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Figure 1. Evolution prédictive des modulations des précipitations suite a une augmentation de
2°C de la température de surface terrestre selon le modéle RCP8.5. Les estimations ont été
réalisées avec le Global Hydrological Model dont le niveau de confiance est indiqué.

[llustration adaptée de Schewe et al. (2013).
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1. Le changement climatique

1.1.  Une transition climatique

Le climat change réguliérement a la surface de la planéte provoquant des extinctions
d“espéces animales et végétales, comme en témoignent de nombreuses études
paléoclimatiques (Raup and Sepkoski, 1982; Koch and Barnosky, 2006). Au cours des
500 000 derniéres années, cinq extinctions massives auraient eu lieu et la 6™ ayant pour
cause les changements globaux (dont les changements climatiques) provoqués par 1“homme
serait en cours (Barnosky et al., 2011). L*analyse des tendances climatiques et des pratiques
humaines du siécle dernier permettent la modélisation de la variation future de la température
mondiale moyenne et des changements climatiques. La température moyenne de la surface du
globe a augmenté de 0,85°C entre 1880 et 2012 (IPCC 2013; Settele et al.,, 2014). A cette
observation s“ajoutent plusieurs autres anomalies climatiques, comme une augmentation des
gaz a effet de serre, la fonte prématurée des glaces arctiques, une ¢élévation du niveau de la
mer, un accroissement de la durée des vagues de chaleur ou au contraire des pluies
diluviennes et 1“acidification des océans (Burkett et al., 2014). Ces parametres ont permis de
construire plusieurs modeles qui prédisent tous une augmentation de la température de surface
de la planete d“ici une centaine d“années allant de 1,0°C (modele RCP2.6) a 3,7°C pour le
plus pessimiste (modéle RCP8.5; Burkett ef al., 2014). En conséquences de ce réchauffement
global, la fréquence et 1“intensité des évenements climatiques extrémes sont susceptibles de
s“accroitre (Beniston et al, 2007; Burkett et al., 2014). Les climats tempérés seront
notamment touchés par des modifications hydrologiques majeures provoquant des sécheresses

(van Mantgem et al., 2009; Anderegg et al., 2013; Cisneros et al., 2014; Figure 1).

1.2.  L*évolution des aires de répartition des especes végétales

En réponse a ces changements climatiques importants, les aires de répartition de
certaines especes herbacées et arborescentes ont déja commencé a évoluer avec une tendance
de migration vers les poles (Parmesan and Yohe, 2003; Lenoir ef al., 2008). La cause majeure
de la modification de ces aires de répartition semble étre les changements de température, un
facteur influengant notamment la phénologie (Settele et al, 2014). Ce parametre est un des
plus sensibles aux modifications climatiques et 1“augmentation des températures provoque un

«avancement du printemps » observé chez de nombreuses espéces de différentes régions
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tempérées (Menzel et al.,, 2006; Parmesan, 2007; Primack et al,, 2009; Cook et al., 2012;
Penuelas et al., 2013). L“amplitude de variation de la phénologie est dépendante des especes
mais la sortie de dormance est globalement avancée de 2,8 jours par décennie (Parmesan,
2007). Les bouleversements climatiques expliquent les changements de distribution des
especes, notamment au sein des communautés forestieres, au travers des modifications de
I“abondance des especes (Cahill et al., 2012; Doxford and Freckleton, 2012) et de la structure
de ces communautés (Bertrand et al., 2011; Ruiz-Labourdette et al, 2013). En effet, les
interactions biotiques auraient un poids plus important dans la survie de [“espéce que le degré
de tolérance physiologique aux modifications environnementales (Cahill et al., 2012).

Depuis quelques dizaines d“années des modeles tentent de prédire 1“évolution des aires
de répartition des espéces en fonction des scénarios climatiques afin de mettre en place des
politiques de préservation de la biodiversité. En cas de bouleversements climatiques, le
potentiel de migration dépend de 1“espeéce concernée. Ainsi, la migration des especes de
succession ¢écologique tardive serait trés lente en réponse a une modification
environnementale (Meier et al., 2012). Il dépendrait également de la compétition pour les
ressources, de la configuration de |“habitat et des conditions précises de modifications
environnementales (Meier ef al., 2012). Enfin, les variations de réponses inter-spécifiques de
1“4ge de maturation, de la fécondité et de la méthode de dispersion des graines influenceraient
les prédictions de migration (Nathan et al., 2011). La capacité de migration des especes
arborescentes vers les poles et en altitude serait fondamentale dans leur survie (Dale et al.,
2010; Hickler et al., 2012). Les scénarii prédisent une migration des populations de Fagus
sylvatica endémiques des plaines d“Europe en direction de 1“Asie, des pays du Nord de
1“Europe et des régions de haute altitude d“ici 2100 (Landmann et al., 2008; Meier et al.,
2012; Falk and Hempelmann, 2013). La nouvelle aire de répartition de Betula pendula serait
identique a celle du hétre a 1“exception d“une plus forte abondance dans les pays du nord de
1“Europe (Meier et al., 2012). De fagon identique, 1“abondance de Picea abies augmenterait
dans les pays du Nord de [“Europe et les régions de haute altitude mais diminuerait fortement
partout ailleurs (Falk and Hempelmann, 2013). Au cours du prochain siécle, certaines especes
végétales pérennes, et notamment celles de grande taille, seront en voie d“extinction en
Amérique du Nord (Morin et al., 2008). Parmi elles, Populus deltoides et Populus tremuloides
subiront une faible diminution de population (de 1“ordre de 10%) contrairement aux hétres (de
10% a 20%) et aux chénes (environ 20% et jusqua40% pour Quercus bicolor; Morin et al.,

2008).
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Cependant, certains auteurs soutiennent 1“hypothése d“une modification de 1*“aire de
répartition trop lente face aux modifications environnementales rapides et peu prédictibles
(Chmura et al, 2011; Rustad et al., 2012; Settele et al., 2014). Selon cette hypothése, la
survie des especes dépendra donc de leur capacité de réponses a des perturbations récurrentes
de leur environnement (Givnish 1988). En effet, les traits phénotypiques sont modulables
selon une plasticité qui leur est propre et dans des limites fixées par 1“histoire évolutive de
1“espece et le milieu (Nicotra et al., 2010). La plasticité phénotypique serait donc essentielle
dans la réponse des plantes en général et a fortiori des plantes pérennes telles que les arbres
face aux changements climatiques. Les mod¢eles de prédictions d“aires de répartition sont
encore perfectibles car beaucoup ne prennent pas en compte des parametres pourtant
indispensables, comme les interactions entres especes (Hughes, 2000; Suttle ez al., 2007; Van
der Putten et al., 2010; Wisz et al., 2013), la plasticité des traits (Parmesan and Hanley 2015)
et [“évolution des relations entre traits (Angert ef al., 2013) dans un environnement qui ne

posséde pas son équivalent actuel.

1.3.  Les conséquences écologiques et économiques des sécheresses

L*accumulation de CO, atmosphérique est un facteur favorisant la croissance en diametre
des troncs de nombreuses essences forestieres eurasiennes (Briffa et al., 2008) et tropicales
(Phillips ef al., 2009). La fixation du CO, par les foréts est fondamentale dans le cycle global
du carbone (Settele ef al., 2014) puisquelle permet de limiter la concentration de gaz a effet
de serre et I“amplification du phénoméne de réchauffement global (Pan et al, 2011).
Cependant, depuis les années 1980, une importante variabilité de la croissance radiale a été
mise en évidence dont la cause serait des évenements ponctuels de sécheresse intense (Wilson
et al., 2007, Phillips et al., 2009). A cela s gjoute la réduction de la photosynthése impliquant
une réduction de la fixation de carbone pendant la période de déficit hydrique. Les hétraies
francaises sont particulierement touchées par ces déficits hydriques et présentent des
ralentissements de croissance (Charru et al., 2010). Des ¢épisodes de sécheresse
particuliérement intenses et longs peuvent engendrer des dommages irréversibles pouvant
aller jusqu“au dépérissement des foréts (Bréda er al., 2006) en régions tempérées (van
Mantgem et al., 2009; Anderegg et al., 2013), tropicales (Phillips et al., 2009) et boréales
(Peng et al., 2011). Ce genre de phénomene a déja été observé en France suite a la sécheresse
de 2003 (Bréda et al., 2004). Des parcelles entiéres de jeunes peupliers d“Aquitaine et du

nord-est de la France ont été décimées et la croissance des peupliers les plus matures a été

9.



Figure 2. Carte de I’aire de répartition actuelle de 1’espéce Populus nigra en Eurasie
(European forest genetic resources program, Euforgen, 2015).
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ralentie sur plusieurs années induisant des pertes économiques importantes (Rebetez et al.,
2006). De plus, la sensibilité aux attaques des pathogénes semble étre augmentée chez les
arbres ayant subi un stress hydrique important, ce phénoméne a été observé notamment chez
Populus tremuloides dont la disparition est amorcée dans les régions d“Amérique du Nord
(Worrall et al., 2013). Les événements de sécheresse constituent donc un important facteur
influengant [“aire de répartition des espeéces pérennes. La gestion des conséquences de tels
impacts reste un défi pour les producteurs forestiers qui décident aujourd“hui des essences a

exploiter qui ne seront récoltées que dans des dizaines d“années.

2. Le peuplier

2.1.  Les peuplements naturels du genre Populus

Les plantes du genre Populus appartiennent a la famille des Salicaceae de strate
arborescente. Les peupliers peuvent atteindre 45 meétres de haut et 3 m de diameétre en 200 a
300 ans. Leur feuillage est caduc, simple et a phyllotaxie opposée. Les feuilles peuvent étre
dentelées ou lobées (Isebrands and Richardson 2014). Les peupliers sont dioiques, héliophiles
et majoritairement pionniers (Rameau ef al., 1989). Ces espéces sont capables d“occuper une
grande variét¢ d“habitats €cologiques aussi bien en peuplements monospécifiques qu‘en
association avec des coniferes ou des Angiospermes arborescents (Isebrands and Richardson
2014). Ils sont généralement retrouvés dans des écosysteémes humides et en particulier aux
abords des écosystémes aquatiques continentaux, des latitudes du Nord jusqu“aux tropiques.

Quatre-vingt-cinq especes de peupliers ont été identifiées en Europe, en Afrique du
Nord, en Amérique du Nord, au Mexique et en Asie centrale. La plus grande diversité
naturelle de peuplier se trouve en Chine (Fang and Skvortsov, 1999; FAO, 2009). Quelques
peuplements naturels (environ 39 800 ha), principalement constitués de P. tremula et de P.
nigra, subsistent en France (Service du Patrimoine Naturelle, FAO, 2008). En effet, P.
tremula est retrouvé sur 1“ensemble de 1“hexagone excepté les bords de la Méditerranée,
1“Aquitaine et la région Poitou-Charentes. L*aire de répartition naturelle du peuplier noir
s“dend de 1“Ouest de 1“Europe jusqu'a 1'Ouest de 1“Asie avec quelques localisations en
Afrique du Nord (Maroc, vallée du Haut Atlas) (Cagelli and Lefévre, 1995; Figure 2). En
France, les peuplements naturels de P. nigra sont présents dans la vallée de la Loire, dans la
moitié sud et a 1“est (Villar 2011). Les ripisylves et les foréts alluviales constituent des

milieux humides propices au développement et a la croissance du peuplier noir a caractcre
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mésohygrophile (Isebrands and Richardson 2014). Il peut atteindre 25 a 30 m dans des
milieux bien ensoleillés (Rameau et al., 1989). Cette espéce appartient a un modele évolutif
intermédiaire a la stratégie R et K. Effet, elle posséde une croissance rapide et est pionniére
notamment sur substrat sec, caractéristiques de végétaux de stratégie R (Rameau et al., 1989).
Ces particularités évolutives sont combinées a d“autres appartenant a la stratégie K : une
maturité de reproduction sexuée tardive, une longévité importante et une fécondité faible. Son
pouvoir colonisateur est directement reli¢ a la dynamique des rivieres (Cagelli and Lefévre
1995). La dissémination de [“espéce s“effectue par multiplication végétative (bouturage
naturel de portions de branches le long des rivieres) et par reproduction sexuée au bout de 6 a
10 ans. Ces peuplements endémiques cotoient des populicultures constituées majoritairement

d“hybrides P. deltoides x P. nigra communément appelés P. euramericana.

2.2.  Laproduction et la valorisation du peuplier

Populus nigra a été longtemps une espece forestiere cruciale exploitée comme bois de
chauffage et pour la construction des charpentes. Les hybrides Populus euramericana, créés
en France en 1755 (Dickmann 2006), ont rapidement remplacé les cultures de peuplier noirs
endémiques dont la production de bois était plus faible et inconstante par rapport a celle des
hybrides. A partir de ce moment, le peuplier noir a été¢ uniquement utilisé comme ressource
pour I“amélioration génétique au travers des croisements, pour sa rusticité, sa capacité
d“enracinement dans des sols de texture et de structure variables et sa résistance aux maladies
(Cagelli and Lefevre 1995). Au cours des années 1990, 63% des hybrides créés dans les
programmes d“amélioration végétale avaient pour parent le peuplier noir (Viart 1992). Le
peuplier noir constitue donc une ressource génétique cruciale en plantations forestiéres.

Les débouchés économiques du peuplier comme bois d“ceuvre sont multiples car celui-
ci est trés malléable : emballage, contreplaqué, pate a papier, charpente, mobilier.
Aujourd‘hui, la France est le deuxiéme producteur mondial de peuplier (236 000 ha donnant
1.4 millions m® de bois) aprés la Chine (4.3 millions d*ha; FAO, 2008). Les hybrides actuels
utilisés en agroforesterie (principalement P. euramericana) sont dotés de croissances
longitudinale (2 m par an) et radiale (7 a 10 cm par an) rapides dues a [“effet d"hétérosis ce
qui permet de valoriser le bois sur un cycle de 15 ans. Avec le développement de la filiere
bois énergie, des modes de production en taillis de courte rotation (6 a 8 ans) montrent de tres

bons résultats dans la production de granulés de bois de chauffage.
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2.3. Les enjeux écologiques du peuplier

Le peuplier noir est une espéce dominante des foréts alluviales qui contribue a leur
biodiversité. Il posséde un systéme racinaire pivotant qui stabilise la structure du sol
alluvionnaire, limite 1“é&osion des berges et permet la conservation des ripisylves. Certaines
populicultures sont utilisées dans les programmes de phytoremédiation pour le stockage des
métaux lourds dans les vacuoles, et dans la valorisation des boues de stations d“€purations,
utilisées comme engrais (Ball et al., 2005), permettant d“améliorer la gestion des déchets
chimiques et organiques.

Les foréts alluviales sont des zones tampons a 1“interface de la riviére et des espaces
anthropisés qui stockent [“azote et le phosphore inorganique, notamment grace a la
contribution du peuplier noir (Naiman and and Décamps 1997). Cependant, ces milieux, dont
dépend le peuplier noir, sont menacés par 1“activité anthropique au travers des déboisements
et d“aménagements agricoles (Michel 2009).

Depuis quelques décennies, le peuplier noir d*Ttalie, Populus nigra var italica,
probablement issu de la mutation spontanée d“un génome de peuplier noir en Asie centrale
(Cagelli and Lefévre 1995), s“est rapidement acclimaté a 1“Europe et vient concurrencer la
variété¢ locale francaise P. nigra var betulifolia (Isebrands and Richardson 2014). Une
introgression de genes de peuplier noir d“Italie et de peupliers hybrides (P. deltoides x P.
nigra) dans le fond génétique riche du peuplier noir autochtone a été mise en évidence
(Benetka et al., 1999). Par conséquent, les peuplements natifs de peupliers noirs des régions
de 1“Eumpe de 1“Ouest ont quasiment disparu. Des programmes de conservation des
ressources génétiques du peuplier noir et de son habitat ont ét¢ engagés durant les années
1990 au travers des réseaux européens EUFORGEN et EUROPOP. Au méme moment, le
Ministére de 1“Agriculture francais a mis en place un Programme National de Conservation des
Ressources Génétiques Forestieres. Ceci a permis une conservation in situ dans des Réserves
Naturelles et une conservation ex situ d“environ 2000 individus provenant de différents bassins

versants francais dans un populetum (Guéméné-Penfao).

2.4. Le peuplier, un modéle d“¢tude récent

Sa capacité de croissance et le séquengage du génome de Populus trichocarpa font du

peuplier une espece modele dans 1“¢ude des réponses physiologiques des arbres aux stress
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biotiques et abiotiques (Bradshaw et al., 2000, Taylor 2002). Le séquencage du génome de
Populus trichocarpa est revu régulicrement afin d“¢liminer les erreurs de séquencage
antérieures et d“affiner sa structure génétique, notamment grace aux nouvelles techniques de
séquencage (Next Generation Sequencing, NGS) comme le RNAseq (cf. section 4.1.).
Actuellement, le génome est a sa troisieme version d“annotation fonctionnelle des structures
géniques identifiées. Il posseéde un génome diploide de 485 Mpb, 45 555 geénes nucléaires

répartis dans 19 chromosomes, 153 génes plastidiques et 73 013 transcrits.

3. Présentation du plan de thése

L*ensemble des travaux de thése se sont déroulés au sein de I"'UMR PIAF « Physique et
Physiologie Intégratives de 1“Arbre Fruitier et Forestier » INRA-Universit¢ Clermont
Auvergne a Clermont-Ferrand. La thése exposée dans ce document s“inscrit dans deux
problématiques du laboratoire : [“adaptation des organismes et des populations a leurs milieux
et I“impact du changement climatique sur les écosystémes anthropisés. Cette thése s“intéresse
a la variabilité des réponses phénotypiques et transcriptionnelles du peuplier noir en carence
hydrique dans le cadre des régulations hydriques foliaires. Le document débute par une
synthese bibliographique qui introduit les connaissances fondamentales sur : les
caractéristiques phénotypiques du peuplier noir, les modalités du transport de 1“eau dans la
plante, les réponses phénotypiques et moléculaires des arbres a un déficit hydrique et la
plasticit¢ des réponses. Les résultats des travaux menés sont ensuite présentés en trois
chapitres portant sur 1“&ude de la stratégie et la plasticit¢ de la réponse phénotypique du
peuplier noir a la sécheresse (Chapitre 1), la plasticité des réponses phénotypiques et
transcriptionnelles intégrées du peuplier noir a la sécheresse (Chapitre II) et [“éude
comparative des réponses transcriptionnelles entre nervure principale et limbe de la feuille de
peuplier noir a une sécheresse (Chapitre III). Enfin, la discussion et les perspectives
reprennent les apports fondamentaux de la theése dans la compréhension des régulations et des
plasticités phénotypique et moléculaire des peupliers noirs en situation de déficit hydrique

sévere.
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Figure 3. Mise en place des rameaux chez un peuplier noir 4gé de 2 ans. La bouture d’une
tige de peuplier noir est plantée a ’année n. Les bourgeons émergeant de la bouture forment
des rameaux sylleptiques. Les rameaux mettent en place des bourgeons qui subissent
I’endurcissement de I’hiver. A 1’année suivante (n+1), le débourrement permettra le
développement de rameaux proleptiques le long de I’arbre. Des nouveaux bourgeons vont

Sur un rameau

sylleptique n

émerger des rameaux sylleptiques. Illustration modifiée de Wu et Hinckley, 2001.
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1. L*espeéce modele : Populus nigra

1.1.  Le systéme de ramification

La couronne du peuplier est mise en place via deux schémas de débourrement formant
soit des rameaux sylleptiques, soit des rameaux proleptiques (Hall¢ et al., 1978; Ceulemans et
al., 1990; Wu et Hinckley, 2001). Le peuplier possede la particularité d“avoir ces deux formes
de ramifications dont la morphogénése est différente (Tomlinson 1983). Tout type de
bourgeon qui a subit une phase de dormance, conséquence de 1“endurcissement au froid de
I“hiver, permettra la formation d“une branche proleptique a la suite de son débourrement au
printemps (Figure 3). Les bourgeons axillaires se mettent en place pendant tout le cycle de
végétation du peuplier (4 mois par an environ) et donneront dans la méme saison de
végétation des rameaux dits sylleptiques. Il a été observé que les rameaux sylleptiques
possedent une forte variabilit¢é de croissance et de développement en fonction de leur
environnement (Villar 2011). Au contraire, les branches proleptiques issus de bourgeons
proches de la branche principale et des branches latérales forment l“architecture a long terme
de la couronne de 1“arbre. Les branches sylleptiques jouent un réle dans la maximisation de la

productivité de la couronne (Ceulemans et al., 1990).

