabilité génétique pour la vulnérabilité a la cavitation et identification des génotypes
pour l’étude anatomique
Les valeurs individuelles de Psy obtenues pour 1’ensemble des 35 génotypes sont représentées
sur la Figure 1. L’étendue de variation des moyennes génotypiques hors génotype SPM-04
était de 0,48 MPa. Le génotype SPM-04, a faible survie et faible croissance dans le dispositif,
n’était représenté que par deux individus aux valeurs trés différentes (Figure 1) ; sa
vulnérabilité a la cavitation n’a pu €tre estimée avec une précision suffisante et ce génotype n’a
donc pas été retenu dans les analyses suivantes. L’étendue de la variabilité au niveau individuel
au sein des 35 génotypes est quant a elle de 1,07 MPa. Les génotypes intermédiaires en termes
de Pso présentaient genéralement une variabilité inter-individuelle plus importante que ceux

situés aux extrémités (Figure 1).
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L’étude anatomique a été conduite sur deux groupes de cing génotypes contrastés pour leur
vulnérabilité a la cavitation : un groupe constitue de cing génotypes relativement vulnérables
(groupe «+ Vulnérable ») et un groupe constitué de cing génotypes relativement moins
vulnérables (groupe «- Vulnérable »). Ces génotypes répondent aux critéres de variabilité
inter-individuelle faible et homogene, sont comparables pour le critére Pso au sein de chacun
des groupes et sont représentés par un nombre d’individus au moins égal a4 :

(i) Groupe « + Vulnérable » : SPM-49, SPM-08, SPM-45, SPM-54 et SPM-07 (valeur

moyenne de Psq sur les cing génotypes de -1,76 MPa)

(i)  Groupe «- Vulnérable » : SPM-42, SPM-47, SPM-41, SPM-13 et SPM-28 (valeur

moyenne de Psq sur les cing génotypes de -2,20 MPa)
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Figure 1 : Valeurs individuelles de Psy (en MPa) pour I’ensemble des 35 génotypes de la population de St

Pryvé St Mesmin. Les génotypes sont ordonnés du plus vulnérable & la cavitation (a gauche) au moins vulnérable
(a droite) sur la base des moyennes génotypiques. Les génotypes en rouge sont ceux sélectionnés pour le sous
échantillonnage. Les chiffres 1 a 5 représentent un individu de chacun des cing blocs du dispositif expérimental.

Les croix rouges correspondent aux moyennes genotypiques de Px

Les courbes de vulnérabilité moyennes pour les deux groupes sont représentées sur la
Figure 2. On peut noter une hétérogénéité intra-groupe légérement plus importante au sein du
groupe « - Vulnérable » (cf. I’enveloppe de la courbe moyenne, Figure 2), en accord avec la

variabilité des valeurs individuelles de Ps observées sur la Figure 1.
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Figure 2: Courbes de wvulnérabilit¢é a la cavitation moyennes pour les groupes
« - Vulnérable » et « + Vulnérable ». La courbe en trait plein correspond a la courbe moyenne du groupe de
génotypes les plus vulnérables tandis que la courbe en pointillée correspond a la courbe moyenne du groupe de
génotypes les moins vulnérables. L’enveloppe grise autour de chaque courbe correspond a 1’écart-type au sein de
chaque groupe.

2. Caractérisation anatomique et comparaison des groupes «+ Vulnérable» vs. «-
Vulnérable »

2.1. Caracteres en lien avec [ ‘efficience de conduction
Les moyennes génotypiques et les moyennes par groupe pour les caractéres anatomiques en
lien avec I’efficience de conduction sont présentées Figure 3. Les deux groupes de génotypes
différaient significativement pour I’ensemble des variables présentées a 1’exception de la
densité de vaisseaux (Figure 3). En moyenne, les génotypes du groupe « + Vulnérable »
présentaient un diametre de vaisseaux plus important que les genotypes du groupe « -
Vulnérable » (36,88+0,32 um vs. 35,03+0,86 um, respectivement) ; de méme qu’une fraction
de lumen de vaisseaux plus importante (19,68+0,45 % vs. 18,07+0,43 %) et une conductivité
hydraulique spécifique du xyléme plus grande (11,70+0,52 kg s* m™ MPa™ vs. 9,48+0,27 kg s”
' m™* MPa™) (Figure 3). La représentation de la distribution des moyennes génotypiques par
groupe a permis de révéler une plus grande variabilité entre génotypes au sein du groupe « -
vulnérable » pour la taille et la densité de vaisseaux (voir encarts Figure 3) ; le phénomeéne
inverse a été observé pour la conductivité hydraulique, alors qu’aucune différence n’a pu étre