1.2.  Les caractéristiques foliaires

La formation des feuilles s“effectue en cycles réguliers en zone tempérée dans des
conditions de milieu non-limitantes. La mise en place des feuilles des plantes pérennes
s“effectue selon des étapes successives de croissance et de développement. Le degré de
maturité d“un organe foliaire peut donc étre déterminé grace au Leaf Plastochrone Index (LPI,
Erickson et Michelini, 1957; Maksymowych, 1973). Il correspond a 1“interval de temps
permettant 1“initiation (ou tout autre état physiologique) de deux feuilles successives. Chez le
peuplier noir, dont les feuilles les plus anciennes préformées dans le bourgeon avant
débourrement ont une morphologie différente des feuilles nouvellement développées, dites
néoformées, le LPI est cependant difficile a déterminer. Le feuillage est hétérophile, c“est-a-
dire constitué¢ de feuilles de caractéristiques morphologiques différentes. Effet, les feuilles
préformées sont petites, deltoides et grossicrement dentées alors que les feuilles néoformées
sont plus larges, ovoides ou deltoides avec des dents plus fines. Malgré ces différences
morphologiques, ces deux types de feuilles posseédent une structure tissulaire, ou anatomie,

similaire qui découle du développement puis de la croissance de chaque tissu foliaire.
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Figure 4. Structure nervaire d’une feuille de peuplier noir. Les nervures majeures, plus
longues et plus larges, conduisent la séve brute jusqu’aux nervures mineures plus fines et
courtes. Coloration au bleu de Toluidine (0.5%). Photo personnelle.
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Figure 5. Anatomie de la feuille de peuplier noir. (A) La structure tissulaire complexe de la
nervure principale s’agence en cinq principaux tissus. (B) Les nervures les plus petites sont
immergées dans le mésophylle et entourées d’une gaine périvasculaire et de son extension
(Bundle Sheath Extension ou BSE). Coloration au carmino-vert. Photographies personnelles.
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Les feuilles émergeant des bourgeons de peupliers sont recouvertes d“un mucus
protecteur qui limite les attaques de pathogeénes et réduit 1“augmentation de température de
surface. La feuille plus agée est partiellement isolée des fluctuations des conditions
extérieures grace a une couche cireuse recouvrant ses deux faces. La face inférieure ou
abaxiale est également recouverte de trichomes simples en faible quantité. Ceux-ci
permettraient de créer un micro-environnement de surface afin de réguler la transpiration
cuticulaire et la température de surface foliaire (Wagner 2004). Chez Populus tremula x alba,
I“augmentation de la densité de trichomes est concomitante a un accroissement de la capacité
de photosynthese, la production de biomasse mais aussi la résistance aux insectes (Plett ef al.,
2010). En effet, I“augmentation de la densité de trichomes bouleverserait la composition de la
couche limite a 1“interface feuille-atmosphére : le taux de transpiration foliaire et la
concentration en CO, augmenteraient tout en favoriserant le processus de photosynthese. Les
feuilles de P. nigra sont amphistomatales (stomates sur les deux faces de la feuille) mais
possédent une quantité de stomates plus importante sur leur face abaxiale.

La structure interne des feuilles est constituée de nervures et de parenchymes (Figure 4 et
5) ayant respectivement une fonction de conduction et une fonction assimilatrice. Les
fonctions de conduction sont assurées par le xyleme et le phloéme des nervures qui
transportent la seve brute et la seve élaborée. Le systeme de nervation des Angiospermes, a
fortiori celui du peuplier noir, est tres développé et sous forme d“un maillage serré.
L*organisation des nervures suit une hiérarchisation selon un gradient de longueur et de
diamétre (Figure 4). On distingue les nervures majeures (d“ordre 1 a 3), plus longues et plus
épaisses que les nervures mineures (d“ordre supérieur a 4). L extrémité du systeme nervaire
est constituée de nervures trés fines et courtes, nommées « free endings », qui débouchent
directement dans le mésophylle. La structure des nervures est trés conservée permettant le
calcul du diametre des nervures grace a la loi de Murray : 1> = ) 1y+1%. Le diametre 7 au carré
d“une nervure d“ordre k est égal a la somme des carrés des diametres des nervures d“ordre
inférieur k+1 (Price ef al., 2013). Les nervures peuvent étre entourées d“une assise cellulaire
appelée la gaine périvasculaire (Sack et Scoffoni, 2013). Une extension de cette assise peut se
prolonger au sein du mésophylle et est constituée de cellules non-chlorophylliennes, partant
de la nervure en direction de 1“é¢piderme (Bundle Sheath Elements ou BSE ; Figure 5). Les
Angiospermes arborescents, tels que le peuplier qui possedent ce genre de structure sont dits
hétérobariques (Terashima 1992). L“extension de la gaine périvasculaire constituerait entre
autre un soutien mécanique de la structure interne de la feuille (Wylie 1952). Les nervures

majeures sont entourées de sclérenchyme, un tissu lignifié qui permet de soutenir 1“ensemble
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Figure 6. Transport de 1’eau au sein du continuum sol/plante/atmosphére. (A) L’eau traverse
les poils absorbants racinaires. (B) Le moteur principal du flux d’eau est la transpiration
foliaire. (C) Les vaisseaux de xyléme permettent son transport des racines jusqu’aux feuilles
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décroissants. Illustration adaptée de McElrone et al., 2013.
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du squelette de la feuille (Figure 5A). En dehors des nervures, on retrouve deux parenchymes
chlorophylliens, le lacuneux et le palissadique, qui composent le mésophylle (Figure 5B). Le
premier permet entre autre la circulation de 1“eau des nervures vers les stomates, et de carbone
gazeux atmosphérique des stomates vers les plastes du parenchyme palissadique. Le second
constitue la zone principale de fixation du carbone gazeux en carbone organique. La fixation
de carbone s“effectue grace a la photosynthese qui utilise 1“énergie photonique collectée par
les antennes photosynthétiques, de 1“eau et du CO, pour fixer le carbone dans des sucres via le
cycle de Calvin. L ouverture stomatique permettant 1“entrée de CO, par les stomates induit
une sortie deau sous forme gazeuse que 1“on appelle la transpiration foliaire. Les
Angiospermes possédent la capacité de fixation de carbone la plus forte du régne végétal tout
en limitant les pertes en eau par transpiration. Ceci est le résultat d“une -efficacité
d“hydratation de 1“ensemble des tissus générée par une ramification et une densité de nervures
importantes (Boyce et al., 2009; Sack et Scoffoni, 2013). La feuille est donc un organe
stratégique qui est le siege (i) de la synthése de molécules carbonées, source de croissance et
de développement de la plante, et (ii) de la transpiration foliaire, le moteur principal du flux

d“eau dans la plante.

2. Le transport de [“eau dans la plante

2.1.  Les mouvements d“eau dans la plante

Les plantes sont constituées a 70% d“eau, ¢lément fondamental au bon fonctionnement
cellulaire. La seéve brute est principalement constituée d“eau et de nutriments dont la
concentration évolue avec les conditions du milieu et les besoins de la plante (Peoples ef al.,
1986; Dambrine et al., 1995). Elle traverse les systémes racinaires et caulinaires en partie
grace aux vaisseaux conducteurs du xyléme présents dans 1“ensemble des organes végétaux
(Figure 6A-C). L eau contenue dans les vaisseaux est soumise aux lois de la mécanique des
fluides : plus le diametre des vaisseaux est faible, plus les forces de frottement s“exercant
contre les parois augmentent et plus le débit d““eau diminue.

Le mouvement de I“eau a longue distance est principalement stimulé par la
transpiration foliaire (Cruiziat et Tyree, 1990; Figure 6B). Ce phénomene nécessite le
changement d“¢tat de 1“ecau de liquide a gaz. La dissociation des molécules d‘eau
s“effectuerait entre la gaine périvasculaire et la chambre sous-stomatique (Farquhar et

Raschke, 1978; Rockwell et al., 2014). Elle génére une tension hydrostatique correspondant a
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Figure 7. Localisation des résistances s’opposant au passage de I’eau dans la plante.

(A) Les résistances majeures (R) sont identifiées a chaque jonction entre organes formant un
circuit en série. (B) Dans la feuille, I’eau emprunte un systéme de nervation redondant ainsi
que les tissus mésophyliens. Un circuit en paralléle représente donc les résistances foliaires.
(C) Trois voies permettent la circulation de I’eau au sein du mésophylle. Les voies
symplasmique et transcellulaire combinées constituent la voie de transport de cellule a cellule.
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la force de cohésion des molécules d“eau le long de la colonne d“eau, des feuilles jusquaux
racines (Figure 6C). A cela s“goute une tension gravimétrique, autrement dit une
décroissance du potentiel hydrique dans la plante due a la gravité qui reste négligeable par
rapport a la tension hydrostatique (Cochard et Granier, 1999; Figure 6D). La transpiration
foliaire est en grande partie responsable de 1“absorption de 1*eau par les poils absorbants et de
I“alimentation hydrique de chaque compartiment cellulaire de facon continue. La quantité
d“eau délivrée a la plante est donc étroitement dépendante des conditions hydriques du sol et

de I'humidité relative atmosphérique.

2.2.  Les lois physico-chimiques régulant les flux d*eau foliaire

L“ensemble des compartiments traversés par 1“eau oppose une certaine résistance a son
passage ce qui permet d“assimiler le systéme vasculaire des plantes a un circuit électrique (M.
H. Zimmermann 1983). Le flux d“eau dans la plante entiére se rapporterait a un circuit en
série (Figure 7A).

La pression du xyléme demeure constante au sein du tronc et des branches mais est
différente au sein des feuilles. Ceci implique que la jonction tige-pétiole constitue un point clé
de régulation du flux de seve (Cruiziat et al., 2002). Plusieurs études ont montré 1“importance
de la résistance des feuilles au passage de [“eau évaluée entre 30% et 80% de la résistance de
la plante entiere (Nardini et al., 2001; Brodribb et al., 2002; Sack et Holbrook, 2006). Le
niveau de résistance varie selon les especes suggérant des régulations hydriques dépendantes
des conditions environnementales de chacune (Sack et Holbrook, 2006). Il a ét¢ montré par
exemple, chez Prunus laurocerasus, que 1“obstuction de la nervure principale de la feuille
induisait une perte de seulement 30% de la résistance hydraulique foliaire laissant ainsi
supposer que la résistance hydraulique foliaire est localisée majoritairement en dehors de cette
nervure. Le systeme de répartition de 1“eau dans le limbe s“apparente donc a un circuit en
paralléle garant de son hydratation continue en cas de dommages du systéme circulatoire
(Figure 7B).

Trois voies de diffusion facilitant le passage de 1“eau sous forme liquide des vaisseaux
aux cellules foliaires peuvent étre distinguées: la voie apoplastique, la voie symplasmique et
la voie transcellulaire du mésophylle (McElrone et al., 2007; Figure 7C). La premiére voie
désigne le passage de 1“eau par 1“apoplasme, c*“est-a-dire 1“espace extracellulaire a travers les
parois pectocellulosiques des cellules. La seconde permet le transport de 1“ecau par le

symplasme : continuum de diffusion entre les cytoplasmes des cellules via des plasmodesmes.
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La voie transcellulaire du mésophylle concerne la diffusion de 1“eau au travers des
membranes des cellules de la feuille. La diffusion de 1“eau par cette voie peut étre facilitée par
des canaux spécifiques comme les aquaporines (cf. section 4.3.). Or, il a été montré que les
phases liquide et gazeuse de 1“cau coexisteraient entre la gaine périvasculaire et la chambre
sous-stomatique dans des proportions qui dépendraient du tissu foliaire (Buckley 2015). En
effet, la phase gazeuse représenterait prés de 30% de la conductance de 1“ecau dans le
parenchyme lacuneux et environ 20% dans le parenchyme palissadique (Buckley 2015). Ces
proportions sont équivalentes a celles de la phase liquide symplasmique, le reste de la
conductance étant assurée par la phase liquide apoplastique. L hydratation foliaire est donc
assurée par ces voies de diffusion liquides et gazeuses combinées a un réseau trés développé
de nervures majeures et mineures.

Les nombreux tissus foliaires s“opposent au passage de 1“eau mais les résistances du
xyléme et hors xyléme dite « cellule a cellule » seraient prépondérantes (Nardini et al., 2001).
La part de chacune de ces résistances dans la résistance foliaire totale fait toujours 1“objet d“un
débat car elle dépend de I“architecture de la feuille (nervation, surface et épaisseur des tissus
et de la feuille) et de [“espéce considérée. Chez le noyer, la résistance cellule a cellule
constituerait 88% de la résistance foliaire totale (Cochard ef al., 2004). En revanche, Buckley
(2015) estime, par une approche de modélisation, que la part de la conductance hydraulique
foliaire apoplastique serait plus importante que la part cellule a cellule en dehors de la gaine
périvasculaire. Néanmoins, 1“auteur démontre que la contribution de la voie apoplastique et de
la phase gazeuse dans la variation de conductance hydraulique dépend de 1“épaisseur des
parois cellulaires et du gradient de température a 1“interieur de la feuille. En effet, un gradient
de température de seulement 0,02°C du centre de la feuille vers 1“éiderme, générerait une
augmentation d“environ 40% du transport de 1“eau au travers du mésophylle. L architecture de
la feuille apparait donc comme un levier crucial déterminant le flux d“eau dans la plante.

Le flux d“eau dans la feuille peut donc étre dérivé d“une mesure de la résistance
hydraulique mais aussi du gradient de potentiel hydrique (¥, MPa; Cruiziat et al., 2002). Le
potentiel hydrique caractérise la quantité d“énergie a appliquer pour générer un flux d“eau
dans un systéme, que ce soit un organe végétal, un environnement, un sol ou l“amosphere.
L*eau transite le long d“un gradient de potentiels décroissants (proche de zéro dans le sol, -0,3
MPa et jusqu“a -100 MPa environ dans 1“amosphere). Le potentiel hydrique foliaire résulte
de la somme de quatre composantes: ¥ = P + m + 1 + p. Le potentiel hydrostatique ou
pression de turgescence (P) correspond a la pression du contenu cellulaire sur la paroi des

cellules. Cette force est donc positive et de 1“ordre de 0,5 MPa au maximum (Pritchard, 2001).
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L*hydratation de la cellule est maintenue grace a la diffusion facilitée de [“ecau au
travers de la membrane plasmique, au méme titre qu“au travers de la membrane plasmique
semi-perméable, sous [“influence de la pression osmotique (). Cette pression, générée par les
solutés du cytosol, provoque 1“entrée de 1“eau dans la cellule et sa rétention afin d“équilibrer la
pression entre les deux compartiments. La cellule peut alors moduler sa quantité d“eau par la
concentration en osmolytes. Le potentiel osmotique est toujours négatif, de méme que le
potentiel matriciel (t). Ce dernier se rapporte aux forces d“imbibition et de capillarité qui
s“exercent sur les molécules d“eau. Enfin, la derniére composante est le potentiel
gravitationnel (p) qui reste négligeable des lors que la hauteur de la plante ne dépasse pas dix

metres.

La mesure du potentiel hydrique foliaire permet d“estimer 1*éat hydrique de la plante
(Shackel et al., 1997, Sellin, 1999; Fu et al., 2006; Almeida-Rodriguez et al., 2010; Barchet et
al., 2013). Cette mesure est destructive car elle implique la mise sous pression d“une feuille
dans une chambre a pression. Avant le lever du soleil, les plantes, a [“exception des
halophytes et des xérophytes, sont en équilibre hydrique avec le sol ce qui sous-entend que
leur potentiel hydrique est proche de zéro (Donovan et al., 2001). En conditions hydriques
non-limitantes, [“ostiole des stomates s“ouvre dés le lever du soleil grace a la modification de
pression de turgescence des cellules de garde. Celle-ci demeure sous le contrdle d“une batterie
de genes impliqués dans la régulation de genes de 1“horoge interne a la plante sensibles a la
qualité et la quantité de lumiere recue, la signalisation par 1“acide abscissique, la perception de
la concentration en CO, et en calcium (Aragjo ef al, 2011). La conductance stomatique a la
vapeur d*eau (gs, mol H,O.m™s™) correspond 4 la conductance de la diffusion du CO, et
d*H,O entre le compartiment atmosphérique et la chambre sous-stomatique. La différence de
potentiel hydrique entre ces deux compartiments génére une transpiration foliaire qui
augmente progressivement au cours de la journée pour atteindre son maximum au midi-
solaire (Barrs, 1971). La transpiration foliaire £ (mol H,O.m™s™) peut étre évaluée de la
facon suivante : E = Kh AY = gs A VPD (Brodribb et Holbrook, 2003). La différence de
potentiel hydrique foliaire entre tige et feuille AY (MPa) est proportionnelle a la transpiration,
la conductance stomatique gs, 1“assimililation carbonnée nette A (mol CO,.m™s") et la
pression de vapeur saturante VPD (Vapor Pressure Deficit, kPa). En revanche, 1“évolution de
la conductance hydraulique foliaire Kh est inverse a celle du AY. Le potentiel hydrique
foliaire atteint des valeurs minimales proches de -1,7 MPa pour le peuplier noir en milieu de

journée (Lambs et al., 2006). L“augmentation de la tension hydrique peut induire une embolie
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par la formation de bulles d“air dans certains vaisseaux de xyléme qui obstrue les vaisseaux et
limite le flux d“eau. La dissémination de ces bulles d“air est fortement limitée grace a
1“élaboration de thylles ou 1“obstruction des ponctuations (Cochard et Granier, 1999). Le flux
d“eau peut se poursuivre grace a la redondance des cellules xylémiennes. Ce systéme
circulatoire sectoriel et disjoint constitue une sécurité supplémentaire pour le maintien d“un
flux d“eau régulier et rapide chez les Angiospermes (Sack et al., 2008; McKown et al., 2010).
Les bulles d“air formées peuvent étre résorbées pendant la nuit dans les vaisseaux les plus
¢loignés du cambium (Pickard, 1989; Zwieniecki et Holbrook, 1998; Holbrook et Zwieniecki,
1999) : les cellules compagnes des vaisseaux de xyléme relargueraient de 1“eau dans les
vaisseaux. L“embolie accumulée tout au long d“une saison de végétation en conditions
hydriques non-limitantes (Cochard et al., 1992) peut étre résorbée en partie 1“année suivante
lorsque la poussée racinaire du printemps est plus forte que la pression de capillarité.
Plusieurs preuves de cycles journaliers d“¢élimination d“embolie ont été apportées depuis ces
premiers résultats mais sont entachées depuis peu par la découverte de biais expérimentaux

importants (Wheeler et al., 2013).

2.3.  La conductance hydraulique foliaire est liée a 1“anatomie des feuilles

L“anatomie foliaire joue un role critique sur la conductance hydraulique foliaire ce qui
aurait un impact sur la régulation d“ouverture des stomates (Meidner, 1976; Sack et Holbrook,
2006). La densit¢ des nervures et l'épaisseur des feuilles sont fortement corrélées a la
conductance hydraulique foliaire et au maximum de photosynthése chez les Bryophytes,
Lycophytes, Ptéridophytes, Gymnospermes et Angiospermes (Brodribb et al, 2007). Ainsi,
chez les Angiospermes, le fort niveau de hiérarchisation des nervures, énergiquement couteux
a mettre en place (McKown et al, 2010), est associ¢ a une conductance hydraulique qui
maximise la diffusion de 1“eau au travers des tissus et facilite la fixation de carbone par
photosynthese. Ces optimisations auraient ¢été la clé de la colonisation de nombreux milieux
par ces especes (Brodribb et al., 2010). De plus, le flux hydrique foliaire continu et soutenu
résulterait d“une optimisation structurale de la feuille (Zwieniecki et Boyce 2014) : la distance
entre les nervures est €gale a la distance entre les nervures et [“épiderme abaxial (Noblin et
al., 2008). Les niveaux de hiérarchisation et de ramification des nervures, estimés par la
longueur des nervures par unité de surface foliaire (Vein Lenght per unit of leaf Area, VLA),
sont corrélés positivement a la conductance hydraulique foliaire et celle du mésophylle qui

s“explique par 1“augmentation de proportion de la gaine périvasculaire perméable a 1“eau
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(Noblin et al., 2008; Sack et Scoffoni, 2013; Zwieniecki et Boyce, 2014; Buckley et al.,
2015). En effet, les extensions de la gaine périvasculaire (Bundle Sheath Elements, BSE)
réduiraient la résistance hydraulique entre nervures et épidermes chez différentes especes
d“arbre (Buckley et al., 2011). Chez la tomate, 1“absence de BSE dans des feuilles de mutants,
induit une diminution de la conductance hydraulique foliaire, de la conductance stomatique et
de la fixation de carbone (Zsdgon et al., 2014). La gaine périvasculaire constituerait donc une
zone tampon entre les tissus conducteurs et le mésophylle. Elle serait impliquée dans la
régulation des flux hydriques et faciliterait les variations rapides de potentiel hydrique du
xyléme. Le niveau de conductance hydraulique de la feuille augmenterait avec la proportion
de parenchyme lacuneux par rapport au parenchyme palissadique (Sack et al., 2015), et serait
ainsi en lien avec la structure anatomique du mésophylle. En effet, plus la distance entre les
nervures et 1“éiderme abaxial est faible, donc plus le parenchyme lacuneux est fin par rapport
au parenchyme palissadique, plus la conductance du mésophylle s“accroit (Buckley et al.,
2015). Ainsi, [“anatomie du mésophylle, 1“architecture nervaire, la conductance stomatique et
la conductance hydraulique foliaire apparaissent intimement liées (Sack et al., 2003; Aasamaa
et al., 2005; Brodribb et Jordan, 2011; Carins Murphy et al., 2014; Feild et Brodribb, 2013). Il
semblerait donc que [“optimisation morpho-anatomique foliaire des Angiospermes
contribuent a maximiser la fixation de carbone tout en minimisant les pertes en eau générée

par transpiration (Beerling et Franks, 2010).

3. L“arbre face au déficit hydrique

Une sécheresse édaphique affecte le végétal en fonction de 1“intensité, de la vitesse et de
la durée du déficit hydrique. On parle de contrainte hydrique lorsque le fonctionnement de la
plante est affecté par le manque d“eau mais que les tissus ne subissent pas de diminution de
teneur en eau (Lecoeur, 2007). En revanche, un stress hydrique caractérise une plante pour
laquelle la quantit¢ d“eau des organes a diminué. Un enchainement de modifications
phénotypiques est classiquement observée chez les Angiospermes lors d“une réponse a un
déficit hydrique (Bray, 1997; Chaves et al., 2003; Farooq et al., 2009; Xu et al., 2010;
Simonneau et al., 2014). La croissance est rapidement stoppée puis les valeurs des traits
physiologiques (potentiel hydrique, conductance stomatique et assimilation carbonnée)
diminuent. Enfin, le métabolisme, 1“organogenése et la morphologie sont également impactés.
Les perturbations engendrées dans de telles conditions sont détaillées dans les paragraphes
suivants.
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Figure 8. Courbe de vulnérabilité de plusieurs espéces arbustives Angiospermes. A, Acer
saccharum; C, Cassipourea elliptica (Sw.) Poir.; Q, Quercus rubra L.; P, Populus deltoides;
S, Schefflera morotoni. lllustration adaptée de Tyree et Ewers (1991).
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3.1.  Larégulation des flux d“ecau a 1“échelle de la plante lors d“un déficit hydrique

La relation entre la transpiration foliaire et le gradient de potentiel hydrique est linéaire
dans des conditions d“irrigation non-limitantes. Cependant, celle-ci est modifiée pendant un
stress hydrique suggérant la mise en place de régulations des flux d“eau (Lu et al., 1996;
Coupel-Ledru et al, 2014). La réduction de la conductance stomatique, conséquence de la
fermeture des stomates est une réponse précoce a une sécheresse édaphique chez les plantes
(Stalfelt, 1955; Tardieu et Simonneau, 1998; Marron et al., 2002; Brodribb et Holbrook,
2003; Bogeat-Triboulot et al., 2007; Araujo et al., 2011). Les pertes en eau par transpiration
sont alors limitées, ainsi que 1“approvisionnement de la chambre sous-stomatique en gaz
carbonique.

La tension dans la colonne d“eau augmente dans 1“ensemble de la plante avec
I“intensité de la sécheresse (Tyree et Sperry, 1988; Sellin, 1999; Sack et Holbrook, 2006). Le
potentiel hydrique foliaire est donc le plus faible au niveau de la feuille, organe a 1“interface
de 1"atmosphére interne et externe a la plante. Le coefficient directeur de la droite des pertes
en eau du sol en fonction de la décroissance du potentiel hydrique foliaire dépend du génotype
considéré, comme cela a ét¢ montré chez Populus euramericana (Brignolas et al., 2000). 1l
s“ensuit une diminution de la conductance hydraulique foliaire ainsi que de la conductance du
mésophylle qui limite la diffusion du CO; (Flexas et al., 2002; Warren, 2008; Miyazawa et
al., 2008; Duan et al., 2009). Dans des conditions ou 1“intensité de la sécheresse augmente,
une perte de turgescence des cellules peut apparaitre indiquant une diminution de la quantité
en eau foliaire, autrement dit une déshydratation. La relation entre la perte de conductance
hydraulique de la tige d“une espéce ligneuse et le potentiel hydrique suit une sigmoide
appelée courbe de vulnérabilité hydraulique, a partir de laquelle la valeur de potentiel
hydrique générant 50% de perte de conductivité (P50) peut étre estimée. La P50 du peuplier
permet de classer cette espece parmi les plus sensibles au déficit hydrique par rapport au
chéne ou a I“érable, ce qui serait li¢ a sa nature mésohygrophile (Tyree et Ewers, 1991; Figure
8). La courbe de vulnérabilité de Populus nigra révele une valeur P50 de -0.75 MPa (Lambs
et al., 20006) et celle de Populus deltoides x nigra une valeur de -1,5 MPa (Barigah et al,
2013). Cette ¢étude indique que la mortalit¢é de ces hybrides coincide avec un potentiel

hydrique de xyleéme foliaire proche de -1,8 MPa.

03-






Synthése bibliographique

3.2.  Les modifications métaboliques a I“échelle de la plante lors d“un déficit

hydrique

Pendant les premiers jours d“un déficit hydrique croissant, [*“assimilation carbonée est
maintenue et la quantité de protéines liées a la photosynthése augmente : kinases, RubisCO
activase et protéines du Photosystéme II (Bogeat-Triboulot et al, 2007; Bonhomme et al.,
2009). Lorsque la limitation du débit hydrique et des ressources en CO, deviennent critiques,
la croissance des organes caulinaires chute ainsi que le niveau de photosynthése (Bray, 1997;
Thomas et Eamus, 1999; Caruso et al., 2002; Monclus et al.,, 2006; Bonhomme et al., 2008;
Hamanishi et al., 2012). De plus, 1“activité de la RubisCO serait réprimée par des inhibiteurs
spécifiques (comme le 2-carboxyarabinitol-1-phosphate) qui s“accumulent en réponse a un
manque deau (Parry ef al, 2002). La quantité de sucres formés diminue malgré la demande
métabolique soutenue, ce qui entraine une utilisation des réserves de composés carbonés
(Brodribb et Holbrook 2004). Ainsi, le stockage de sucres sous forme d“amidon est stoppé
pour permettre la formation d*hydrates de carbones permettant, entre autre, de neutraliser la
production d“especes réactives de 1“oxygeéne (Reactive Oxygen Species ou ROS) et de
minimiser le stress oxydatif, comme chez Populus euramericana et P. cathayana (Cao et al.,
2013). En cas d“accumulation importante de ROS, le stress oxydatif devient fort et les
antennes collectrices des photosystemes sont dégradées (Cao et al., 2013) de méme que
certaines enzymes liées au métabolisme carboné et des isoformes de RubisCO activases
(Plomion et al., 2006; Feller ef al., 2007). Ceci permettrait la mise en réserve de protéines de
stockage (Bark Storage Proteins ou BSP) qui constituent une réserve d“azote, utilisable
pendant le stress ou conservée en prévision de la croissance générée des le retour a un état
hydrique favorable (Plomion ef al., 2006). De plus, les réserves en carbone, notamment sous
forme de grains d“amidon, permettraient de subvenir aux besoins de la plante jusqu“a leur
épuisement dans le cas d“un stress hydrique progressif, lent et de faible intensit¢ (McDowell
et al., 2008; Sala et al., 2010). 1l a été montré chez Populus tremula x alba en déficit hydrique
modéré que la quantité de BSP proches du cambium diminue, ce qui permettrait de maintenir
I“activité des méristémes secondaires en 1“absence de photosynthése (Duret et al., 2011).

En revanche, une sécheresse de forte intensité induit une déshydratation des tissus et
empéeche la remobilisation des réserves carbonées (Hartmann et al., 2013). En effet, la
diminution des flux d“eau dans le xyléme est couplée a une perturbation des flux de seve
¢laborée dans le phloéme, réduisant la propagation des sucres vers les organes puits (Sevanto

et al., 2014). Le laps de temps entre 1“arrét de photosynthése et 1“arrét de croissance s“avere
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crucial dans la survie des arbres, comme illustré chez Pinus radiata et Eucalyptus globulus
(Mitchell et al., 2014). Ces deux espéces utilisent des stratégies d“utilisation de 1“eau et de
croissance opposées : le pin est une espece a croissance lente contrairement a 1“eucalyptus en
conditions hydriques non-limitantes. La croissance des deux especes est stoppée pour un
potentiel hydrique équivalent (W,q = -1,4 MPa). En revanche, le niveau de photosynthese est
maintenu chez 1“eucalyptus jusqu™a des potentiels approchant -2,4 MPa et pour le pin -1,5
MPa. La marge de sécurité pour le carbone, (dite C safety margin) qui correspond au laps de
temps entre 1“arrét de croissance et de photosynthese, est faible pour le pin et élevée pour
I“eucalyptus. Par ce biais, 1“eucalyptus limite la diminution de ses réserves de carbone au
cours de la sécheresse (Mitchell et al., 2014).

La rupture de la colonne d“eau est étroitement liée a la mort des arbres en stress
hydrique, mais la marge de sécurit¢ de carbone et 1“éuisement des réserves carbonées
pourraient également fortement y contribuer (McDowell et al., 2008; Sala et al., 2010;
Sevanto et al., 2014; Mitchell et al., 2014). Cependant, les preuves de 1“implication de la
privation de carbone dans la mort de la plante sont peu nombreuses (Sala et al., 2010). La
déshydratation foliaire affecte le métabolisme primaire et s“accompagne de nombreuses
modifications protéomiques en fonction des génotypes (Bonhomme et al, 2009). Les
protéines accumulées sont impliquées dans la réduction des dommages dus au stress oxydatif
(celles du cycle de I“ascorbate/glutathion), dans les régulations post-traductionnelles et la
photorespiration (Bonhomme et al., 2009). Des acides aminés peu chargés, comme la proline,
sont accumulés dans les cellules afin d“augmenter le potentiel osmotique ce qui permet de
conserver 1“eau dans les vacuoles et de garantir “homéostasie cellulaire (cf. section 4.2.3).

Les modifications physiologiques observées peuvent tre réversibles contrairement a
la perte de taille des organes a croissance finie. La tension dans la colonne d“eau provoque
cavitation et collapses dans les feuilles matures ce qui, couplé a des signaux hormonaux via
les cytokinines (Hwang et al., 2012) et les ROS (Jajic et al., 2015), serait a 1“ornigine d“une
abscission précoce des feuilles (Milburn, 1966; Nardini et al., 2001; Brodribb et Holbrook,
2003; Hukin et al, 2005; Street et al, 2006; Cochard et al., 2007). En effet, un stress
hydrique séveére peut provoquer une perte de rameaux qui a pour origine 1“embolie des
vaisseaux (Rood et al., 2000; Davis et al., 2002; Tyree et al., 2002; Nardini et al., 2013). La
surface du couvert végétal va alors diminuer malgré la mise en place de nouvelles feuilles, ce
qui constituerait une stratégie pour limiter les pertes en eau par transpiration. L“anatomie des
nouvelles feuilles peut également évoluer dans le cas de stress hydrique sévére et leur impact

est détaillé dans la section 3.4.
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3.3.  Les dysfonctionnements et dommages du systéme hydraulique foliaire causés

par un déficit hydrique

Le dysfonctionnement hydraulique des tiges, des pétioles et des feuilles d“une plante
en stress hydrique est généralement assimilé a 1“embolie des vaisseaux de xyléme (Nardini et
al., 2001; Salleo et al., 2001). La vulnérabilité a la cavitation des organes végétaux serait
dépendante des espéces. Les pétioles, comparés aux rameaux, sont plus fortement touchés par
les pertes de débit hydrique en cas de sécheresse édaphique (Cochard et al., 1992).
Cependant, il a ét¢ montré chez Populus balsamifera que le pétiole était plus résistant a la
cavitation que les rameaux et les racines (Hacke et Sauter, 1996). En revanche, la nervure
principale des feuilles de Populus trichocarpa x koreana, P. alba et P. euphratica serait la
plus vulnérable a la cavitation comparée a la tige et a la racine (Hukin ef al., 2005). Ce serait
I“embolie des nervures majeures qui déterminerait la rupture hydraulique des feuilles
(Brodribb et Holbrook, 2006; Johnson et al, 2009; Brodribb et al, 2016). Les travaux
effectués sur plusieurs espéces d“Angiospermes indiquent que 1“embolie xylémienne se
déroulerait dés que le P50 est atteint aprés la fermeture des stomates dans le cas d“un stress
sévere et rapide (Brodribb ef al.,, 2016). Cependant, 1“embolie générée dans les feuilles ayant
atteint au maximum le P50 peut étre totalement résorbée et la fonctionnalité des vaisseaux de
xyleéme entierement recouvrée des réarrosage (Brodribb et Cochard, 2009). Au-dela de cette
valeur, le retour a une valeur de potentiel hydrique foliaire antérieure aux événements
d“embolie est impossible. L “anatomie du bois jouerait un rdle essentiel dans les régulations
hydriques puisqu“une forte densité de bois et une grande quantité de vaisseaux de faible
diamétre induisent une diminution de P50 (Plavcova et Hacke 2012).

Des collapses, correspondant a 1“effondrement des vaisseaux sur eux-mémes, peuvent
survenir dans les vaisseaux du xyléme sous forte tension. La vulnérabilité au collapse des
nervures dépend de 1“épaisseur des parois et du diamétre de la lumiére des vaisseaux. Un
vaisseau de xyléme avec une paroi €paisse et un diametre faible sera plus résistant au collapse
qu“un vaisseau d“un diametre plus élevé et une paroi fine. La P50 de la feuille mesurée chez
différents arbres est positivement corrélée a la vulnérabilité au collapse des nervures mineures
et au potentiel osmotique des cellules mésophylliennes (Blackman et al., 2010). En revanche,
la P50 de la feuille n“est pas corrélée a la densité de matiere par unité de surface foliaire (Leaf
Mass per Area ou LMA; Blackman et al., 2010). L importance du collapse a été identifié chez
le conifére tropical Podocarpus grayi: lors d“un épisode de sécheresse, les stomates se

ferment lorsque la conductance hydraulique foliaire diminue de 25% et que 45% des
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trachéides sont collapsées (Brodribb et Holbrook, 2005). Il est intéressant de noter que les
trachéides collapsées retrouvent leur fonctionnement hydraulique seulement une semaine
aprés réhydratation, ce qui constituerait un avantage adaptatif dans un milieu ou la
disponibilit¢ en eau est variable. Ces résultats suggerent que le collapse, en plus de la
cavitation, peut induire le dysfonctionnement du flux hydrique foliaire en cas de stress
hydrique. De plus, les propriétés physico-chimiques du mésophylle semblent jouer un role
essentiel dans la vulnérabilité hydraulique foliaire tout comme [“architecture du systéme
nervaire. Il a été récemment montré chez quatre espéces d“Angiospermes que la part du
xyléme et celle du mésophylle dans la résistance totale de la feuille étaient spécifiques de
I“espece lors d“une sécheresse (Trifilo et al., 2016). En effet, chez Aleurites moluccana et
Vitis labrusca, la vulnérabilité hydraulique foliaire serait provoquée par la détérioration
équivalente des flux xylémien et extra-xylémien. En revanche, la décroissance hydraulique
foliaire chez Quercus rubra et Magnolia grandiflora est provoquée par 1“atération du flux

xylémien.

3.4. Larégulation des flux d*cau par I“anatomie foliaire

3.4.1. Laplasticité¢ anatomique de la feuille

L“architecture nervaire, la morphologie, 1“agencement et la proportion des tissus
foliaires sont des parametres trés variables au sein du régne végétal (Gifford et al., 1989;
Kenzo et al., 2004; Efroni et al., 2010). Il y a 140 Millions d“années, la densité de nervures a
augmenté de 1“ordre de trois a quatre fois pendant la phase précoce de 1“émergence des
Angiospermes (Brodribb ef al., 2010). Les structures foliaires d“espéces non Angiospermes,
comme celles des coniferes, ont néanmoins perduré jusqu@a maintenant prouvant leur
efficacité¢ dans leur survie. Le réseau de régulation génétique du développement foliaire chez
I“ensemble des especes végétales actuelles serait soumis a une évolution stochastique, ce qui
justifierait la multiplicit¢ des systemes de développement foliaire (True et Haag, 2001;
Townsley et Sinha, 2012). Cependant, un sous-réseau de geénes fortement conservé
maintiendrait les fonctions fondamentales de la feuille (Erwin et Davidson, 2009). L“influence
de ce sous-réseau se manifeste au travers des relations allométriques, fortement conservées
parmi les especes de strates écologiques treés différentes. C“est le cas par exemple de la
proportionnalité de tailles des cellules de la gaine périvasculaire, du mésophylle et de
1“épiderme abaxial (John et al., 2013). De plus, il a été montré que plus le volume d“une
cellule est important, plus 1“éaisseur de la paroi augmente et plus la feuille est épaisse (John
et al, 2013). Enfin, la taille du génome aurait aussi un role a jouer dans la taille des
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cellules puisque un grand génome favoriserait la formation de cellules épidermiques de
grande taille (Bonner, 2006). Le pool de génes conservé garantit le développement de feuilles
fonctionnelles alors que [“ensemble des régulations génétiques spécifiques des especes
conférerait a la feuille une importante plasticit¢ morphologique en réponse a la fluctuation des
parametres environnementaux (Murphy et al., 2012; Townsley et Sinha, 2012).

Ceci est crucial lorsque 1“on considére que les feuilles des arbres ne sont pas toutes
soumises aux mémes conditions microclimatiques suivant leur position au sein du houppier.
Celles positionnées a la surface de la canopée sont plus exposées a la lumiére, aux variations
de température et de desséchement par le vent que celles proches du tronc. Le développement
et la croissance des tissus déterminant 1“anatomie foliaire, dépendent des conditions
environnementales entre la mise en place du bourgeon et le développement de la feuille.
Ainsi, il a été montré que chez certains arbres tropicaux et tempérés, les feuilles pouvaient ou
non contenir une extension de gaine périvasculaire en fonction de leur position au sein de la
canopée (Kenzo et al, 2007; Lynch et al, 2012). Ces modifications seraient dues au
microclimat hydrique et lumineux. En revanche, 1“anatomie de certains tissus foliaires
préformés dans le bourgeon ne pourrait évoluer avec le milieu. En effet, la densit¢ des
nervures majeures serait fixée et non modulable au cours du développement de la feuille
méme en cas de modifications climatiques (Sack et al, 2012). Certaines étapes de la
croissance, comme 1“¢longation foliaire, ont dii s“adapter aux conditions climatiques, c“est
pourquoi celle-ci est plus forte durant la nuit et en fin de journée lorsque la quantité de
lumiére et la transpiration sont faibles (Tardieu et al., 2014). De plus, celle-ci s effectue une

fois que le squelette nervaire s“est entierement développé.

3.4.2. Les ajustements anatomiques en conditions hydriques limitantes

L“anatomie de la feuille s“ajuste en réponse a une variation de quantité d“eau au
travers de la proportion de ces tissus et de la morphologie foliaire. La vitesse d“¢longation
cellulaire et la division cellulaire sont ralenties ce qui augmente le temps de mise en place des
feuilles (Cutler et al., 1980; Battaglia et al., 1998; Pedrol et al., 2000; Marron et al., 2002;
Chaves et al., 2003; logna et al., 2013; Bizet et al., 2014). L“¢longation des jeunes feuilles est
étroitement liée a la conductance stomatique, aux potentiels hydriques du xyléme et du
mésophylle, un faible débit d“eau provoquant une diminution d“¢longation foliaire (Caldeira
et al., 2014). En revanche, les tissus foliaires matures possédent un potentiel hydrique
diminuant plus lentement a cause de mécanismes de rétention d“eau, appelées capacitances
hydrauliques (Caldeira et al., 2014). L“¢longation des jeunes feuilles fixerait [“intensité de la
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force « puits » de la plante lors du stress hydrique alors que la force « source » serait
principalement dépendante du niveau de photosynthése (Tardieu et al., 2014). En effet, les
feuilles en cours de développement de Populus tremula x alba et également celles de
Colliguaja integerrima deviennent plus €paisses lors d“une carence hydrique que les feuilles
se développant en condition hydrique non-limitante (Aasamaa et al., 2005; logna et al., 2013).
En revanche, les feuilles de Populus tremula dans des conditions hydriques limitantes ne
montrent pas de variation d“épaisseur mais plutdt une augmentation de densité de maticre et
une surface foliaire réduite (Tosens ef al, 2012). Scoffoni et al. (2011) montrent que les
petites feuilles posséderaient des niveaux importants de hiérarchisation et de ramification des
nervures permettant une augmentation de 1“hydratation du mésophylle pour lutter contre la
sécheresse. Cette morphologie diminuerait la vulnérabilité hydraulique, c“est-a-dire la valeur
de potentiel hydrique foliaire induisant une perte de 50% a 80% de conductance hydraulique
foliaire. De plus, la structure interne des feuilles de Populus tremula x alba soumises a une
carence hydrique est largement modifiée avec une augmentation de surface de la nervure
principale, du mésophylle et de 1“éiderme abaxial sur des coupes transversales de feuilles
(Aasamaa et al., 2005). La quantité de chloroplastes du mésophylle par unité de surface est
plus faible et les parois cellulaires plus épaisses (Aasamaa et al., 2005). De fagcon générale, les
cellules sont plus nombreuses et plus serrées les unes contre les autres. L“augmentation de
I“épaisseur des parois expliquerait en partie la diminution de conductance hydraulique
mésophyllienne des feuilles en sécheresse, comme c“est le cas chez des feuilles de tomates
acclimatées a de faibles quantités d“eau (Galmés et al., 2013). Les modifications morpho-
anatomiques vont de pair avec une diminution de la conductance hydraulique foliaire, du
potentiel osmotique et une perte d“assimilation carbonée chez P. tremula x alba en stress
hydrique (Aasamaa et al., 2005). Afin de restreindre les pertes d“eau, la perméabilité
cuticulaire peut étre réduite par un accroissement de production de cire, comme chez Berberis
microphylla ou Colliguaja integerrima vivant sous contraintes de rafales de vent fortes et
régulieres (Iogna et al., 2013).