notée pour la fraction de vaisseaux (Figure 3).
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Figure 3: Performances moyennes des groupes de génotypes « -Vulnérable » et « +Vulnérable » pour
quatre caractéres anatomiques en lien avec I’efficience de conductions : le diamétre moyen des vaisseaux
(dm) (a), la densité de vaisseaux (Vp) (b), la fraction de lumen de vaisseaux (F) (c) et la conductivité
hydraulique spécifique théorique du xyleme (Ks ) (d). La distribution des moyennes genotypiques au sein de
chaque groupe est également présentée dans les encarts en haut a droite de chaque graphique. W correspond a la
valeur du test de Mann-Whitney-Wilcoxon. Les barres au-dessus des histogrammes correspondent aux erreurs-

standards.

2.2. Caracteéres en lien avec le renforcement mécanique
Les moyennes génotypiques et les moyennes par groupe pour les caractéres anatomiques en
lien avec le renforcement mécanique du xyléme sont présentées Figure 4. Les deux groupes de
génotypes différaient significativement pour I’épaisseur de la paroi des vaisseaux appariés (t) et
pour la résistance au collapsus pariétal ((t/b)?), les génotypes du groupe «+ Vulnérable »
présentant en moyenne des valeurs plus faibles de t et de (t/b)? que les individus du groupe « -
Vulnérable » (5,28+0,21 pm vs. 6,60+0,04 um pour t et 0,013+0,001 vs. 0,023+0,001 pour
(t/b)?). La variabilité entre génotypes pour le caractére (t/b)? était sensiblement identique pour
les deux groupes alors que pour le caractere t, la variabilité était plus importante au sein du

groupe « + Vulnérable » (voir encarts Figure 4). Aucune différence significative entre groupes
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n’a pu étre notée pour la densité du bois du fait de 'importante variabilité¢ observée entre

génotypes au sein du groupe « -Vulnérable » (Figure 4).
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Figure 4 : Performances moyennes des groupes de génotypes « -Vulnérable » et « +Vulnérable » pour trois
caractéres anatomiques en lien avec le renforcement mécanique du xyléme : I’épaisseur de la paroi des
vaisseaux apparies (t) (a), I’index de résistance au collapsus pariétal des vaisseaux (t/b) (b), et la densité du
xyleme (p,) (c). La distribution des moyennes génotypiques au sein de chaque groupe est également présentée
dans les encarts en haut a droite de chaque graphique. W correspond a la valeur du test de Mann-Whitney-

Wilcoxon. Les barres au-dessus des histogrammes correspondent aux erreurs-standards.
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Figure 5: Relation entre la fraction de lumen des vaisseaux (F) et la densité de bois (p,). Les points
correspondent aux valeurs individuelles de chaque génotype des groupes « - Vulnérable » et « + Vulnérable ». Les

valeurs du coefficient de corrélation de Pearson (cor) ainsi que la p-value sont indiquées.

En dehors des relations entre paramétres mesurés obtenues par construction mathématique,
la relation entre la fraction de lumen des vaisseaux et la densité de xyleme (Figure 5) a été
étudiée. En effet, la densité du xyléeme, comprenant les vaisseaux, les fibres et les rayons,

dépend de la fraction des parois mais également du lumen. Néanmoins, le paramétre F de notre
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étude correspond a la fraction de lumen des vaisseaux uniquement ; les fibres n’étant pas
intégrées. Un épaississement pariétal des vaisseaux n’implique pas forcément une
augmentation de densité du xyleme si les fibres compensent et assurent la fonction de soutien
mécanique et le maintien de 1’intégrité fonctionnelle des vaisseaux contre 1’implosion,

expliquant ainsi qu’aucune relation significative n’ait pu €tre mise en évidence.