Le stomate est la structure a 1“interface plante-atmosphere a 1“origine des régulations
des flux gazeux. C“est pourquoi l“impact du manque en eau sur [“anatomie foliaire est
classiquement évalué par la densité des stomates. Quercus velutina, une espece tolérante au
stress hydrique, posséde une cuticule plus épaisse, une densité stomatique et une épaisseur du
parenchyme palissadique plus faibles, que chez Quercus rubra, une espece plus sensible au
stress hydrique (Ashton et Berlyn, 1994). Cette faible quantité de stomates chez les espéces

tolérantes a la sécheresse permettrait de limiter les pertes en eau par transpiration. De plus, la
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mise en place des stomates peut étre perturbée au cours du développement des feuilles sous
contrainte hydrique. En effet, la densité de stomates diminue dans les feuilles de Populus
balsamifera dont le développement et la croissance se sont déroulés pendant une carence
hydrique (Hamanishi et al., 2012). En revanche, certains arbustes de steppes de Patagonie
semblent utiliser une toute autre stratégie : la quantité de stomates des feuilles exposées au
vent est plus importante que celle des feuilles proches du tronc, a 1“abri de fortes variations
d“humidité relative (Iogna et al., 2013). Cette derni¢re observation peut sembler paradoxale
mais aurait 1“intrét d“améliorer la sensibilit¢ des stomates aux variations de potentiels
hydriques dans 1“objectif d“une capture plus rapide de CO, une fois que les conditions
environnementales sont favorables dans ce type d“environnement. Les ajustements morpho-
anatomiques de ces feuilles viennent en complément des autres modifications phénotypiques
et physiologiques fortes ce qui pourrait limiter 1“effet des perturbations environnementales sur

la physiologie de la plante (Iogna ef al., 2013).

3.5. Les stratégies de réponse au déficit hydrique

Les plantes répondent a un manque d“eau par la régulation de nombreux parameétres
physiologiques, de croissance et de développement dans le but de maintenir le débit hydrique
tout assurant la synthése de biomasse afin d“assurer leur survie. La mise en place de ces
régulations s“effectue a un degré et a une vitesse qui dépendent des génotypes et définissent la
stratégie de réponse des plantes. Deux stratégies ont été¢ définies parmi les plantes de climat
tempéré malgré la diversité des réponses observées : la tolérance et 1“évitement. Une plante
tolérante continuera de produire de la biomasse, conservera un niveau de croissance et de
développement malgré des conditions d“hydratation sub-optimales (Farooq ef al., 2009) et
limitera la déshydratation par des ajustements osmotiques (Gebre ef al., 1994; Marron et al.,
2002; Hanin et al., 2011; Barchet ef al., 2013). Au contraire, une plante évitante, plus sensible
a la sécheresse, limitera rapidement les pertes en eau par la fermeture rapide de ses stomates,
par une abscission précoce d“organes notamment des feuilles (Jackson et al., 2000; Couso et
Fernetez, 2012). La détermination de la stratégie de réponse d“une plante a un déficit hydrique
est complexe de par la diversit¢ de régulations des paramétres phénotypiques et de leur
gamme de variation (Xu et al., 2010). Il est donc plus juste de parler de degré de tolérance a la
sécheresse pour qualifier la stratégie des plantes, comme c“est le cas du peuplier (Marron et
al., 2003; Monclus et al., 2006; Silim et al., 2009; Isebrets et Richardson, 2014). La gamme

de variation des traits physiologiques est importante dans le genre Populus en réponse au
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stress hydrique et [“on retrouve une spécificité de réponse en fonction du génotype étudié, en
ce qui concerne la régulation du potentiel hydrique (Brignolas et al, 2000; Marron et al.,
2002), la sensibilité des stomates aux fluctuations d“humidité (Tardieu et Simonneau 1998;
Hamanishi et al., 2012), la sénescence précoce, le développement foliaire (Marron et al.,
2002; Marron et al., 2003), les traits de croissance (Giovannelli et al., 2007) et les ajustements
métaboliques (e.g. Marron et al, 2006; Bonhomme et al., 2009; Barchet et al., 2013;
Hamanishi et al., 2015). De telles spécificités de régulation des traits phénotypiques ont été
identifiées également parmi des génotypes de Populus nigra en réponse a un déficit hydrique
(Lambs et al., 2006; Cocozza et al., 2010; Chamaillard et al., 2011; Viger et al., 2016). Les
régulations s“observent également a 1“échelle moléculaire. Certains transcrits permettent
d“améliorer la tolérance au stress hydrique, comme cela a été montré pour 1“arabette avec la
sur-expression d“un facteur de transcription appelé PANF-YB7 isolé chez un clone de peuplier
(P. nigra x (P.deltoides x nigra); Han et al., 2013). McDowell et al. (2008) soulignent qu“une
espece considérée tolérante a un stress hydrique, selon les critéres énoncés précédemment,
cotoie la plupart du temps la limite de rupture hydraulique et la marge de sécurité de carbone.
Ceci expose ces especes a des risques de dommages irréversibles voire a une proportion de
mortalité importante dés leur limite hydraulique atteinte. Finalement, une espéce peut étre
qualifiée de tolérante ou évitante dans des conditions précises dintensité, de vitesse et de
durée de sécheresse.

Parmi les nombreux paramétres impliqués dans la réponse au déficit hydrique, la
régulation des stomates apparait étre le plus important pour représenter les régulations de flux
d“eau et du potentiel hydrique foliaire (Tardieu et Davies, 1993; Jones, 1998; Tardieu et
Simonneau, 1998). Ainsi sur la base de ce parametre, certains auteurs distinguent les especes
selon deux stratégies, isohydriques et anisohydriques (Stocker, 1956). La stratégie
isohydrique correspond a la fermeture rapide des stomates en réponse au déficit hydrique,
impliquant le maintien du potentiel hydrique minimum. Au contraire, les especes
anisohydriques ne diminuent que légerement leur conductance stomatique dans les mémes
conditions environnementales pour maintenir les échanges gazeux, conserver la fixation de
carbone et les flux d“eau. Dans ce cas, le niveau de potentiel hydrique foliaire minimum
devient plus variable. Ces réponses ont été identifiées chez de nombreuses especes herbacées
et arborescentes (Tardieu et Simonneau 1998; Sade et al., 2012) comme le peuplier. Populus
euramericana utiliserait une stratégie isohydrique en réponse a un déficit hydrique avec une
décroissance de potentiel hydrique foliaire minimum atteignant la méme valeur que le

potentiel hydrique foliaire de base (Tardieu et Simonneau 1998). Des réponses similaires ont
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¢té observées chez P. simonii x balsamifera alors que P. balsamifera maintient une
conductance stomatique forte et une production de biomasse pendant une sécheresse
(Almeida-Rodriguez et al., 2010). Une espeéce peut étre isohydrique comme la tomate puis
devenir anisohydrique grace a la sur-expression constitutive d“une aquaporine facilitant le
flux d“eau au travers du tonoplaste (Sade er al, 2009). Des résultats similaires ont été
présentés chez 1“arabette (Lin et al., 2007; Peng et al, 2007) démontrant que 1“éude de la
réponse moléculaire de plantes soumises au stress hydrique apporterait une meilleure
compréhension du fonctionnement hydrique de la plante.

Il apparait nettement que les stratégies évitante et isohydrique sont interconnectées,
tout comme les stratégies tolérante et anisohydrique. En effet, les stratégies tolérante/évitante
intégrent les parameétres définissant les stratégies iso/anisohydriques (conductance stomatique
et potentiels) et il s avere que la plupart des especes anisohydriques sont également tolérantes
a la sécheresse (McDowell ef al., 2008). Un avantage a utiliser les définitions de stratégies
iso/anisohydriques réside dans le fait qu“une espéce peut étre qualifiée sans comparaison avec
une autre, en regardant la relation entre conductance stomatique et potentiel hydrique foliaire.
Le poids accordé a la conductance stomatique dans la réponse des arbres a une sécheresse est
donc tres fort. Or, un ensemble de processus physiologiques et architecturaux complexes
s“goutent a la régulation de 1“ostiole stomatique, qui pourrait ne pas s“avérer 1“élément
fondamental de la stratégie de réponses des arbres. Une étude intégrative est donc capitale

pour appréhender la complexité des réponses écophysiologiques des arbres.

4. Les régulations moléculaires en réponse au déficit hydrique

4.1.  L“¢tude du transcriptome par RNAseq
4.1.1. Le principe du RNAseq

La résolution, la précision et 1“accessibilité des Next Generation Sequencing (NGS)
n‘ont cessé¢ d“évoluer jusquau développement d“une méthode de quantification de
I“expression des genes a haute résolution, le RNA-sequencing (RNAseq) (Weber et al., 2007).
Cette technique donne 1“opportunité d“¢tudier avec précision le transcriptome d“un échantillon
au travers de sa structure et de sa dynamique (Wang et al., 2009). Le séquengage par RNAseq
repose sur une technique NGS, actuellement Illumina, qui peut s“effectuer dans un seul sens
(single-end) ou dans les deux sens de la séquence (pair-end). Le séquencage en single end

peut étre intéressant pour des petits transcriptomes peu complexes. La seconde option garantit
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un meilleur positionnement des fragments de transcrits lors de [“assemblage et de la
comparaison au transcriptome de référence, qui peut ne pas étre exactement identique au
transcriptome étudié. Deux caractéristiques essentielles de la méthode doivent étre fixées
avant séquencage : la couverture et la profondeur de séquengage (Fang et Cui, 2011). La
couverture de séquencage correspond a la quantité de transcrits interrogés. La couverture doit
permettre un recouvrement d“environ 30X la taille du transcriptome étudié pour pouvoir
générer un résultat statistiquement exploitable. Une meilleure couverture requiert une
profondeur de séquencage plus importante. La profondeur de séquencage correspond a la
quantité¢ de fragments d“ARN séquencés par transcrits. Plus la structure d“un génome est
complexe, c“est-a-dire posséde de duplications, d“isoformes de genes, de moyens de
régulations ou de polymorphisme, plus cette profondeur doit étre importante. Une fois ces
parametres déterminés, la technique est appliquée sur 1“ARN total extrait de 1“échantillon
¢tudié. Il est ensuite fragmenté par hydrolyse ou par nébulisation (cassure par ultrason) en
séquences d“environ 100 pb puis réverse complémenté en ADNc. Cet ADNc est ligué a des
adaptateurs spécifiques et isolé dans un plasmide. Une étape d“amplification par PCR peut
étre incluse a la procédure mais ceci est le plus souvent évité pour limiter les erreurs de
réplication (Wang et al., 2009). Les librairies générées sont fixées sur une lame grace aux
adaptateurs. Une lame posséde environ 8 canaux, chaque canal correspondant a un échantillon
précis. Il est possible de multiplexer les échantillons sur une lame, c*“est-a-dire d“augmenter le
nombre d“échantillons, tout en sachant que la profondeur de séquengage sera réduite. Le
séquenceur de nouvelle génération Illumina se charge de synthétiser le brin complémentaire
de chaque ADNc. Aprés une premiere dénaturation, un pont se crée entre séquences
d“adaptateurs puis il y a synthése du brin complémentaire et dénaturation, etc. A chacun des
quinze cycles, un nucléotide va étre incorporé a la nouvelle séquence et la fluorescence
spécifique de la base azotée va étre détectée par une caméra. La séquence de chaque fragment

est stockée pour étre analysée.

4.1.2. L“analyse des données RNAseq

Les données de séquengage sont nettoyées afin d“éliminer les séquences artefactuelles
(fragments de plasmides, amorces), les séquences de faible complexité, de petites tailles, les
poly-A et celles contenant des nucléotides anonymes. Seules les séquences appartenant au
transcriptome étudié sont conservées et celles qui possédent une paire sont conservées. Les
séquences sont ensuite alignées afin didentifier les transcrits de l“espece étudiée. Cet

assemblage peut s“effectuer sur la base d“un transcriptome de référence ou de novo. Létape
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de correspondance, dite mapping, est réalisée a partir d“un transcriptome de référence si
I“espece étudiée posséde un génome grand et complexe. L“assemblage et le mapping
permettent d“effectuer un comptage du nombre de fois ou la séquence des transcrits a été
trouvée. Les comptages, suivant une loi binomiale négative, sont normalisés par la taille des
transcrits et sont transformés pour identifier leur niveau d“expression dans 1“éhantillon
¢tudié. Le niveau d‘expression d“un échantillon est généralement comparé a celui d“un
¢échantillon contrdle afin de calculer un niveau d“expression différentiel en base 2, dit Log 2
Fold Change. Un niveau d“expression différentiel et significatif d*un transcrit dans une
condition par rapport a une autre définit les genes différentiellement exprimés ou
Differentially Expressed Genes (DEG). Les techniques de séquencage NGS, comme le
RNAseq, permettent d“accéder a des niveaux de compréhension du fonctionnement cellulaire
et moléculaire des plantes en associant des transcrits a une fonction putative identifiée chez
d“autres especes végétales (Martin et al., 2013). Il s*agit de 1“ontologie de genes (Gene
Ontology, GO) qui donne une idée de la fonction biologique (Biological Process), de la
localisation cellulaire (Cellular Component) et de 1*activité moléculaire (Molecular Function)
des transcrits d“intérét (Ashburner et al, 2000). Une fois ces associations fonctionnelles
effectuées, les grandes fonctions biologiques particuliecrement modifiées peuvent é&tre
identifiées en comparant la fréquence d“apparition des DEG avec leur fréquence dans le
transcriptome de référence. Les résultats d“association fonctionnelle doivent étre pris avec
précautions car ils dérivent d“une analyse d“homologie de séquences issues de nombreuses
especes du regne végétal qui, malgre tout, possédent un systeme de régulation et une épistasie
(caractérisant les interactions entre génes) qui leur est propre (Townsley et Sinha, 2012). De
plus, les phénomenes de duplication des genes, nombreux chez Populus trichocarpa, offrent
de nouvelles opportunités de régulations génétiques aux travers des facteurs de transcriptions

(Flagel et Wendel, 2009).

4.1.3. Le génome de référence

Peu d“informations sont disponibles concernant les données génétiques de Populus
nigra, méme si certaines avancées ont permis d“identifier des Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) parmi 51 génotypes de peupliers noirs (Faivre-Rampant et al., 2016).
C*est pourquoi, il est nécessaire d“utiliser un génome de référence, celui de P. trichocarpa,
qui fait partie des especes modeles séquencées (Bradshaw et al., 2000; Taylor, 2002) pour les
raisons économiques et scientifiques qu“on lui connait. Il posséde un génome diploide de 485
Mpb, 45 555 génes nucléaires répartis dans 19 chromosomes, 153 genes plastidiques et
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73 013 transcrits identifiés dans la version 3 de 1“annotation. La structure du génome a été
étudiée en détail et a permis notamment de mettre en évidence deux éveénements de
duplication (Tuskan et al, 2006). Le premier est mis en évidence par l“existence de 8 000
paires de génes paralogues et le second événement date de la divergence entre le peuplier et
|“arabette, il y a entre 100 et 120 millions d“années, il a permis des réarrangements
chromosomiques, des duplications en tandem et des substitutions. Le niveau d“hétérozygotie
est fort et plus de 1,2 millions de SNP ont été positionnés sur une carte génétique. La
variabilité génétique est donc trés forte pour cette espece (Tuskan et al, 2006). Des
évenements d“insertions et délétions, concernant respectivement 10 586 et 7 889 genes, ont
¢ét¢ identifiés en association avec des éléments transposables chez P. trichocarpa, P. nigra et
P. deltoides (Pinosio et al., 2016). De plus, les génes touchés par une variation du nombre de
copies (Copy Number Variation, CNV) sont relatifs a des fonctions de résistance aux stress et

aux pathogenes, influencant leur niveau d“expression (Pinosio ef al., 2016).

4.1.4. Les particularités du RNAseq

Les résultats de comptages des transcrits sont fiables et répétables grace a la robustesse
de la technique de séquencage et des analyses statistiques (Marioni et al., 2008). Le RNAseq
présente [“avantage de 1“absence d“amplification par PCR qui peut étre source derreurs;
I“utilisation d“une faible quantité de matériel biologique permettant le séquencage, 1“absence
de limite supérieure de détection de la quantité de transcrits (pas de saturation du signal) et un
faible bruit de fond. Les résultats de comptage de transcrits peuvent étre associés a ceux de
qRT-PCR (Fang et Cui, 2011). Enfin, le RNAseq permet de répondre a la fois aux questions
de niveau d“expression de génes mais met aussi en évidence les isoformes de genes, les Single
Nucleotide Polymorphism, [“héérogénéité des structures de transcrits et la diversité
d“¢épissage (Martin et al., 2013).

Le RNAseq est une technique récente qui possede des limites identifiées. Par exemple,
lors de la formation des librairies la couverture du transcrit n“est pas aléatoire et dépend
notamment de la composition en GC de la séquence. De plus, Oshlack et Wakefield (2009)
ont montré que plus le transcrit est long et plus la quantité de fragments associés est
importante contrairement aux transcrits courts. Il est donc impératif d“effectuer une analyse
statistique qui prenne en compte ce biais. Cette technique empéche la détection des transcrits
trés courts ou présents en faible quantité. Enfin, la quantité¢ importante de données générée
doit étre stockée et bien slr analysée par des méthodes toujours perfectibles (Wang et al.,
2009).
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4.2.  Les principales voies de réponses moléculaires au stress hydrique

Les ¢études du niveau d“expression des genes et de 1“abondance des protéines dans les
organes végétaux ont mis en ¢évidence 1“émergence de fonctions récurrentes spécifiquement
modulées en réponses aux stress hydriques. En effet, la stabilisation des macromolécules, le
maintien de 1“homéostasie cellulaire et la détoxication sont soutenus par [“activation des
facteurs de transcription (Chaves et al, 2003; Wang et al., 2003; Shinozaki et al., 2003a;
Golldack et al., 2014). Une grande partie de ces modifications seraient principalement sous

I“influence de [“acide abscissique (ABA).

4.2.1. Le role de I"acide abscissique

La sécheresse induit une synthése rapide d“ABA chez 1“ensemble des especes de
strates herbacées (Bray, 1997; Harb et al, 2010; Wilkins et al., 2010) a arborescente
(Hoffman, 1999; Caruso et al., 2002). L“ABA serait responsable des modifications de
biosynthése du glucose, du saccharose, des acides aminés, de la proline et des polyamines lors
d“un stress hydrique (Urano et al, 2009). Les modifications seraient induites par [“ABA
uniquement a court terme et les effets seraient dépendants de [“organe considéré (Rattanakon
et al., 2016). L“accumulation de cette hormone permettrait de réguler 1“expression d“une série
de génes de maniere indirecte ou directe, grace a son interaction avec certaines protéines et
des facteurs de transcriptions dans trois voies distinctes (Seki et al., 2002; Figure 9).

La premicre voie passe par des récepteurs membranaires de type PYR/PYL/RCAR-
PP2C, suspectés d“€tre les premiers récepteurs du signal de sécheresse (Melcher ef al., 2009;
Miyazono et al., 2009), qui seraient sensibles aux variations de concentration en ABA (Cutler
et al., 2010). La chaine de transduction du signal comprend des protéines kinases, dont 1“une
des premieres, SNF1-related protein kinase (SnRK2), serait sous le controle de 1“ABA et
permettrait rapidement de moduler 1“expression de facteurs de transcription (Yoshida et al.,
2002). Les facteurs de transcription des familles MYB et MYC sont connus pour étre induits
par 1“ABA durant les phases précoces de réponses au stress hydrique (Abe et al., 1997; Abe et
al., 2003), ainsi que les genes codant des facteurs de transcription bZIP possédant un élément
cis ABA-responsive element (ABRE) dans leur région promotrice (Hobo ef al., 1999; Uno et
al., 2000; Kang et al., 2002). Les phénotypes de plantes mutantes hypersensibles a 1“"ABA sur-
exprimant un facteur codant les protéines fixant des éléments ABRE (dites ABRE-binding
proteins ou AREB/ABF) montrent une amélioration de la tolérance a la sécheresse (Kang et
al., 2002). Les facteurs de transcription de type NAC sont communément et différentiellement

-36-






Synthése bibliographique

exprimés en réponse a des stress biotiques ou abiotiques, comme le stress hydrique
(Nuruzzaman et al., 2013). L“ensemble des fonctionnalités des membres de la grande famille
des NAC n“est pas totalement identifi¢ et il apparait que certains facteurs de transcription
NAC soit sous le controle de I1“ABA (Tran et al, 2004; Sperotto et al., 2009) alors que
d“autres seraient insensibles aux variations de concentration de cette hormone (Lu et al.,
2012; You et al, 2013). L“ABA interviendrait dans une seconde voie de transduction de
signal grace a des récepteurs de type protéines G (G protein-coupled receptor-type G ou
GTG) qui fixeraient 1“ABA au niveau de la membrane plasmique (Petey et al, 2009). La
troisieme voie de perception de cette hormone passerait par la fixation de 1“ABA sur une
magnésium chélatase (H subunit of Mg-chelatase ou CHLH/ABAR) au niveau des
chloroplastes (Shen et al., 2006; Du et al., 2012). Les régulations qui découleraient de ces
deux dernieres voies ABA-dépendantes n“ont pas encore été clairement identifiées (Golldack
etal., 2014).

En revanche, d“autres facteurs de transcription sont sur-exprimés en cas de carence
hydrique sans pour autant étre dépendant de 1“ABA (Shinozaki et al., 2003). Par exemple les
genes possédant un élément cis dehydration responsive element/C-repeat (DRE/CRT) sont
classiquement induits en réponse a un stress abiotique (Liu ef al., 1998). La sécheresse
provoque €galement 1 activation de facteurs de transcription de type DRE-binding proteins
(DREB) et C-repeat-binding factor (CBF) sans concours de 1“ABA (Haake, 2002). De plus,
certains genes ne sont pas sensibles aux variations de concentration en ABA, comme c“est le
cas des geénes Early response to dehydrationl (ERD1) codant des protéases particulierement
actives durant la sénescence (Nakashima et al., 1997). Ces résultats indiquent clairement que
deux voies permettraient la régulation des genes en réponse a un stress hydrique : la voie
dépendante et la voie indépendante de I“ABA. Cependant, les deux voies seraient
interconnectées (Tuteja, 2007) puisque 1“accumulation de proline lors d“un stress hydrique
active des geénes dépendants et indépendants de 1“"ABA (Mahajan et Tuteja, 2005). Des
facteurs de transcription, comme RD29, ont été identifiés comme étant régulés par des genes
faisant partie des deux voies de réponse a 1“ABA (Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 1993).
La multiplicité des roles de 1“ABA complexifie le schéma de régulations des fonctions

cellulaires qui semblent interconnectés.

4.2.2. Les roles des facteurs de transcription

La cascade de signalisation et de régulation des génes durant un stress hydrique passe
par “activation de facteurs de transcription, qui sont dépendants ou non de l“accumulation
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d“ABA. L*¢tat de la connaissance actuelle indique que les facteurs de transcription
DREB/CBF et ERDI feraient partie de la voie indépendante de 1“ABA alors que, comme
expliqué dans la section 4.2.1., les NAC, MYC, MYB ou bZIP seraient sensibles a une
modification de concentration en ABA (Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 2006; Katiyar et
al., 2012; Singh et Laxmi, 2015). Le nombre important des isoformes appartenant aux
différentes familles de facteurs de transcription multiplie les fonctionnalités de chaque famille
dans la réponse aux stress (Golldack et al., 2014; Singh et Laxmi, 2015).

Il est d“autant plus complexe d“associer une fonction a un facteur de transcription que
les facteurs de différentes familles peuvent interagir entre eux (Figure 10). En effet, des
preuves ont été apportées de l“interaction entre des facteurs AREB/ABF (une sous-famille des
bZIP) et NAC (Nakashima et al., 2012; Jensen et al., 2013). De plus, la coopération de
facteurs MYB et MYC serait indispensable a [“activation d“expression de génes améliorant la
sensibilit¢ a 1“ABA (Abe et al, 1997). Enfin, les facteurs bZIP interagiraient avec des
DREB/CBF (Lee et al., 2010). C“est pourquoi, il n“est pas dans 1“objectif d“€tre exhaustif
dans la description des fonctions de régulations de chaque facteur de transcription mais plutot
de donner une appréciation de leur potentiel dans 1“gustement des réponses cellulaires a la
sécheresse. Une surexpression des facteurs de transcription induit généralement une
augmentation de tolérance a la sécheresse que ce soit pour les DRET/CBF (Haake, 2002) ou
les NAC (Tran et al., 2006).

I1 est proposé que le réseau d“activation de transcription passant par les facteurs NAC,
MYB, MYC et bZIP permettrait une modification structurale massive des membranes (Seki et
al., 2002; Guo et al., 2013). Le développement de certains tissus dépendrait de 1“expression de
NAC, comme c“est le cas des NAC VNI2 qui interviendraient dans la répression de la
formation de vaisseaux de xyléme et dans 1“induction de la sénescence foliaire (Yang et al.,
2011). De plus, une sous-famille NAC de type WRKY améliorerait la sensibilité¢ a 1“ABA, la
régulation des stomates (Ren et al.,, 2010) et la détoxication de la cellule par €limination des
ROS (Jiang et Deyholos, 2009; Zheng et al., 2013). 1l a ét¢ ¢galement mis en évidence que la
surexpression d“un facteur de transcription MYB41 stimulait le métabolisme des lipides, la
synthese des hydrates de carbone, 1“expansion de la paroi cellulaire et la déposition de cire sur
la cuticule (Cominelli et al., 2008). Ces modifications permettent de renforcer la structure
cellulaire, d“augmenter le potentiel osmotique des cellules et de limiter les pertes en eau pour
tolérer la sécheresse (Cominelli et al, 2008). Des AREB/ABF (AREBI1, AREB2, ABF3,
ABF1) augmenteraient la sensibilit¢ a 1“ABA et favoriseraient la synthése de protéines

protégeant la structure de molécules, les Late Embryogenesis Adundant (LEA) (Yoshida et
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al., 2015; Figure 11). De mani¢re générale, 1“activation des facteurs de transcription de
I“ensemble des familles méne a trois grands types de voies de réponse a la sécheresse : la
stabilisation des macromolécules, la détoxication des espeéces réactives de 1“oxygene et de

I“azote, et I homéostasie cellulaire.

4.2.3. Les régulations osmotiques et la stabilisation des macromolécules

La perception du signal environnemental indiquant une sécheresse génére une
modification du fonctionnement cellulaire permettant la transduction du signal et la mise en
place de réponses complexes, qui préserveraient 1“hydratation et [“intégrité cellulaire. Durant
la phase de transition entre la réception du signal jusqu“aux modifications métaboliques, des
déséquilibres redox sont observés ainsi qu“une perte en énergie cellulaire. L*“un des premiers
messagers secondaires, apres le calcium, est 1“accumulation de ROS (Laloi et al., 2004; Miller
et al., 2008; Jajic et al., 2015). Ces molécules, sous forme de peroxyde d“hydrogéne (H,0,),
de radicaux hydroxyles (OH) ou de superoxyde (O;’), sont des sous-produits des
métabolismes aérobies qui s“accumulent en réponse a des stress biotiques et abiotiques
(Moller et Sweetlove, 2010). Il y a une dualité dans le role de ces molécules puisque leur
induction fait partie d“un systtme de transduction du signal de stress mais que leur
accumulation provoque des dommages cellulaires (Huang et al., 2012). En effet, la synthese
des ROS stimulée par 1“ABA est une des réponses précoces a un stress hydrique qui
favoriserait la fermeture des stomates (Murata et al, 2001; Yan et al., 2007). Cependant, les
récepteurs des ROS n“ont pas encore ¢té identifiés et plusieurs hypotheses suggerent que les
évenements de signalisation découlant des ROS pourraient étre percus par des facteurs de
transcription sensibles a 1“&at redox cellulaire comme les Heat Shock transcription Factor
(HSF) ou passeraient par 1“inhiition d“enzymes telles que les phosphatases (Miller et al.,
2008). En aval de la signalisation des ROS, 1“activation des calmodulines, protéines fixant le
calctum (Bowler et Fluhr, 2000; Knight et Knight, 2001), est favorisée ainsi que celle de
protéines G (Baxter-Burrell et al., 2002) et la signalisation par les phospholipides (Anthony et
al, 2004). De plus, les ROS interviendraient dans la cascade de
phosphorylation/déphosphorylation des Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) ce qui
activerait des facteurs de transcription de type Nucleotide Diphosphate Kinase 2 (NDPK?2)
pour la synthése de molécules anti-oxydantes (Moon et al., 2003; Laloi et al., 2004). Enfin,
les ROS seraient liées a 1“abscission précoce des feuilles lors d“un stress hydrique sévere (Lee

et al., 2012; Jajic et al., 2015). Malgré le réle indubitable des ROS dans la transduction du
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signal de sécheresse, une accumulation importante de ces molécules provoque un stress
oxydatif qui peut induire des dommages menagant 1“intgrit¢ des membranes cellulaires et la
stabilité des macromolécules.

Des facteurs de transcription WRKY sont activés pour limiter les effets de ce stress
(Jiang et Deyholos, 2009; Zheng et al., 2013) en générant la synthése de molécules anti-
oxydatives et des protéines chaperonnes comme les LEA (Davletova, 2005; Miller et al.,
2008; Gao et Lan, 2016). En effet, les déhydrines, protéines chaperonnes de la classe des
LEA, sont connues pour stabiliser les vésicules (Koag et al., 2003), la structure de complexes
enzymatiques et des membranes chez la plupart des especes en stress hydrique (Allagulova et
al., 2003; Hanin et al., 2011), comme chez le peuplier (Pelah ef al., 1997; Caruso et al., 2002;
Bae et al., 2009).

En complément de la stabilisation de la configuration et de la fonctionnalité des
molécules, la turgescence cellulaire est garantie au travers de 1“accumulation de solutés qui
vont accroitre le potentiel osmotique de la cellule (Evans et al, 1992; Bray, 1997). Les
molécules deau vont alors étre « séquestrées » par osmose dans ces compartiments
osmotiques. Les ajustements osmotiques sont des processus qui se mettent en place
uniquement lorsque 1“intensité du stress est forte (Serraj et Sinclair, 2002). L*“osmoprotection
est garantie par 1“accumulation de protéines et d“acides aminés peu chargés comme la proline,
I“aspartate et le glutamate (Samuel et al., 2000; Szabados et Savouré, 2010; Singh et al.,
2013), de composés méthylés tels que la glycine bétaine (Rathinasabapathi et al., 2001;
Hussain et al., 2008), de sucres tels que les fructanes ou le saccharose (Vijn et Smeekens,
1999; Regier et al., 2009) et des cyclitoles comme le mannitol (Eterson et Kohorn, 2001).
L“accumulation de proline préviendrait la dénaturation des protéines et préserverait la
structure et 1“activité des enzymes (Samuel et al., 2000; Verslues et Sharma 2010). La glycine
bétaine stabiliserait la conformation de la RubisCO et empécherait la dénaturation des
complexes protéiques, comme le Photosysteme II (Papageorgiou et Murata, 1995). Avec
I“arrét de photosynthese, la source de carbone vient des réserves d“amidon qui sont dégradées
pour former des sucres solubles (Chaves et al, 2008; Meyer et al, 2014). Ces molécules
augmentent le potentiel osmotique cellulaire mais font aussi partie d“une voie de signalisation
(Rosa et al., 2009) pouvant moduler le niveau d“expression de facteurs de transcription bZIP
(Rook et al., 1998). Ces sucres joueraient un role essentiel dans le maintien des flux de seve
brute et élaborée (Chaves et al., 2003), grace a la création d“une différence de potentiels entre
les organes source et puits (Gamalei, 1989). L“augmentation de carbohydrates au niveau du

phloéme maintient un potentiel osmotique fort au niveau des organes source, ce qui permet le
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transit par osmose des molécules d“eau du xyléme vers le phloéme et ce tout le long de la
colonne d*eau (Sevanto et al., 2014; Pfautsch et al., 2015).

La survie des organes végétaux face a la sécheresse dépend aussi de la voie de
signalisation des sphingolipides (Ng et Hetherington 2001). Les membranes constituent une
structure de défense essentielle lors d“une sécheresse mais ont tendance a étre déformées lors
de la plasmolyse. La voie de signalisation des lipides devient donc cruciale dans la survie
cellulaire. Les glucosylcéramides sont les plus décrits des sphingolipides puisquils
constituent en grande partie la membrane plasmique et le tonoplaste. Ces molécules sont
présentes dans la monocouche apoplastique de la bicouche lipidique du plasmalemme et sont
donc en contact avec le milieu extracellulaire (Pata et al., 2010). Les glucosylcéramides
stabilisent la membrane plasmique et sont connus pour améliorer la tolérance aux
modifications de température et a la sécheresse (Quartacci et al., 2001; Warnecke et Heinz,
2003). Les cérébrosides stabilisent les membranes lorsqu‘il y a une déshydratation cellulaire
en (i) impactant la fluidité des monocouches lipidiques par la formation de ponts hydrogenes
latéraux en intra- et inter- moléculaires et (ii) en diminuant la courbure intrinséque de la
bicouche lipidique grace a une réduction de 1“espace entre ces deux couches dans tout le
systtme endomembranaire (Pata et al., 2010). Ceci induit une augmentation de réarrangement
des lipides ce qui, en contrepartie, augmente le risque de recombinaison et la formation de la
phase fatale Hexagonale II (restructuration de la membrane en micelle inversée), qui a terme

peut devenir délétere (Jouhet, 2013).

4.3.  Larégulation des flux d“eau par les aquaporines

4.3.1. Les particularités structurales des aquaporines

Les aquaporines font référence a la famille des Major Intrinsic Proteins (MIP), des
canaux protéiques transmembranaires permettant le transit de petites molécules non chargées
au travers des membranes cellulaires (Preston et al., 1992; Maurel et al., 1993; Chaumont et
al., 2000). Cinq sous-familles majeures ont ét¢ identifiées au sein des MIP avec une
particularité de localisation cellulaire (Maurel et al.,, 2008). Les deux sous-familles les plus
représentées sont les Plasma membrane Intrinsic Proteins (PIP) et les Tonoplast Intrinsic
Proteins (TIP), qui sont majoritairement présentes au niveau de la membrane plasmique et du
tonoplaste. Les Nodulin 26-like Intrinsic Proteins (NIP) et les Small basic Intrinsic Proteins
(SIP) sont fréquemment insérées au niveau du réticulum endoplasmique. La cinquieéme classe
contient des aquaporines inconnues, les X Intrinsic Proteins (XIP; Danielson et Johanson,
2008; Lopez et al., 2012) a été identifiée dans le plasmalemme. Les PIP ont été le plus
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Figure 12. Structure tridimensionnelle d’'un monomeére aquaporine sélectif permettant le
passage de molécules d’eau (en rouge). Le repliement de la séquence d’acides aminés permet
la formation d’un canal central sélectif sur la base du motif Ar/R (acides aminés
aromatique/Arginine). Le motif NPA (Asparagine, Proline, Alanine) empéche la formation de
liaisons hydrogenes entre les molécules d’eau. Illustration tirée de Tornroth-Horsefield et al.
(2010).
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¢tudiées suite a leur caractérisation dans les cellules de Xenopus laevis (Preston et al., 1992;
Maurel et al., 1993) puis chez les especes végétales modeles (Frangois Chaumont et al.,
2000). La structure polypeptidique des aquaporines est ancrée dans la membrane par six
domaines de liaison transmembranaire reliés par cinq boucles intra et extra-cellulaires
(Maurel et al., 2008). Les fragments transmembranaires sont hydrophobes alors que les
extrémités N- et C-terminales émergent dans le cytosol. Le repliement du polypeptide permet
la formation d*un canal central sélectif notamment en raison de la présence de séquences
d“acides aminés aromatiques conservées : le motif Ar/R (Acide aminé aromatiques/Arginine)
filtre les molécules selon leur taille et le motif récurrent NPA (Asparagine, Proline, Alanine)
empéche la formation de liaisons hydrogeénes entre molécules d“eau (Figure 12). Ces
séquences permettent d“ajuster 1“ouverture du canal et de filtrer 1“entrée et la sortie des
molécules.

La structure des aquaporines est restée trés conservée au cours de 1“évolution, résultat
d“éveénements de duplication massifs (Cohen et al., 2013; Abascal et al., 2014). Leur
évolution récente et rapide a permis 1“émergence d“une grande diversité d“isoformes (Soto et
al., 2012). Dans le cas de la famille la plus étudiée, deux isoformes PIP1 et PIP2 ont été
caractérisées par la divergence de leur structure tridimensionnelle : [“extrémité N-terminale
est plus longue que 1“extrémité C-terminale chez les PIP1, alors que 1“inverse est observé chez

les PIP2 (Fotiadis et al., 2000).

4.3.2. Les fonctions des aquaporines

Les aquaporines en général, et les PIP en particulier, ont été principalement étudiées
pour leur réle dans la régulation des flux d“eau et de petites molécules non chargées.
L“agencement des aquaporines en hétéro- ou homo-tétramere est essentiel pour faciliter le
transport de molécules au sein de chaque aquaporine. Les molécules transportées au travers
du canal sélectif des aquaporines sont de faible poids moléculaire, et aussi diverses quil
existe d“isoformes différentes comme les molécules d“eau, le glycérol, I“urée, le formamide,
I“acide lactique, le peroxyde d'hydrogene, ou des gaz tel que le CO, (Soto et al., 2012; Perez
Di Giorgio et al., 2014; Chaumont et Tyerman, 2014; Maurel et al., 2016). La régulation de la
conductance hydraulique foliaire est associée a 1“activité des PIP2 et des TIP1 qui
séquestreraient des molécules d“eau au sein de la vacuole et du cytosol (Cochard et al., 2006;
Hachez et al, 2008; Lopez et al, 2013). Les isoformes peuvent é&tre exprimées
spécifiquement dans les organes : ainsi, les PIP2;2, PIP2 ;5 et PIP2 ;7 favoriseraient la
régulation de la transpiration foliaire de Populus simonii x balsamifera (Almeida-Rodriguez et
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al., 2010). Les PIP2 ;2 racinaires faciliteraient le transport des petites molécules dans les
racines d“Arabidopsis thaliana (Javot et al., 2003), alors que les isoformes PIP2 ;1 et PIP2 ;5
assureraient le transport facilité¢ d“eau au travers des cellules entourant la bande de Caspary
des racines de Mais (Hachez et al., 2006). Il a été montré que les aquaporines de type PIP2
des feuilles transportent du peroxyde d“hydrogeéne (Bienert et Chaumont, 2014) et du CO,
(Zhao et al., 2016). Certaines PIP1 sont aussi capables de favoriser le transit du CO, dans les
feuilles (Otto et al., 2010; Secchi et Zwieniecki, 2013; Kaldenhoff et al., 2014; Wang et al.,
2016).

L activité de ces aquaporines est généralement associée a la régulation de la
perméabilité a 1“eau du plasmalemme mesurée a 1“aide d“un gradient osmotique (Gaspar,
2003; Sade et al., 2014; Wang et al., 2016). En effet, une réduction drastique de la quantité de
canaux PIP1 par silencing des génes chez Arabidopsis diminuent la perméabilité osmotique
dans les cellules du mésophylle et de la gaine périvasculaire, la conductance du mésophylle au
CO,, la photosynthése, la conductance hydraulique foliaire, la transpiration et la biomasse

caulinaire (Sade et al., 2014).