2.3. Index d’appariement des vaisseaux
Le degré d’appariement des vaisseaux est trés variable entre espéces (Carlquist 1984) et a été
ici quantifié a I’aide de I’index d’appariement Vg : plus la valeur de V¢ est supérieure a 1, plus
le nombre de vaisseaux appariés est important. D’un point de vue fonctionnel, compte tenu du
fait que le développement de I’embolie nécessite le passage d’une bulle d’air d’un vaisseau a
un autre, on peut supposer que les individus présentant plus de vaisseaux appariés sont plus

vulnérables a la cavitation.
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Figure 6 : Performances moyennes des groupes de génotypes « -Vulnérable » et « +Vulnérable » pour
I’index d’appariement des vaisseaux (V). La distribution des moyennes génotypiques au sein de chaque groupe
est également présentée dans les encarts en haut a droite de chaque graphique. W correspond a la valeur du test de

Mann-Whitney-Wilcoxon. Les barres au-dessus des histogrammes correspondent aux erreurs-standards.

Les moyennes génotypiques et les moyennes par groupes pour 1’index Vg sont présentées
Figure 6. En moyenne, le groupe «+ Vulnérable » présentait des valeurs de Vg
significativement plus grandes que le groupe « - Vulnérable ». La variabilité entre génotypes
était sensiblement identique pour les deux groupes (voir encart Figure 6). On peut toutefois

noter la présence d’un génotype bien distinct des autres au sein du groupe « - Vulnérable »
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avec une valeur de V¢ égale a 1.82 (alors que les valeurs varient seulement entre 1.60 a 1.65
pour les quatre autres génotypes), ce qui a probablement contribué a tirer légérement vers le
haut la valeur moyenne de Vg pour ce groupe (voir encart Figure 6); les moyennes
génotypiques étaient distribuées de fagcon beaucoup plus homogéne au sein du groupe «+
Vulnérable » (voir encart Figure 6).

3. Observation et caractérisation des surfaces ponctuées et de ['ultrastructure des

ponctuations des vaisseaux

Figure 7 : Comparaison de trois techniques microscopiques afin d’explorer plus finement les éléments

conducteurs des vaisseaux du xyleme: (Al) et (A2) éléments de vaisseaux du génotype SPM-07 en
microscopie optique ; (B1) et (B2) éléments de vaisseaux du génotype SPM-47 en microscopie optique ; (C)
et (D) ponctuations du génotype SPM-07 observées en microscopie confocale ; (E) vaisseaux appariés, et (F)
détail d’une ponctuation du génotype SPM-07 observé au microscope électronique a balayage. La fleche
blanche indique la présence d’un pore au sein de la paroi primaire. Pv-v : ponctuation vaisseau-vaisseau ; Pv-r :

ponctuation vaisseau-rayon.
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3.1. Microscopie optique en lumiére transmise
Le protocole de macération mis au point a permis de dissocier efficacement les différents types
cellulaires constitutifs du xyléeme : fibres, cellules de rayons et éléments de vaisseaux. Les
observations microscopiques des préparations obtenues ont révelé une variabilité importante de
forme et de taille des éléments de vaisseaux aussi bien entre génotype qu’au sein d’un méme
génotype (Figure 7). Les ¢léments de vaisseaux issus d’une méme allumette de bois
présentaient des longueurs (de 200 um a 440um) et des diametres relativement variables (de 20
pum a 55 um) (Figure 7 : Al, A2, B1, B2). De méme, les surfaces ponctuées pouvaient étre plus
ou moins importantes et plus ou moins bien distribuées a la surface de 1’élément conducteur
(Figure 7 A et B). Certains éléments présentaient trés peu voire aucune ponctuation et
correspondent tres certainement a des vaisseaux isolés au milieu de massif de fibres (Figure
7B1). A cette échelle d’observation, il a été possible de distinguer les ponctuations entre
éléments de vaisseaux et cellules de rayons; présentant une taille et une forme assez
différentes des ponctuations vaisseau-vaisseau et qui a priori ne joueraient aucun réle dans le

phénomeéne d’embolie.