4.3.3. Les régulations de 1"activité des canaux

Plusieurs ajustements biochimiques sont nécessaires a 1“activation des canaux et au
transit des petites molécules. En effet, [“ouverture/fermeture du canal central est régulé par la
phosphorylation de plusieurs résidus sérine au niveau de boucles sensibles aux variations de
pH (par exemple, la Serl15 de la boucle B), la concentration de cations bivalents
cytosoliques, comme le Ca®’, la protonation, la méthylation ou la formation de pont disulfide
sont autant de modifications post-traductionnelles qui peuvent activer/désactiver la
fonctionnalité¢ des aquaporines (Johansson et al., 1998; Prak et al., 2008; Santoni et al., 2006;
Tornroth-Horsefield ef al, 2010; di Pietro et al., 2013). De plus, il est apparu que la
sélectivité des pores est dépendante de 1“identité¢ des isoformes composant le tétramere (Fetter,
2004; Yaneff et al, 2014). Ainsi, les PIP1;3 sont uniquement actives sous forme
hétérotétramérique et agiraient dans la redistribution de 1“eau au sein des tissus foliaires lors
d“un stress hydrique (Almeida-Rodriguez et al., 2010). Au contraire, 1“expression commune
de PIP1;1 et PIP1;2 favoriseraient leur interaction spécifique pour la formation
d“hétérotétrameres (Fetter, 2004). Chez le coton les PIP2;3 interagiraient avec les PIP2;4 et
PIP2;6 pour augmenter la perméabilité membranaire a 1“eau (Li et al., 2013). Quelques études
montrent que les PIP1 sont localisées dans la membrane plasmique uniquement dans le cas
d“une co-expression avec les PIP2 (Fetter, 2004; Bellati et al., 2010).
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Figure 13. Régulation de I’activité des aquaporines par les voies de transport cellulaire. Les
isoformes aquaporines (en bleu, vert et violet) sont reconnues a la sortie du réticulum
endoplasmique (ER) puis sont transportées jusqu’a la sortie du réseau trans-golgien (TGN).
Des vésicules spécifiques les prennent en charge pour leur exocytose dans la membrane
plasmique (PM). La répression de leur activité peut s’effectuer par endocytose, recyclage ou
dégradation. Illustration adaptée de Tornroth-Horsefield ez al. (2010).



Synthése bibliographique

La variation des propriétés mécaniques et physiques des molécules d“eau, lors d“une
modification du potentiel hydrique chez des plantes en sécheresse, pourrait perturber 1“énergie
libre entourant ces protéines et favoriserait une ouverture du pore (Ye et al., 2004). Ces
changements passifs d“activité¢ pourraient suppléer les modifications de [“expression des
transcrits et de 1“abondance en protéines détectées lors d“une sécheresse. En effet, la
diminution de la conductance hydraulique des plantes en stress hydrique est communément
couplée a une expression différentielle des aquaporines (e.g. Chaumont et Tyerman, 2014;
Maurel et al., 2016; Cao et al, 2013; Chitarra et al., 2014). Les voies de régulations des
aquaporines semblent spécifiques des isoformes, des organes et des tissus des plantes. En
effet, 1“expression de certaines isoformes, principalement des NIP et des XIP n“évoluent ni en
fonction de stimuli biotiques ou abiotiques ni en fonction du tissu testé (Lopez et al., 2012).
En revanche, 1“expression de 1“isoforme XIP1 ;5 est fortement modulée dans les feuilles en
réponse a des stress (Cohen et al., 2013). De plus, le niveau d“expression est toujours le plus
fort pour les trois sous-familles PIP, TIP et SIP quel que soit 1“organe testé. Le niveau
d“expression des TIP semble fortement influencé par le tissu, suggérant que les TIP seraient
les aquaporines contribuant le plus a 1“identité cellulaire (Cohen et al., 2013). Le niveau
d“expression des aquaporines semble dépendre de 1“espéce et du niveau de stress appliqué
(Almeida-Rodriguez et al., 2010; Cocozza et al., 2010; Xu et al., 2014). L expression de
certaines aquaporines comme les PIP1;2 dépendrait de 1“accumulation d“ABA qui permettrait
leur sur-expression dans des plantes en stress hydrique, comme ce qui a ét¢ démontré chez le
mais (Parent et al., 2009). En revanche, la voie de dégradation des PIP2 ;7 est activée par
1“ABA durant un stress abiotique chez Arabidopsis (Hachez, Veljanovski, et al., 2014).

La littérature offre peu d“informations concernant la voie de transduction menant a la
régulation de 1“expression des transcrits aquaporines. En revanche, plusieurs études se sont
penchées sur la régulation de 1“activité des canaux (Figure 13). L*activité des aquaporines
serait principalement modulée par leur internalisation dans des vésicules endocytotiques. Ce
mécanisme permettrait de réprimer leur activité temporairement, de faciliter leur recyclage ou
leur dégradation (Tornroth-Horsefield et al., 2010; Hachez et al., 2013; Maurel et al., 2015).
L“internalisation et la dégradation des aquaporines, via |“intervention des complexes
ubiquitine protéasome (Lee et al.,, 2009), seraient les moyens les plus rapides pour réguler
I“activité de ces canaux dans un environnement fluctuant (Boursiac, 2005). Cette voie peut
étre associée a la voie de sécrétion responsable du transport des protéines du réticulum
endoplasmique vers le plasmalemme. Le transport vésiculaire des aquaporines PIP2 est

contrdlé par une reconnaissance du motif di-acide de ces aquaporines par la sous-unit¢ SEC24
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du Coat Protein complex II (COPII) nécessaire au transport des vésicules du réticulum
endoplasmique vers le Golgi (Chaumont et Tyerman 2014). Le transport des aquaporines
entre le Golgi et le plasmalemme seraient, dans cette hypothese, régulées par des syntaxines
(Syntaxin of Plant ou SYP), des protéines membranaires associées a des vésicules (Vesicle-
Associated Membrane Proteins ou VAMP) ou des protéines a domaines spécifiques favorisant
la formation de vésicules (Chaumont et Tyerman, 2014a). Une sous-famille de SYP, appelée
soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor (SNARE) (Uemura et
al., 2004), est essentielle pour la fusion de la vésicule de transport des PIP avec la membrane

plasmique (Peer, 2011; Besserer ef al., 2012; Hachez et al., 2014).

5. Laplasticité des réponses au déficit hydrique

Les plantes répondent donc aux fluctuations environnementales par des ajustements
phénotypiques et moléculaires qui sont en partie identifiées. Cependant, de nombreuses études
ont mis en évidence une variabilit¢ de 1“intensité de ces réponses entre especes et entre
génotypes d“une méme espece. L“amplitude de variation d“un trait, ou plasticité, apparait

comme un point clé de la réponse des plantes a leur environnement.

5.1.  Lanotion de plasticité et son estimation

L*influence de I“environnement sur la modification des traits entre les générations
appartenant au principe de sélection naturelle a toujours été une problématique importante
dans la compréhension des réponses des organismes et de leur survie (Darwin, 1859). L*¢tude

de ces variations a réellement commencé au début du XX"¢

siecle suivant 1“hypothése que la
variation des traits observables était prévisibles (Woltereck, 1909). Il était alors possible de
tracer des courbes de réponse de traits mesurables en fonction des variations
environnementales pour obtenir des normes de réaction. Les résultats ont peu évolués
jusquaux travaux de Bradshaw (1965) qui ont défini les contours du concept de plasticité
phénotypique. Elle est actuellement définie comme la capacité d“un génotype a produire
différents phénotypes au cours de son existence en réponse a son environnement (Bradshaw
1965, Sultan 2000, Nicotra et al., 2010; Settele et al., 2014). Le degré de plasticité d“un trait
peut prendre toutes les valeurs positives en réponse a une perturbation environnementale. 11

est possible que la plasticité d“un trait soit nulle si aucune modification phénotypique n“est

observée (DeWitt et al, 1998; Alpert et Simms, 2002; Van Kleunen et Fischer, 2005;
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Figure 14. Estimation du degré de plasticité
représentées sont des normes de réaction reliant les réponses (R) de chaque génotype (G)
entre deux environnements (E). Le degré de plasticité (P) est indiqué ainsi que sa
signification, qu’elle soit spécifique ou identique entre les génotypes.

E : Environnement
G : Génotype

R : Réponse

P: Plasticité
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Valladares et Niinemets, 2008). De plus, le niveau de plasticité est dépendant du trait mesuré
(Couso et Fernetez, 2012), de [“espece (logna et al., 2013, McKown et al., 2014), du génotype
(Bizet et al., 2014; Viger et al., 2016) et de 1“intensité de la perturbation environnementale
(Couso et Fernetez, 2012). La norme de réaction est restée longtemps le seul moyen d“estimer
le degré de plasticité : un génotype est dit plastique par rapport a un autre si la pente de la
norme de réaction est différente de 0 et differe de celle de [“autre génotype (Figure 14). Les
normes de réaction utilisées pour 1“&ude de la réponse d“un génotype a deux environnements
donnent des résultats qui sont peu réalistes puisque toutes les réponses ne sont pas forcément
linéaire (Valladares et al., 2006). Cela permet toutefois de déterminer le niveau de plasticité
d“un trait en réponse a une modification du milieu. L“gout d“autres conditions
environnementales permettrait de conclure avec justesse sur le potentiel adaptatif des plantes.
Néanmoins, la complexité d“interprétation de ces courbes est telle qu“il est rarement possible
d“émettre de conclusions claires.

Des indices estimant la plasticit¢ ont ¢été élaborés afin de prendre en compte
I“amplitude de variation du trait considéré sans négliger la variation intrinséque a chaque
individu et en prenant en compte les erreurs expérimentales dues a la mesure (Valladares ef
al., 2006). Un indice récent tenant compte de tous ces paramétres permet d“évaluer la
plasticité des traits phénotypiques d“un génotype et de comparer le niveau de plasticité des
traits entre génotypes dans deux conditions environnementales: le Relative Distance of
Plasticity Index (RDPI). Le RDPI varie de 0 a 1 signifiant respectivement une faible et une
forte plasticité d“un trait pour un génotype donné. Cet indice est calculé avec la formule
suivante :

RDPI =X (|x;— xij| / (x5 + xiy))

xjj correspond a la valeur de la variable dans une condition environnementale 1 et pour un
individu j. La réponse d“un individu j* dans un deuxiéme environnement i est notée X;j. La
différence absolue [xjj — Xij| est évaluée entre chaque paire d“individus répondant a des

conditions environnementales différentes, sachant que n équivaut au nombre total de paires.
5.2.  Les conséquences de la plasticité
La plasticit¢ d“un trait affecte la plante dans son fonctionnement, ce qui peut étre
bénéfique, néfaste ou neutre en fonction de la modification de sa valeur sélective (fitness)

(DeWitt et al.,, 1998; Alpert et Simms, 2002; Van Kleunen et Fischer, 2005; Valladares et

Niinemets, 2008). La valeur sélective d“une plante correspond au potentiel adaptatif, a
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I“abondance et au succeés des descendants dans les générations futures et la survie de 1“espece.
Ce parametre, intégrateur de la capacité d“adaptation du génotype, ne peut étre clairement
quantifié. Cependant, il est possible de s“en rapprocher par le suivi d“un maximum de traits.
Dans |“absolu, il serait donc intéressant de mettre en évidence la plasticité¢ phénotypique des
especes dans tous les environnements possibles afin d“estimer le potentiel plastique global des
especes, ce qui est évidemment impossible (Nicotra et al, 2010). En conséquence, de
nombreuses ¢tudes tendent a identifier des traits phénotypiques dont la mesure de plasticité
intégrerait le potentiel de plasticité globale du génotype considéré (Nicotra et al, 2010).
Certains de ces proxys correspondent aux traits fonctionnels décrivant [“écologie de [“espece
comme la croissance longitudinale, la taille des graines, la durée de vie des feuilles, le Leaf
Mass per Area (LMA) ou la fitness absolue, c“est-a-dire le nombre de descendants viables
d“un individu (Nicotra et al., 2010).

Trois principaux facteurs peuvent influencer 1“impact de la plasticité sur la valeur
sélective méme dans le cas ou le niveau de plasticité généré est bénéfique a 1“individu (Chevin
et al., 2012). (i) Le niveau de plasticité du phénotype nouvellement produit par un génotype
dans une condition environnementale précise serait en réalité désavantageux si [“homéostasie
cellulaire est sur le point d“€tre rompue parce que c“est la premiere fois que 1“individu
rencontre ces conditions environnementales (Ghalambor ef al., 2007). (i1) Le colt de la
plasticité généré risque de diminuer la valeur sélective du génotype (DeWitt et al., 1998).
Cependant, des mesures phénotypiques suggerent que le colt des modifications est 1éger (Van
Buskirk et Steiner, 2009). (iii) Le panel de variation de 1“environnement est si important,
qu‘un trait dans une condition environnementale précise sera bénéfique a la valeur sélective
du génotype alors qu“il ne le sera pas dans un autre milieu légérement différent (Gavrilets et
Scheiner, 1993; Reed et al., 2010; Scheiner et Holt, 2012).

C*“est finalement la capacité de savoir si les modifications environnementales sont
prévisibles qui va déterminer si le degré de plasticité mis en place est bénéfique ou non a
I“individu. En effet, il existe dans 1“environnement de multiples indicateurs de variations
climatiques et ces indicateurs sont percus par 1“individu. Si le niveau de perception du signal
environnemental par la plante s“ajuste parfaitement avec le degré de perturbation
environnementale, le niveau de plasticité de réponses mis en place sera avantageux a la
plante. En revanche, un décalage entre le niveau de perception du signal et le réel degré de
perturbation du milieu, générera une plasticité de trait incompatible avec les besoins de la
plante et risque d“avoir un impact sur sa valeur sélective (Moran 1992; Reed ef al., 2010). En

d“autres termes, un niveau de plasticité optimal ne sera jamais généré dans un environnement
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instable et peu prédictible (DeWitt et al., 1998; Steinger ef al., 2003; Valladares et Niinemets
2008). En revanche, la mise en place de cette plasticité optimale (pouvant étre nulle) dépend
du compromis entre la gamme de pression de sélection du phénotype et de la corrélation entre

I“environnement de sélection et 1“environnement de développement.

5.3. L*Kritabilité de la plasticité a [“échelle de la population

La plasticit¢ phénotypique d“un génotype constituerait un levier important pour la
survie des plantes pérennes dans un environnement fluctuant (Ricklefs et Miller, 2005) au
méme titre que 1“adaptation aux conditions environnementales locales (Kawecki et Ebert,
2004) et la colonisation de nouveaux territoires (Sax et al, 2007). Comprendre les
mécanismes de fonctionnement sous-jacents a la plasticité phénotypique permettrait de
prédire le comportement des populations, leur aire de répartition et de comprendre 1“impact du
changement climatique sur la productivit¢ des plantes (Nicotra et al., 2010; Parmesan et
Hanley 2015). Les especes font face aux variations de leur environnement grice a la
variabilité phénotypique qui est 1“association de la variabilité génétique (faisant référence a la
multiplicité des génotypes dans une population) et la plasticit¢ phénotypique (Ricklefs et
Miller, 2005). 11 a ét¢é montré que le niveau de plasticité phénotypique est génétiquement
régulé, peut étre héritable (Nicotra ef al., 2010) et peut avoir des conséquences a long terme
sur la descendance (et donc sa valeur sélective) du génotype considéré (Chevin et al., 2012).
En effet, la plasticit¢ de certains traits des plants parents peut étre transmise a leur
descendance, ce qui permet de conclure sur le caractére adaptatif et transmissible de la
plasticit¢ du trait étudié pour un génotype donné (Chevin ef al., 2012). La plasticité de
certains traits deviendrait un avantage adaptatif chez des plantes répondant de manicre
récurrente @ une modification de leur milieu. Une forte corrélation positive a été mis en
évidence entre la plasticité, 1“héritabilité des caractéres phénotypiques de 461 génotypes de
Populus trichocarpa et les particularités climatiques de leur environnement d‘origine
(McKown et al., 2014). Le gradient climatique influencerait le génotype et le phénotype pour
les traits relatifs a la phénologie, la synthése de biomasse, la croissance, le niveau de
photosynthese, les caractéristiques anatomiques foliaires et la proportion des isotopes de
carbone (McKown et al., 2014). Cette plasticité héritable serait bénéfique pour la croissance,
la reproduction et la survie du génotype considéré (Van Kleunen et Fischer 2005, Chevin et
Lete 2009, Ghalambor et al., 2015). Une modification de la fitness absolue de la descendance

serait la conséquence d*“une plasticité adaptative (Nicotra ef al., 2010; Thomas et al., 2016).
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Une théorie suggére que la sensibilité des récepteurs des stimuli environnementaux
des plantes, comme les protéines G (Nilson et Assmann 2010; Kumar et al., 2014),
constituerait un héritage de la plasticité adaptative des parents (Nicotra et al., 2010). Enfin,
plusieurs études montrent que le niveau de plasticit¢é phénotypique des espéces est
positivement corrél¢ a la stratégie de consommation des ressources/production dans un
environnement favorable (Crick et Grime, 1987; Lavorel ef al., 2009). Ceci découlerait de la
spécialisation des génotypes a un milieu donné, ce qui pourrait devenir défavorable dans des
conditions environnementales fluctuantes (Taylor et Aarssen, 1988; Lortie et Aarssen, 1996;
Grassein et al., 2010). La stabilit¢ de la réponse phénotypique peut &tre associée a une
stratégie conservative pouvant étre favorable dans un environnement limitant (Valladares et
al., 2000). La plasticité serait un moyen de moduler les valeurs des traits phénotypiques en
fonction de I[“intensit¢ des changements climatiques et soutiendrait les mécanismes

d“adaptation (Nicotra ef al., 2010).

5.4. Larégulation génétique de la plasticité

La plasticité semble plus efficace que la migration pour assurer la survie des arbres
face au rapide changement climatique. Cependant, une plasticité absolue et parfaite n“a jamais
¢été observée dans la nature d“ou 1“hypothese qu“elle soit sous contrainte génétique (Thomas et
al., 2016). Les bases génétiques de la plasticité sont trés controversées mais deux théories
suggerent (1) qu“il existerait des geénes sensitifs dont [“expression serait sensible a
I“environnement et déterminerait la valeur du phénotype dans différentes conditions
environnementales ou (ii) qu“il y aurait deux types de geénes de la plasticité, ceux régulant la
réponse phénotypique en fonction de [“environnement (comme les facteurs de transcription) et
ceux déterminant la valeur moyenne du phénotype. Les deux formes de déterminisme
génétique de la plasticité phénotypique coexisteraient par la sélection des genes sensitifs et/ou
de celle des geénes de plasticité. Il semble donc pertinent lorsqu“on souhaite étudier la
plasticit¢ de considérer a la fois la variation phénotypique des traits et les modulations
moléculaires, par exemple au travers des voies de signalisations moléculaires qui influencent
directement les traits morphologiques (Nicotra et al., 2010; Chevin et al., 2012). Jusqu“a
aujourd*hui, la caractérisation de la plasticité phénotypique s“est principalement bornée au
phénotypage des génotypes soumis a des modifications environnementales. Cependant, grace
au développement des nouvelles techniques de séquencage (NGS), les données —omiques sont

désormais accessibles et peuvent étre mises en parallele des traits phénotypiques. C*“est ainsi
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que deux domaines de recherche se sont récemment développés pour comprendre les
régulations de la plasticité phénotypique : la recherche de Quantitative Trait Loci (QTL) et
1“épigénétique. La recherche de QTL permet d“estimer le nombre et la localisation des loci sur
un génome affectant la variation de traits spécifiques. Cette méthode s est avérée
particuliérement intéressante pour trouver des marqueurs génétiques de la variation
phénotypique chez le peuplier (Neale et Ingvarsson, 2008; Gailing ef al., 2009; Fabbrini ef al.,
2012). La robustesse de cette approche est néanmoins limitée par la variation allélique, la
taille de 1“éhantillonnage et la faible héritabilit¢ de certains traits (Beavis, 1998).
L*¢pigénétique constitue une autre approche de la régulation de la plasticité observée. Elle
s“intéresse a la régulation de 1“expression des génes par des marques épigénétiques permettant
la compaction/décompaction de la chromatine et la 1“accessibilité du promoteur des genes
(Chinnusamy et Zhu, 2009). Le but est de mettre en évidence des épialléles, c“est-a-dire des
séquences d“acide nucléique identiques entre clones d“un méme génotype mais possédant des
marqueurs €pigénétiques qui leur sont spécifiques et induisant des modifications d“expression
en fonction du milieu. Ces marqueurs épigénétiques concernent (i) les histones, qui peuvent
étre acétylées, phosphorylées ou ubiquitinées, (i1) le rétrocontrole de 1“expression par des
petits ARN small interferring RNA ou siRNA) et (iii) des protéines de type LRR-LRK dont
les marqueurs épigénétiques sont transmissibles a la descendance assurant la mémoire du
stress environnemental (Chinnusamy et Zhu, 2009). En effet, une certaine portion de
1“épigénome est transmissible a la descendance ce qui définit le niveau de méthylation et donc
d“expression des génes par défaut en fonction des conditions de vie des plantes parents
(Alsdurf et al., 2016). De plus, cette plasticité trans-générationnelle est remarquée chez des
boutures provenant de plantes ayant poussé dans des milieux déficients en eau : les réponses
transcriptionnelles de ces boutures sont similaires a celles de la plante mere en réponse a un
nouveau stress hydrique (Raj et al., 2011). Enfin, il a ét¢ montré que les modifications
épigénétiques (au travers de la méthylation de 1“ADN) sont corrélées a la capacité de
production spécifique de six génotypes de Populus deltoides x nigra en condition non
limitante (Gourcilleau et al., 2010). Ces méthodes récentes offrent un moyen de comprendre

la régulation génétique de la plasticité phénotypique qui reste encore aujourd hui imprécise.

5.5.  De la plasticité phénotypique a la plasticité transcriptionnelle
De nombreuses études ont démontré la spécificité des réponses phénotypiques des

especes et des génotypes d“une méme population a une fluctuation de 1“environnement (e.g.
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Brignolas et al., 2000; Larcheveque et al., 2011; logna et al., 2013). Ceci a par exemple été
démontré pour deux cultivars de vigne faisant face a une fluctuation d“hydratation du sol au
cours de la saison (Martorell et al., 2014). La résistance hydraulique foliaire s“avere étre
particuliérement plastique en réponse aux changements environnementaux récurrents
notamment grace a des ajustements osmotiques. La régulation des flux d“eau suit les mémes
tendances entre les deux cultivars mais 1“amplitude des réponses mesurées est caractéristique
des génotypes. Un gradient de réponse et de plasticité est communément observé parmi les
génotypes d“une méme espece répondant a une fluctuation environnementale (Toillon et al.,
2013; Bizet et al, 2014). De méme, |“abondance de transcrits, la chronologie des
modifications transcriptionnelles et 1“activation de certaines voies métaboliques en réponse a
une sécheresse dépendent de 1“espéce considérée. En effet, les ajustements du transcriptome
foliaire et 1“amplitude de [“expression génétique sont spécifiques du génotype et évoluent
conjointement avec |“intensité et la durée du stress (Street et al., 2006; Wilkins et al., 2009;
Cohen et al., 2010; Hamanishi et al., 2010; Hamanishi et al., 2012). 1l apparait donc que la
plasticité¢ transcriptionnelle varie selon le géne considéré tout comme la plasticité est
spécifique du trait phénotypique étudié¢ (Letry et al., 2006; Cormier et al., 2010; Bizet ef al.,
2014; Viger et al., 2016). Cependant, le degré de plasticité de 1“expression de chaque gene
d“un génotype n“a jamais été quantifié. L“estimation de la plasticité transcriptionnelle se
dessine comme une étape clé dans la compréhension de la régulation moléculaire de la

plasticité phénotypique.
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Objectifs

Les especes végétales des climats tempérés seront confrontées dans un futur proche a des
sécheresses édaphiques plus intenses et plus fréquentes qu“elles ne le sont actuellement. Une
littérature abondante montre que le végétal ajuste sa physiologie, sa croissance, son
développement et son anatomie (e.g. Brignolas ef al., 2000; Larcheveque et al., 2011; logna et
al., 2013) en réponse au stress hydrique. La feuille est un ¢lément clé dans les régulations
hydriques et carbonées de la plante soumise a un déficit hydrique (Tardieu et Simonneau,
1998; Marron et al., 2002; Bogeat-Triboulot et al., 2007; Aratjo et al., 2011). Ces réponses
phénotypiques sont accompagnées d importants ajustements moléculaires (Street et al., 2006;
Cohen et al., 2010; Hamanishi et al., 2012). Les modulations physiologiques en réponse a un
déficit hydrique ne sont pas homogenes au sein de la feuille. Des études récentes semblent
méme indiquer que les nervures pourraient jouer un role particulier dans la réponse au stress
hydrique (Ksouri et al., 2016; Rattanakon ef al., 2016; Xue ef al., 2016). L objectif général de
cette thése a donc été d“analyser de maniere intégrée les réponses physiologiques et
transcriptionnelles de la feuille du peuplier noir a une carence hydrique progressive allant
jusquaatteindre un niveau de déficit sévere.

Malgré 1“identification de stratégies de réponses des végétaux au déficit hydrique, il
semblerait que 1“amplitude de variation des traits physiologiques, ou plasticité phénotypique,
soit prépondérante dans la réponse des plantes (Toillon et al., 2013; Bizet et al., 2014). Elle
serait de surcroit indispensable a la survie des arbres face aux changements climatiques
(Chmura et al., 2011; Rustad et al., 2012; Settele et al.,, 2014). La plasticité phénotypique a
été largement étudiée mais les bases moléculaires de sa régulation restent encore floues
(Valladares et al., 2006; Nicotra et al., 2010; Parmesan et Hanley 2015; Thomas ef al., 2016).
Certaines ¢tudes montrent ¢galement que 1“expression des genes possedent un certain degré
de plasticité (Letry et al., 2006; Cormier et al., 2010; Bizet et al., 2014; Viger et al., 2016).
Cependant, la plasticité de 1“expression de 1“ensemble des transcrits d“un génotype en réponse
a un déficit hydrique n*a jamais été¢ quantifiée. Ainsi, nous avons souhaité réaliser une étude
intégrée ou les plasticités phénotypique et transcriptionnelle de la feuille seraient analysées au
regard des stratégies de réponses des arbres en déficit hydrique progressif.

Afin de répondre a notre objectif général, mon travail de theése s“est organisé autour de
trois études intégrant des mécanismes de réponse et des échelles différentes et
complémentaires :

(1) Etude de la réponse phénotypique du peuplier noir a un déficit hydrique chez
des génotypes d“origines contrastés : identification des stratégies de réponses et

du role de la plasticité des traits étudiés
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La variabilité des réponses phénotypiques des clones de quatorze génotypes de peuplier
noir a été explorée lors d“une carence hydrique progressive menant a un déficit sévere
(Chapitre I). La stratégie de réponse employée par les génotypes a été caractérisée a partir des
mesures physiologiques, de croissance et de développement. Elle a été confrontée au niveau
de plasticité des traits morphologiques spécifiques des génotypes pour conclure sur le lien
entre stratégie et niveau de plasticité.

(i1))  Etude intégrée de la réponse physiologique et transcriptionnelle du peuplier
noir a un déficit hydrique entre génotypes de stratégies contrastées . relations
entre les niveaux de plasticité des traits étudiés

Les régulations transcriptomiques du limbe foliaire de clones de six génotypes de peuplier
noir en carence hydrique sévere ont été mises en évidence (Chapitre II). L“analyse de ces
résultats a été appuyée par une série de mesures morpho-anatomiques visant a caractériser
1“é&at physiologique et de croissance des arbres. Puis, le niveau de plasticité transcriptionnelle
a été quantifié par génotype puis mis en parallele de la plasticit¢ phénotypique et de la
stratégie de réponse de chaque génotype.

(ii1))  Etude comparative de la réponse transcriptionnelle de la nervure et du limbe de
la feuille de peuplier noir a un déficit hydrique

La spécificité des régulations transcriptionnelles a été explorée a 1“échelle de la feuille de
peuplier noir, entre nervure principale et limbe, en réponse a un déficit hydrique sévére
(Chapitre III). Les fonctions cellulaires modulées par le déficit hydrique dans le limbe foliaire

ont été comparées a celles de la nervure principale.
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Chapitre I

La stratégie et la plasticité de la réponse phénotypique

du peuplier noir a la sécheresse
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Chapitre 1 :

Stratégie et plasticité de la réponse phénotypique du peuplier noir a la sécheresse

Ce chapitre est constitué¢ d“un article publié dans le journal Physiologia Plantarum depuis le

20 Septembre 2017.

Contexte

Les prévisions climatiques actuelles indiquent que la hausse progressive des
températures de la surface terrestre risque d“induire une augmentation de la fréquence et de
I“intensité des événements climatiques extrémes, notamment des sécheresses. En réponse, les
plantes terrestres peuvent moduler de maniére combinée leurs traits physiologiques, de
croissance et de développement, constituant une stratégie de réponse globale aux fluctuations
environnementales. L“amplitude de modification des traits de réponse a 1“échelle de 1“individu
s“apparente a un niveau de plasticité. Afin d“étudier cette réponse phénotypique globale de la
plante face a la sécheresse, notre premiére étude s“est focalisée sur 1“analyse de la réponse de
14 génotypes de peuplier noir contrastés sur leur origine géographique. Ces génotypes ont été
soumis a un déficit hydrique progressif par arrét d“arrosage jusqu‘a atteindre un niveau
sévere. Les traits physiologiques, de croissance et de développement ont €té mesurés tout au
long de 1“expérimentation et analysés globalement, en intégrant leur plasticité et la stratégie

de réponses de chaque génotype.

Résultats

Les génotypes répondent au déficit hydrique sévere par un ajustement de leurs traits
physiologiques permettant de limiter les pertes en eau par ¢évapotranspiration. En
conséquence, les croissances longitudinale et radiale sont limitées pendant la période de
déficit hydrique. Une abscission précoce des feuilles matures pouvant atteindre 90% chez
certains génotypes est observée alors qu“elle est absente chez un seul d“entre eux. Le
continuum de réponses physiologiques des génotypes en carence hydrique sévere révelent
I“utilisation de deux stratégies, évitante et tolérante. Le génotype le plus tolérant maintient un
développement foliaire alors que le flux d“eau dans la feuille est stoppé. En revanche, les
autres génotypes, assimilés aux évitants, semblent plus sensibles au déficit car la réduction de
leur développement est associ¢ a une forte tension hydraulique augmentant les risques de

rupture de la colonne d“eau.
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La quantification du degré de plasticité de chaque trait mesuré par génotype a permis
de mettre en évidence deux traits dont la plasticité discrimine efficacement les génotypes : le
nombre de feuilles mises en place pendant le déficit et le potentiel hydrique foliaire. Le degré
de plasticité des traits relatifs a la croissance est moyen alors qu®il est le plus fort pour le
potentiel hydrique foliaire chez |“ensemble des génotypes. Un gradient de plasticité

phénotypique est observé entre les génotypes.

Conclusions

Le peuplier noir, espéce mésohygrophile, posséde des ressources génétiques lui
permettant de survivre a une sécheresse édaphique intense et de courte durée. Les gammes de
réponses phénotypiques et de stratégies développées par les différents génotypes montrent que
la plasticité au sein de cette espece est importante. Ces travaux révelent que le génotype le
plus tolérant a la sécheresse, posséde la plus faible plasticité globale, contrairement aux

génotypes les plus évitants dont la plasticité moyenne est plus forte.
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Abstract

Climate change is expected to increase drought frequency and intensity what will threaten
plant growth and survival. In such fluctuating environments, perennial plants respond with
hydraulic and biomass adjustments, resulting in either tolerant or avoidant strategies. Plant’s
response to stress relies on their phenotypic plasticity. Our goal was to explore physiology of
young Populus nigra in the context of a time-limited and progressive water deficit in regard
with their growth and stress response strategies. Fourteen French one-year-old black poplar
genotypes, geographically contrasted, were subjected to withholding water during eight days
until severe water stress. Water fluxes (i.e. leaf water potentials and stomatal conductance)
were analysed together with growth (i.e. radial and longitudinal branch growth, leaf
senescence and leaf production). Phenotypic plasticity was calculated for each trait and
response strategies to drought were deciphered for each genotype. Black poplar genotypes
permanently were dealing with a continuum of adjusted water fluxes and growth between two
extreme strategies, tolerance and avoidance. Branch growth, leaf number and leaf hydraulic
potential traits had constrated plasticities, allowing genotype characterization. The most
tolerant genotype to water deficit, which maintained growth, had the lowest global phenotypic
plasticity. Conversely, the most sensitive and avoidant genotype ceased growth until the
season’s end, had the highest plasticity level. All the remaining black poplar genotypes were

close to avoidance with average levels of traits plasticity. These results underpinned the role
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of plasticity in black poplar response to drought and calls for its wider use into research on

plant’s responses to stress.

Keywords: drought, Populus nigra, phenotypic responses, leaf transcriptome, plasticity
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Introduction

Ongoing global climate change is expected to increase both the intensity and the
frequency of future extreme climatic events (Beniston et al., 2007, Burkett et al., 2014). In
temperate countries, drought episodes will be part of the more intense climatic changes (van
Mantgem et al., 2009, Anderegg et al., 2013, Cisneros et al., 2014), and have already been
held responsible for some observed forest die-offs (Bréda et al., 2006).

Trees physiological responses to water deficit result in hydraulic and carbon cycle
adjustments, which have already been well described (Parker 1956, Bréda et al., 2006).
Stomatal closure initiates the phenotypic responses to edaphic water deficit (Tardieu and
Simonneau 1998, Marron et al., 2002, Bogeat-Triboulot et al., 2007). Stomatal aperture
regulation acts as a safety barrier that reduces water loss by leaf transpiration (Stalfelt 1955,
Barrs 1971, Brodribb and Holbrook 2003, Aratjo et al., 2011). The evaporative demand of the
plant persists despite water constraints, leading to a progressive tension increase in the water
column (Tyree and Sperry 1988, Sellin 1999, Sack and Holbrook 2006). If water deficit is
prolonged, cavitation events can occur in the vascular system (Milburn 1966, Nardini ef al.,
2001, Brodribb and Holbrook 2003, Cochard et al., 2007). Nevertheless, xylem functionality
could be recovered after rewatering (McCully 1999, Brodribb and Cochard 2009). These
hydraulic variations are evenly supported by morphological and physiological changes at the
whole plant scale, such as a decrease of cellular elongation and surface of new leaves growing
during drought (Battaglia et al., 1998, Pedrol et al., 2000, Marron et al., 2002, logna et al.,
2013, Bizet et al., 2014). Even with non-critical levels of dehydration, carbon assimilation is
strongly reduced (Thomas and Eamus 1999, Lambers et al., 2008, Hamanishi et al., 2012). As
a consequence, biomass production falls dramatically (Bray 1997, Caruso et al, 2002,
Monclus et al., 2006, Bonhomme et al., 2008), and ultimately ceases. In the final stages of
severe drought response, combined hydraulic failure and carbon depletion can result in plant
death (McDowell et al, 2008, Sala et al., 2010, Sevanto et al, 2014). Plants response
strategies depicted in different species are complex, owing to strong regulation of
physiological traits that enables plants to tolerate water stress, and avoid instant death.

Poplar is widely used as a tree model (Bradshaw et al., 2000, Taylor 2002) to study
physiological responses to water deficit in plants. Populus nigra grows in a wide range of
geographical climates (Cagelli and Lefévre 1995), most of which are in riparian stands and
wetlands (Rameau et al., 1989, Isebrands and Richardson 2014). Black poplar is a pioneer
species characterized by a strong colonization power during juvenile status when growth rate

supported by high water consumption is the highest. This meso-hygrophilous species, used in
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breeding programs, is known to be particularly vulnerable to water deficit despite its rusticity
(Bréda et al., 2006). Significant natural variations in phenotypic responses have been shown
among European genotypes subjected to moderate drought suggesting their adaption to local
climatic events (Viger et al., 2016). These results were supported by an integrated study
revealing that genetic and morphological characteristics of 13 European Populus nigra
populations should depend on adaptive differentiation and historic local events (DeWoody et
al., 2015). In addition, French genotypes exhibiting the greatest genetic admixture (DeWoody
et al., 2015) showed heterogeneous drought responses (Viger et al., 2016). Regarding to these
results, conclusions should be tried on larger set of French black poplar genotypes responding
to drought to explore their phenotypic and genetic particularities, and estimate the degree of
the response variability. Two water deficit response strategies have been identified in poplar
species and hybrids regarding to water fluxes and biomass production parameters: tolerance
and avoidance (Marron et al., 2003, Monclus et al., 2006, Giovannelli et al., 2007). The
tolerant strategy is defined by the capacity of a perennial plant to sustain growth and biomass
production by maintained stomatal aperture or a loosely regulated one (Passioura 2002), while
limiting dehydration by leaf osmotic adjustments (Gebre et al,, 1994, Marron et al., 2002,
Hanin et al., 2011, Barchet et al., 2013, Martorell ef al., 2014). The avoidant strategy is based
on limiting water loss through quick stomatal closure and/or leaf abscission (Couso and
Fernandez 2012). Similar strategies have been identified in other poplar species, with a broad
range of variations in physiological trait regulation (Brignolas et al., 2000); notably, stomatal
sensitivity (Hamanishi et al., 2012), leaf abscission, leaf production (Marron et al., 2002) and
general plant growth (Giovannelli et al., 2007). However, there is a continuum of responses
depicting these two strategies according to individuals in a population, or even in the same
individual according the environment. To cope with environmental changes, perennial plants
have three options: local adaptation (Kawecki and Ebert 2004), new colonization (Sax et al.,
2007) or phenotypic plasticity. Phenotypic plasticity is defined as the capacity of a genotype
to produce different phenotypes in response to environmental conditions (Bradshaw 1965,
Sultan 2000, Nicotra et al., 2010). A part of the total phenotypic plasticity can be evaluated
using many indices (Valladares et al., 2006) focused on plant traits. The level of plasticity
depends on species (logna et al., 2013, McKown et al., 2014), genotypes (Bizet et al., 2014),
the considered plant trait (Couso and Fernandez 2012) and growth conditions.

Levels of phenotypic plasticity can become adaptive and inheritable especially when
expressed by plants under recurrent environmental modifications. Adaptive plasticity can

benefit survival, growth and reproduction (Van Kleunen and Fischer 2005, Chevin and Lande

-62-






Chapitre I

2009, Ghalambor et al., 2015), as suggested for adaptive receptor sensitivity to environmental
cues (Nicotra et al., 2010). Energy consumption required for the modification of a stable trait
must be proportional to the intensity of environmental stress (Valladares and Niinemets 2008)
to avoid ineffective extreme phenotypic plasticity (DeWitt et al., 1998, Steinger et al., 2003).
The environmental predictability, i.e. the match between environmental cues and the level of
plant phenotypic plasticity, appears crucial for the efficiency of plant phenotypic adjustments
(Moran 1992, Reed et al., 2010). In an environment which will undergo drastic changes, as
expected in the future, plant plasticity should play a major role in plant interactions, selection
pressure, competition for resources and plant persistence (Parmesan and Hanley 2015).

The aim of this study was to characterize the main early physiological responses of young
black poplar during a time-limited progressive drought. The followed goals were (i) to
evaluate the extent of phenotypic plasticity involvement in drought responses, and (ii) to
decipher relationships between phenotypic plasticity and response strategies to water deficit.
Fourteen black poplar genotypes, from contrasted geographical origins in France, were
subjected to water withholding until they reached a severe water deficit, as measured by
predawn leaf water potential. Physiological and growth traits were monitored during the water
treatment. Genotype strategies integrating trait plasticities were studied using a multivariate

analysis.
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Table 1. Annual averages of climatic parameters between 1981 and 2010 defining the native
environmental conditions of the 14 black poplar genotypes studied.

Average temperature

¢0) Cumulative rainfall Total sunshine
] ) Sampling Height

Genotype Latitude Longitude

origin Height Number of (mm), for Number

Minimal Maximum Duration (h)
(mm) days * the hottest of days *
month **

STR-10 48.37 7.49 Strasbourg 6.6 15.3 665.0 114.9 72.7 1692.7 59.8
STR-16 48.37 7.49 Strasbourg 6.6 15.3 665.0 114.9 72.7 1692.7 59.8
ERS-05 48.25 7.43 Erstein 6.1 15.7 607.3 103.9 66.8 1799.0 62.2
ERS-10 48.25 7.43 Erstein 6.1 15.7 607.3 103.9 66.8 1799.0 62.2
ERS-12 48.25 7.43 Erstein 6.1 15.7 607.3 103.9 66.8 1799.0 62.2
RHN-35  48.16 7.41 Rhinau 6.1 15.7 607.3 103.9 66.8 1799.0 62.2
RHN-38  48.16 7.41 Rhinau 6.1 15.7 607.3 103.9 66.8 1799.0 62.2

Saint-Pryvé
SPM-12  47.51 1.48 5.8 16.7 702.3 113.8 59.9 1743.6 60.3

Saint-Mesmin

Saint-Pryvé-
SPM-28 47.51 1.48 5.8 16.7 702.3 113.8 59.9 1743.6 60.3
Saint-Mesmin

Saint-Pryvé

SPM-40 47.51 1.48 5.8 16.7 702.3 113.8 59.9 1743.6 60.3
Saint-Mesmin

ALL-29 46.24 3.19 Val d'Allier 6.0 16.7 779.5 116.7 71.6 1861.7 68.7

77-308 45.54 5.12 Meximieux 8.1 16.9 831.9 104.1 77.7 2001.9 81.1
Saint-Genix

72-501 45.35 5.36 6.3 16.2 934.3 106.4 86.6 2065.9 88.1
sur Guiers

BDG 44.04 0.54 Garonne 8.4 18.5 712.2 107.1 51.3 1982.4 75.7

* A minimum of 1 mm of rainfall and 120 W.m™ of sunshine per day was taken into account
for number of days counting.