3.2. Microscopie confocale
Les observations réalisées en microscopie confocale aprés coloration au Calcofluor ou a
I’iodure de propidium ont confirmé la variabilité de formes et de tailles entre éléments de
vaisseaux ainsi que pour les surfaces ponctuées. En outre, elles ont permis de réaliser des
reconstructions en 3D des surfaces ponctuées (Figure 7D) et par conséquent de visualiser les
deux faces d’une méme ponctuation. Néanmoins, la partie centrale de la ponctuation constituée
uniquement de la paroi primaire n’a pas pu étre visualisée avec cette technique d’observation
(Figure 7C). Cette zone enchassée dans la ponctuation est en partie masquée et est de ce fait

peu ou pas accessible par le colorant utilise.

3.3. Microscopie électronique a balayage
La microscopie ¢lectronique a balayage a permis d’observer a une échelle plus fine les
ponctuations vaisseau-vaisseau (Figure 7E et 7F). Les pores (Figure 7F) présents au centre de
la ponctuation, ou ne subsiste que la paroi primaire, ont éte étudiés sur les deux échantillons.
La zone centrale de la ponctuation est fragile et particuliérement difficile a conserver sous le
faisceau d’électron. Le nombre de ponctuations qui ont pu étre correctement observées était
donc faible. Toutefois les observations réalisées laissent supposer une différence de taille et de

répartition des pores dans cette zone pour les deux genotypes étudiés.
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Discussion

1. Etendue de la variabilité intra-population pour la vulnérabilité a la cavitation

Au cours des deux derniéres décennies, un grand nombre d’espéces Vvégétales a pu étre
caractérisé pour leur vulnérabilité a la cavitation, les valeurs de Psy pouvant varier de -0,5 a
presque -15 MPa (Mabherali et al. 2004). La valeur moyenne de Pso obtenue dans notre étude
sur les 35 génotypes (-2,03 MPa) permet de placer le peuplier noir parmi les espéces des
régions tempérées les plus vulnérables a la cavitation. Ce résultat est en accord avec le fait que,
comme la plupart des autres espéces de peupliers, le peuplier noir est inféodé aux milieux
humides.

En comparaison des études menées a 1’échelle inter-spécifique, le nombre d’études
conduites a 1’échelle intra-spécifique demeure beaucoup plus limité. Nos données ne
permettent pas de documenter la variabilité existante entre populations mais le grand nombre
de génotypes caractérisés permet une quantification assez précise de la variabilité pouvant
exister en arbres d’une méme population. La gamme de variation entre les deux génotypes les
plus extrémes de notre population d’étude était de 0,48 MPa (-1,72 < Psy < -2,20 MPa). Ces
valeurs sont comparables aux données publiées par Schreiber et al. (2011) sur le peuplier faux
tremble (P. tremuloides Michx.) ainsi que relatives au P. trichocarpa Torr. & Gray (Sparks et
Black 1999). Elles tendent a confirmer la faible variabilité intra-spécifique existante pour ce
caractere chez les arbres. D’autres travaux (Sterck et al. 2012 ; Wortemann et al. 2011) ont
également mis en évidence que la moyenne de Pso au sein de plusieurs populations ne variait
d’au maximum 1MPa. A titre de comparaison, une étude conduite sur seulement huit cultivars
hydrides P .deltoides x P. nigra a montré des variations entre génotypes extrémes pour Pso de
I’ordre de 0,80 MPa (Fichot et al. 2010) ; ces variations plus importantes pourraient étre liées

au phénomeéne d’hybridation inter-spécifique.

2. Vulnérabilite a la cavitation et efficacité de conduction

La mise en place d’un xyléme plus sir est supposée avoir un cotit (Martinez-Vivalta et al.
2002 ; Maherali et al. 2006). Une des premiéres hypothéses a avoir été formulée suppose qu’un
xyleme moins vulnérable a la cavitation est également moins efficace en termes de conduction
de la seve brute car constitué de vaisseaux de plus petite taille (Zimmermann 1983) ; un
appareil vasculaire moins efficace est alors généralement associé a des échanges de gaz moins

importants et une croissance plus faible. Nos résultats supportent I’existence d’un compromis
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sreté vs. efficacité au sein de notre population d’étude puisque les individus du groupe « +
Vulnérable » présentaient des vaisseaux plus grands, une fraction de lumen de vaisseaux plus
importante ainsi qu’une plus forte conductivité hydraulique théorique que ceux du groupe « -
Vulnérable ». Ces résultats contrastent avec ceux obtenus sur huit génotypes hybrides P.
deltoides x P. nigra pour lesquels aucune relation significative n’avait pu étre observée.

Il convient de noter que le compromis sureté vs. efficacité, lorsqu’il est mis en évidence,
n’est qu’indirect. En effet, le mécanisme de I’embolie estivale tel qu’il est décrit (I’hypothese
du « germe d’air », Tyree et Sperry 1989) predit que le niveau de vulnérabilité a la cavitation
dépend uniquement de la taille des pores au sein de la paroi primaire des ponctuations
vaisseau-vaisseau, et non pas de la taille du vaisseau en lui-méme. On suppose donc
aujourd’hui que le compromis résulte du fait que les individus présentant des vaisseaux de plus
grande taille possédent une plus grande surface ponctuée ; une plus grande surface ponctuée est
associée, en retour, a une probabilité (un risque) plus élevée de présenter au moins un pore de
taille anormalement grande, donc & une vulnérabilité accrue (Wheeler et al. 2005 ; Christmann
et al. 2009).

3. Vulnérabilité a la cavitation et renforcement mécanique du xyléme

Une deuxieme hypotheése permettant d’expliquer le colt de la vulnérabilité a la cavitation a
également été proposée plus réecemment par Hacke et al. (2001) et concerne le renforcement
mécanique du xyléme vis-a-vis des risques de collapsus. Selon cette hypothése, les individus
plus résistants a I’embolie peuvent théoriquement fonctionner a des tensions xyleémiennes plus
négatives ; or fonctionner a des tensions xylemiennes plus négatives implique des risques de
collapsus (effondrement des parois par implosion) plus grands et nécessite un renforcement
pariétal. Les individus moins vulnérables devraient donc présenter des parois plus épaisses, une
résistance au collapsus plus grande ainsi qu’une densité¢ du xyleme plus ¢levée (Hacke et al.
2001). Nos résultats ont montré que le groupe « - Vulnérable » possédait en moyenne une
épaisseur des parois entre deux vaisseaux appariés et un index de résistance au collapsus
significativement plus importants que le groupe «+ Vulnérable ». Néanmoins, aucune
différence significative entre ces groupes n’a €ét¢ mise en évidence pour la densité du xyleme.
L’ensemble de ces résultats corroborent partiellement 1’hypothése émise puisque les propriétés
structurales du xyléme, épaisseur de paroi et résistance au collapsus, s’aveérent étre des
indicateurs dans le compromis sureté vs. renforcement mécanique du xyléeme (Martinez-Vivalta
et al. 2002 ; Hacke, Jacobsen et Pratt 2009). Cependant, aucune relation n’a pu étre mis

évidence entre sureté et densité du bois ; cette derniere étant dépendante de la fraction de
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vaisseaux mais également des fibres, . la matrice de fibres devant assurer un réle fonctionnel
dans D’intégrité des vaisseaux face aux risques de collapsus. Les travaux réalisés sur les
hybrides P. deltoides x P. nigra (Fichot et al. 2010) mettent en évidence 1’existence d’un
compromis entre résistance a la cavitation et 1’épaisseur de parois entre couples de vaisseaux
appariés ; en revanche, aucune relation n’a été mise en évidence entre résistance a la cavitation,
index de résistance au collapsus pariétal et densité du xyleme.

Une seconde explication peut étre avancée afin d’expliquer pourquoi une plus faible
vulnérabilité a la cavitation semble associée a une épaisseur de paroi des vaisseaux appariés
plus grande. D’autres travaux parus dans littérature ont également publiés des résultats
similaires, par exemple sur diverses especes de Prunus (Cochard et al. 2008) ou sur des
génotypes de peupliers hybrides (Fichot et al. 2010). Si I’épaisseur de paroi des vaisseaux
appariés apparait comme un indicateur fiable du niveau de vulnérabilité a la cavitation, cette
relation reste vraisemblablement indirecte. Jensen, Choat et Pletsers (2009) ont en effet
démontré qu’une paroi plus épaisse était associée a des pores au sein des ponctuations de plus
petite taille, ce qui a pour conséquence de réduire les risques de cavitation.

Les compromis fonctionnels présentés ci-dessus (sureté vs. efficacité et sureté vs.
renforcement mécanique) ont souvent été appuyés par des comparaisons inter-spécifiques
(Hacke et al. 2001 ; Martinez-Vivalta et al. 2002 ; Hacke et al. 2006). Comparer des espéces a
I’écologie contrastée et aux histoires évolutives différentes présente néanmoins des limites. La
validité de ces compromis a 1’échelle intra-spécifique reste encore trés peu documentée
(Martinez-Vivalta et al. 2009). Certaines études, notamment sur peupliers hybrides, ont
suggéré que les relations couramment observées a 1’échelle inter-spécifique ne s’appliquaient
pas forcément a des échelles d’études plus restreintes notamment & cause de gammes de
variations beaucoup plus limitées pour les variables d’intérét (Fichot et al. 2010). Nos résultats
ne vont pas dans ce sens et démontrent que méme a des échelles individuelles ces compromis

peuvent rester valides.

4. Vulnérabilité a la cavitation et degré d ’appariement des vaisseaux

Le degré d’appariement des vaisseaux est trés variable entre especes (Carlquist 1984). Chez les
angiospermes, I’embolie estivale est caractérisée par le passage d’une bulle d’air au niveau des
ponctuations entre deux vaisseaux. On peut supposer que les individus présentant un plus fort
degré d’appariement des vaisseaux sont plus vulnérables a la cavitation. Le résultat de notre

étude sur ce parameétre corrobore I’hypothése proposée mais également les résultats de 1’étude

21



menée par Lens et al. (2007) démontrant que 1’élévation du nombre moyen de vaisseaux en

contact tend a augmenter la vulnérabilité a la cavitation.

5. Vers une caractérisation fine de [ ultrastructure des ponctuations vaisseau-vaisseau
Compte tenu du réle fondamental des ponctuations dans le déterminisme de la vulnérabilité a la
cavitation, une étude exploratoire a été initiée afin de décrire les éléments de vaisseaux isolés et
d’accéder a la structure fine des ponctuations a 1’échelle subcellulaire. Différentes techniques
microscopiques ont été expérimentées et les premiers résultats ainsi que les perspectives
ouvertes par ce travail sont ici présentées.

La microscopie optique en lumiere transmise est un outil suffisant pour appréhender la
variabilité en termes de forme et de taille entre les différents éléments de vaisseaux présents
dans un méme échantillon de xyleme. Une coloration simple au bleu de toluidine permet assez
facilement de mesurer les surfaces ponctuées sur un élément de vaisseau. Dans le cadre de ce
travail aucune analyse statistique n’a été engagée mais, il apparait envisageable, apres
optimisation de la technique de préparation, de réaliser des mesures semi-automatiques des
surfaces ponctuées par analyse d’image. L’ atout principal de la microscopie confocale est de
permettre la reconstruction d’image en 3D des zones ponctuées de ces mémes ¢léments de
vaisseau et d’appréhender la forme de la cellule dans son environnement tissulaire. Toutefois,
la mesure des surfaces ponctuées et des tailles des ponctuations nécessite la maitrise des
techniques d’analyses d’images tomographiques beaucoup plus complexes. Seules les
techniques de microscopie ¢électronique permettent d’accéder a [D’ultrastructure des
ponctuations et a la taille des pores. Les premiers essais réalisés en microscopie électronique a
balayage au cours de cette étude sont trés encourageants et permettent d’envisager la mise en
évidence de différences significatives de tailles de pores comme cela a été montré dans d’autres

études (Sano 2005 ; Jansen et al. 2009).

Conclusions et perspectives

Cette étude visait a préciser les relations entre les caractéristiques anatomiques du xyléme et la
vulnérabilité a la cavitation au sein d’une population naturelle de peuplier noir. De telles
données sur un grand nombre d’individus restent encore relativement rares a 1’échelle intra-
spécifique, et notamment a I’échelle intra-population comme c¢’est le cas dans notre étude ; ce

constat est d’autant plus vrai chez les espéces ripariennes comme les peupliers. Les données

22



exploratoires concernant 1’ultrastructure des ponctuations a des niveaux d’observation
cellulaire et subcellulaire fournissent des perspectives intéressantes dans le but de caractériser

plus finement les liens entre structure-fonction du xyléme.
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Annexe

Annexe 1 : Principe du cavitron

Photographies du cavitron de Bordeaux

Le principe de cette méthode repose sur 1’utilisation de la force centrifuge pour générer des
pressions négatives (tensions) dans un segment de xyléme tout en mesurant 1I’impact sur sa
conductivité hydraulique (K). Un échantillon de tige calibré, d’une longueur de 28 cm et d’un
diametre compris entre 4 et 8§ mm, a été prélevé sur ’ensemble des pousses et centré sur un
rotor (Precis 2000, Bordeaux, France) monté sur une centrifugeuse (Sorval RC5C Plus,
Thermo Fisher Scientific, Munich, Allemagne). La conductivité maximale de chaque
échantillon (Knax) a été déterminée pour une pression xylémienne référence en mesurant le flux
d’une solution ionique de référence (10 mM KCI and 1 mM CaCly. La pression a ensuite été
diminuée par pallier successif et la conductivité (K;) de 1’échantillon a été déterminée pour
chaque pression. Le pourcentage de perte de conductivit¢ hydraulique de 1’échantillon a été
calculé pour chaque pression mesurée selon 1’équation suivante : PLC = 100 X (1 — Ki/Knax).
Les mesures ont été répétées jusqu’a ce que le pourcentage de perte de conductivité
hydraulique atteigne 90%. L’acquisition et le traitement des données ont été réalisés avec le
logiciel CAVI_SOFT (version 3.3.0, Université de Bordeaux). La relation entre la pression du
xyléme et le pourcentage de perte de conductivité hydraulique ont permis d’établir une courbe
de vulnérabilité a la cavitation pour chaque échantillon. Une fonction sigmoide a été ajustée
aux données obtenues pour chaque individu selon 1’équation suivante (Pammenter et Van der
Willigen, 1998): PLC = 100 / (1 + exp (s / 25 x (P — Psp))) ou Psy représente la tension

xylémienne (en MPa) provoquant 50% d’embolie.
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Annexe 2 : Analyse d’image sous Image J

Au total, 490 images ont été analysées au cours de cette étude.

'&t..,o.‘

; CCh
AT ucc..‘.-
"“dniﬂ..‘ " i e~

.'.J
gl : :
+

maut"l‘!jl

’
‘..‘;»-.‘
»emy ‘on-'

~" nnavd‘ "‘o.

T "qt. :1_'"“.""’0p, }

» " &

.; . \ .

L Ly W W 4 “ye® >

L AL

| ‘v
i DO g

""‘" i ) "’~-.oo.--ﬁwgn {

LD.-\‘:.~
‘\..’-'

" a
‘l a.mﬂwl-aa—u- -
- PR -Q."»‘J.’."-l

.I,

“'anadd" > by, ks 2
s il axdili ""'_..‘ P

rre P>
L N a‘«‘

Planche photos de deux génotypes contrastés, SPM-45 (a gauche) et SPM-42 (a dr0|te)

(A) et (E) images a ’objectif 10x ; (B) et (F) images a 1’objectif 10x, binarisées pour 1’analyse

du nombre et de la surface respective des vaisseaux ; (C) et (G), images a 1’objectif 20x ; (D) et

(H), images a I’objectif 20x, binarisées pour 1’analyse de 1’épaisseur des 2 parois pour les

vaisseaux appariés présentant un diamétre proche du diamétre hydraulique.
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