** The hottest month was July for each sampling origin.
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Materials and methods

Plant material and experimental design

Fourteen European Populus nigra genotypes were sampled by INRA UR 0588 AGPF
(Orléans, France) in natural riparian populations (Villar and Forestier 2009) from different
French river basins characterized by different climatic conditions (Table 1). They were kept in
annually coppiced mother-stocks at the ONF nursery of Guéméné-Penfao (47.62 N, —1.84 E).
Eight cuttings per genotype (1 cm collar diameters, 30 cm height) were planted in 10 L pots in
spring 2012. Pot substrate was composed of '3 black peat and % local Limagne topsoil, added
with 20 g of Osmocot Pro fertilizer (17:11:10 N, P, K, 2 MgO). Pots were set up in the
common garden at Clermont Auvergne University, Clermont-Ferrand (45.76 N, 3.12 E) using
a complete randomized block design. Trees were spaced 1 m apart and surrounded by
additional randomized clones from the different genotypes tested in order to minimize edge
effects. Pots were watered automatically twice a day (0.5 L in the morning and afternoon)
until the onset of water deficit. The experiment ran from 11 Jun. 2013 to 18 Jun. 2013 on 107
one-year-old black poplars (401 + 10 leaves, 16 = 1 mm of stem diameter). Trees height
before experiment start was not different between clones within genotypes (P = 0.127).
However, two genotypes among the fourteen’s had significantly different heights (P = 0.002)
from 75 £ 6 cm for ERS-12 to 125 £ 7 cm for SPM-40. Four clones per genotype were
subjected to water deficit (except two for 77-308 and ERS-12 genotypes) by withholding
water until all genotypes exceeded at least a predawn leaf water potential of -2 MPa,
corresponding to 8-day treatment and severe water deficit (Marron et al, 2003). Pots were
weighed daily to check water deficit (mean water loss of 1.6% # 0.1 per day and per pot;
Appendix Fig. S1). Four control trees per genotype were well-watered (only three ERS-12
trees). The soil of droughted trees was covered with plastic bags sealed with silicone at the
tree collar to prevent rehydration by rain and morning dew. At the end of the experiment, the

trees were re-watered and monitored until the season’s end (19 Oct. 2013).

Water movements

Predawn and midday leaf water potential (¥pq and Wine, expressed in MPa) were
measured on rank-four leaves from the top with a Scholander pressure chamber (Model 600,
PMS Instrument Company, USA) every two days. W,q was measured from 04 h 30 to 05 h 15,

i.e. before sunrise, (i) to control steady state of water status along the soil-plant-atmosphere
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continuum for control trees and (i1) to reach at least W q = -2 MPa for the droughted trees. Wnq
was measured between 13 h 00 and 13 h 45, i.e. at peak transpiration.

Stomatal conductance (g, mmol m™ s™) was measured daily between 13 h 00 and 13 h
45 on rank-four leaves using an SC-1 Leaf Porometer (Decagon Devices, Pullman,

Washington, USA).

Plant growth and development

Poplar architecture features sylleptic and proleptic branching (Hallé¢ et al, 1978,
Ceulemans et al., 1990, (Wu and Hinckley 2001). Tree organs were annotated to take into
account these two branching processes: the stem, the longest past year sylleptic shoot (named
main branch) and one proleptic shoot developed on the main branch (named new branch).
Measurements of radial growth (D, at 5 cm from the collar or terminal bud scar) and
longitudinal growth (L) were performed during the water deficit period.

Total leaf number per tree were counting before and after the water deficit then
divided by leaf number at the beginning of the experiment (T, %). Apical meristems were
marked before the experiment in order to count the number of new leaves produced during the
stress on the new branch (N). Three rank-four leaves per tree grown during the water deficit
were sampled (except one stressed leaf for 77-308 and BDG, and none for stressed ERS-12
trees owing to lack of leaves) to evaluate the specific leaf area (SLA). Then for each fresh leaf,
leaf area (4, mm?) was measured using Imagel software (version 1.48; Schneider ef al., 2012)
and leaf dry mass (M, mg) was obtained after four days drying at 60°C. Mean SLA (mm™ mg’
" per tree was calculated as SLA = A4/ M.

Statistical analysis

The effects of water deficit and genotype were analysed over time on stomatal
conductance, predawn and midday leaf water potentials of trees using mixed effects linear
model and contrast analysis using post-Hoc Tukey’s test.

Physiological and growth traits measured at the maximum water deficit (Day 8) were
analysed using a multivariate principal component analysis (PCA) on standardised values.
Shapiro-Wilk’s test was used to check Gaussian distribution for all variables. Climatic
variables (fnin = minimum annual average temperature; Gp,x = maximum annual average
temperature; Rain = mean number of rainy days per years; Light = mean number of sunny
days per years) describing the original environment of each genotype and their height (H =

trees height before experiment) were added to the PCA as supplementary variables. Eigen
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values were calculated for the first five dimensions. The contributions of each variable (Cy,;)
and each individual (Ci,g) to these dimensions were compared with theoretical equivalent
contribution (Cy,), defined as: Cy, = 1 / variable number. Variables and individuals with a
significant contribution (Cyyr> Cyp, or Cing> Cyp) to the dimensions and a quality of
representation (range of explicative dispersion, cos?) in the plane above 0.60 were retained to
help describe genotype behaviours during the water deficit. V-test results (Lebart ef al., 1995)
singled out genotypes belonging to the first two dimensions. These screening criteria allowed
choosing the most informative traits, which were then compared among treatment and

between genotypes using two-way ANOVA and post hoc Tukey’s test.

The plasticity of the most informative physiological and growth trait (D, L, N, T, ¥pq
and W,,q) was calculated using the relative distance plasticity index (RDPI; Valladares et al.,
2006) varying from 0 to 1 (respectively low and high plasticity) for each variable and
genotype as: RDPI = X (|x;; — x;5| / (xj + x;7)) /n, where x;; defines the value of a variable in
treatment i (well-watered or droughted) for trees j, [x;—x;;| is the absolute difference obtained
between all pairs of trees from two different treatments, and # is the total number of pairs. The
corresponding variables were named after their physiological counterpart and prefixed p .
The relationships of trait plasticity indexes were analysed using a PCA. Kruskal and Wallis
test has been performed on each RDPI trait to estimate the genotype effect (Appendix Table
S3).

Statistical analysis were performed using R software version 3.2.1 with a = 0.05. FactoMineR
(Le et al., 2008) and Factoexra R packages were used to perform a PCA analysis and

visualized results.
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Fig. 1. Mean (+ SE) stomatal conductance (A) and predawn (B) and midday (C) leaf water
potential of black poplars in well-watered (dotted line) and water deficit (solid line)
conditions. Results of mixed effects linear model and pot-Hoc Tukey’s test were indicated
(*0.01 <P<0.05; ** 0.01 <P<0.001 ;***P <0.001; ns = non-significant).
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Results

Evolution of physiological plant status during progressive water deficit

Stomatal conductance (gs), predawn (W,q) and midday (Wnq) leaf water potentials
were significantly different (P < 0.001) between well-watered and droughted trees over time
(Fig. 1). No significant genotype effect has been detected over time on Wpq (P = 0.150) and
WYha (P = 0.142). g, of trees under water deficit significantly fell throughout the time course
compared to well-watered one’s, from 171 + 19 at Day 2 to 32 + 3 mmol H,O m™ s at Day 3,
and then stabilized until the end of the experiment (Fig. 1A). A notable variability in g; was
also observed on well-watered trees during the experiment (from 146 + 31 to 512 + 49 mmol
m? s"). Predawn and midday leaf water potentials of well-watered poplars remained stable
during the progressive water treatment, respectively ¥pq = 0 MPa and W,q = -1 MPa (Fig. 1B-
C). The expected decrease of Wpq and W, were significant respectively after four (P < 0.001)
and eight (P < 0.001) days of water deficit, reaching -2.8 = 0.1 MPa for ¥,q and -2.6 = 0.2
MPa for W¥,q at Day 8.

Whole trait relationships

The global response of trees to severe water deficit (Day 8) was studied by PCA of the
eight measured physiological and growth traits along with five supplementary quantitative
variables. On the main plane representing 62% of global variance (Fig. 2A), individuals
projection revealed the effect of water deficit on individual clustering, and split individuals
into two groups along the first PCA dimension (correlation = 0.83, P < 0.001). The underlying
structure of variance was summarized by few traits (Fig. 2B): total leaf number variation (T)
and predawn leaf water potential (¥,q). They were respectively positively and negatively
correlated with the first dimension. Midday leaf water potential (¥,,4), radial (D) and
longitudinal (L) growths and number of new leaves per new branch (N) contribute to the
variance of the first axis in a lesser extent. Specific Leaf Area (SLA) and stomatal
conductance (gs) did not bring significant contribution to the variance on the main plane.
Projecting genotypes onto the PCA main plane revealed weak correlation with the second
dimension (correlation = 0.11, P > 0.05). Climatic parameters describing the original
environment of genotypes and the height of trees, analysed as supplementary variables, did

not yielded any significant contribution to global variance on the main PCA plane.
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Fig. 2. PCA on physiological and growth traits of 14 black poplar genotypes at the maximal water
deficit (day 8). Individual trees data projected on the first two PCA dimensions representing 62% of
global variance (A). Droughted (red dots) and well-watered (blue dots) trees with their 95%
confidence ellipses. (B) Eight physiological and growth variables (with correlation circles) projected
on the two first PCA dimensions, including five climatic and tree traits supplementary variables
(italic). g, = stomatal conductance; ¥,q = predawn leaf water potential; ¥,,q = midday leaf water
potential; D = main branch diameter gain; L = new branch length gain; T = total leaf number variation;
N = number of new leaves per branch; SLA = specific leaf area; 6,,, = minimum annual average
temperature; 6,,,, = maximum annual average temperature; Rain = mean number of rainy days per
years; Light = mean number of sunny days per years; H = tree height before experiment.

Table 2. Test of genotype and treatment effect on physiological and growth traits of 14 black poplar
genotypes at the maximal water deficit (Day 8) using two-way ANOVA. *Significant difference for P
<0.05.

Two-way ANOVA P-values significance

Description of physiological traits Genotype Treatment Genotype x Treatment

Water movement traits

Stomatal conductance (gs, mmol m>s”')  0.175 <0.001* 0.458
Predawn leaf water potential (¥,q, Mpa)  0.096 <0.001* 0.369
Midday leaf water potential (¥,4, Mpa)  0.602 <0.001* 0.726

Growth and development traits

Branch

Main branch diameter gain (D, mm) 0.030* <0.001* 0.294
New branch length gain (L, cm) 0.009* <0.001* 0.039*
Leaf

Total leaf number variation (T, %) 0.135 <0.001* 0.018%*

Number of new leaves per branch (N) 0.092 <0.001* 0.556
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Water movements

Trees lost on average 7.7 = 0.3% of water content (P < 0.001) when water deficit was
maximal at Day 8 (Appendix Fig. S1). There were no significant differences between
genotypes (P> 0.05).

Water deficit induced a steady decrease of W,q in droughted trees until Day 8 (P <
0.001; Table 2) reaching different rates according to genotype: from -1.9 + 0.2 MPa for SPM-
12 to -4.1 = 0.3 MPa for ERS-12 (Fig. 3). At Day 8, ¥4 of well-watered trees ranged from -
0.7 £ 0.1 MPa to -1.4 = 0.2 MPa between genotypes. Among droughted trees, W,q fell (P <
0.001; Table 2) from -1.8 + 0.2 MPa for SPM-12 to -3.7 + 0.3 MPa for ERS-12 genotype (Fig.
3), without any significant differences among genotypes (P > 0.05).

Plant growth and development

Total leaf number variation (T) increased by 53 + 16% for control trees on average
(from 414 £ 14 to 516 + 20 leaves; Fig. 4A). It peaked on average at 35% + 5 among
droughted trees (from 388 + 14 to 229 + 20 leaves; P < 0.001; Table 2) reaching 90% for
genotypes 77-308 and ERS-12 (Fig. 4A) due to leaf fall following drought stress. Genotype
and treatment effects interacted significantly for this trait (P = 0.018; Table 2).

Globally, number of new leaves (N) was significantly reduced by water deficit (P <
0.001; Table 2), although this trend was not always significant at the genotype level. However,
N of two droughted genotypes, BDG and STR-16 (P < 0.01; Fig.4B), decreased by two-fold
compared to control trees. Similarly, a significant increase of SLA in water deficit treatment
was observed (P < 0.001; Table 2; Appendix Fig. S2) but no difference was noted between
genotypes.

The main effect of water deficit was clearly detected on longitudinal (L) and radial (D)
growth (P <0.001; Table 2). However, only genotype x treatment interaction was significantly
detected for L (P = 0.039; Table 2). When examined at the genotype level, decrease in L under
water deficit was significant for BDG, RHN-35, SPM-28 and SPM-40 (P < 0.05; Appendix
Table S1). The main effect of water deficit on D decrease was the most marked in STR-10 and

RHN-35 genotypes (P < 0.05; Appendix Table S1).

Phenotypic plasticity

Plasticity of physiological and growth traits was derived as Relative Distance of
Plasticity Index (RDPI) for each genotype, and analysed using PCA (Fig. 5). Variance was
mostly explained by the first three PCA dimensions (26%, 22% and 21%, respectively). The
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first two dimensions represented 48% of global variance (Fig. 5A). p_L and p_¥,q contributed
weakly to the variance of the first dimension (29% and 27%; Appendix Table S2). The
variance represented on the second dimension was mainly due to p_T contributing to 47%,
followed by p_¥md, contributing to 18%. The genotype factor explained 55%, 54% and 30%
of the variance of the first three dimensions respectively (Fig. 5C-D). ERS-05 was
significantly and positively correlated to the first dimension (P = 0.01) although SPM40 (P =
0.01) and BDG (P = 0.002) were negatively correlated (Fig. 5C). ERS-12 and RHN-35 were
positively correlated with the second dimension (0.03 < P < 0.04) and anti-correlated with
SPM-12, SPM-40 and ALL-29 (P = 0.02). BDG was the only genotype significantly
correlated with the third dimension (P = 0.01). p_ W4, p_T and p_D were associated with the
genotypes significantly well represented on the first three dimensions. The significant
genotype effect was confirmed on these three traits (P < 0.05; Appendix Table S3).

PCA highlighted four traits for which plasticity was genotype-specific: p_ ¥4, p_D,
p_Landp_T. p_¥,q showed the highest RDPI (Table 3) among all the genotypes (RDPI > 0.9).
p_D ranged between 0.18 £ 0.05 (72-501) and 0.57 + 0.02 (77-308), p_L from 0.27 £+ 0.03
(ERS-05) and 0.67 + 0.19 (SPM-28), and p_T from 0.13 £ 0.02 (SPM-12) to 0.91 = 0.01
(ERS-12). p_ ¥4 was lower for BDG (0.15 £ 0.08) than for the other genotypes (from 0.36 +
0.02 for SPM-12 to 0.66 = 0.01 for ERS-12). p N ranged between 0.20 = 0.04 (SPM-12) and
0.65 +£0.13 (STR-16).
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were indicated by letters. Same letters indicate no differences between groups.
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Discussion

Black poplars belong to riparian species with high evaporative demand during juvenile
stage (Bazzaz 1979). Surprisingly, this pioneer species could also colonize dry soil habitats
(Rameau et al., 1989). One way to explore its acclimatization capacity face to future climate
disturbances is to study its response trait plasticity. In the present study, 14 contrasting native
black poplar genotypes were exposed to progressive severe water deficit to explore the
diversity of responses of this species. Our main goal was to evaluate the importance of

plasticity in plant response strategy to water deficit.

Black poplars were severely stressed after an 8-day water deficit

Considering global variance of each physiological trait measured (Fig. 2), an 8-day
water deficit was enough to induce a strong response for all the 14 black poplar genotypes.
They were characterized by well-known changes in physiological traits, confirming their
reached severe water deficit status as reported for many species. We observed a rapid decrease
in stomatal conductance (Tardieu and Simonneau 1998, Marron et al, 2002, Marron et al.,
2003, Aasamaa et al., 2004, Bogeat-Triboulot ef al., 2007, Almeida-Rodriguez et al., 2010), a
progressive increase of tension in the water column (Shackel et al., 1997, Fu et al., 2006,
Almeida-Rodriguez et al., 2010, Cocozza et al., 2010, Barchetet al., 2013), leaf abscission
(Marron et al., 2002, Viger et al., 2016), and a reduction of radial and longitudinal growth
(Morabito et al., 2006, Giovannelli et al., 2007). A relation between the decrease of water
fluxes (gs, Ypd, Pma; Fig. 2B) and growth traits (T, N) was observed in all the genotypes, as
previously described by Lambs et al., (2006), Chamaillard et al., (2011) and Viger et al.,
(2016) on other black poplar genotypes.

Black poplar genotypes exhibited a wide range of response to water deficit

At the genotype level, variability of response to water deficit was detectable. ERS-12,
77-308, and STR-10 regulated mostly water movements (¥p4, ¥md), while STR-16 and BDG
were mainly characterized by a decrease of growth (T, N). Little changes occurred in SPM-12,
which sustained the highest Wpq (-1.9 MPa), still producing new leaves and keeping existing
leaves during water deficit. On the other end of the response gradient, ERS-12, 77-308, and
STR-10 experienced ¥,q around -4 MPa and stopped growing. To ensure that all the
genotypes were able to continue growth as normal following, we re-watered them and
measured their growth restart before the end of the growing season (Appendix Table S1). At

that point, one genotype (ERS-12) failed to recover its growth, possibly because of vascular
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Fig. 5. Principal Component Analysis (PCA) of phenotypic plasticity as a relative distance of
plasticity index (RDPI) calculated for six traits on 14 black poplar genotypes at the maximal
water deficit (Day 8). Data structuring is detected on (A, C) the first plane (dimension 1 and
2) and (B, D) the second plane (dimensions 1 and 3). (A, B) Correlation circles of traits RDPI
on the first three dimensions. (C, D) Trees are identified according to genotype factor on the
two planes with 95% confidence ellipses drawn around each genotype barycenter. p_ =
plasticity of; ‘I‘p 4 = predawn leaf water potential; ¥ = midday leaf water potential; D = main

branch diameter gain; L = new branch length gain; T = total leaf number variation; N =
number of new leaves per branch.
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system and/or photosynthesis pathway damages (Fichot et al., 2015, Jajic et al., 2015, Chen et
al., 2016). The following year, we checked the growth of all the plants. All the genotypes,
even those experiencing severe stress with extreme ¥,q were able to recover from this severe
water deficit (including ERS-12 plants). Similar observations have been made on severely
droughted poplar species (Brignolas et al., 2000, Marron et al., 2003, Almeida-Rodriguez et
al., 2010, Cocozza et al., 2010, Barchet et al., 2013).

Genotypes modulated evapotranspiration similarly during water deficit: it is thus
surprising that SPM-12 has been able to grow in such conditions. Black poplars mostly
responded by leaf fall during water deficit except for two genotypes (SPM-12 and ERS-05).
In black poplars (Regier et al., 2009, Cocozza et al., 2010) and several other poplar species
(Pelah et al., 1997, Marron et al., 2002, Bogeat-Triboulot et al., 2007, Barchet et al., 2013,
Cao et al., 2013, Hamanishi et al., 2015), authors have reported that species without leaf fall
under drought may favor solute availability and sustain cellular homeostasis. The question
remains unanswered for SPM-12, in which growth was maintained during water deficit.

SPM-12 strategy face to water deficit conditions was considered as “tolerant”
according to previous findings on poplar species (Marron et al., 2002, Monclus et al., 2006,
Cocozza et al., 2010). By contrast, the strategy of ERS-12 was closer to the description of
“avoidant”, as described for P. simonii x P. Balsamifera (Almeida-Rodriguez et al., 2010).
Based on this definition, the twelve other black poplar genotypes could also be regarded as
“avoidant”. Although poplar is known to be meso-hygrophilous to slightly hygrophilous in
regularly flooded environments, it can sustain growth under occasional short drought periods,
in accordance with some reports of French black poplar colonizing dry substrates (Rameau et

al., 1989).

Phenotypic plasticity related to drought strategy was genotype-specific

Phenotypic plasticity (Fig. 5) was evaluated for traits related to water movements
(p_¥pd, p_¥ma) and growth (p_L, p_D, p_T, p_N). Multivariate analysis retained p_¥pq, p_D,
p_Land p_T as genotype-specific, characterizing the diversity of plasticity responses of black
poplar genotypes. Growth traits show medium plasticity levels as previously observed for
black poplar genotypes (Guet et al., 2015), Populus * euramericana (Bizet et al., 2014),
Pinus pinaster (Alia et al., 1997, Lamy et al., 2014), Pinus halepensis (Baquedano et al.,
2008) or Quercus coccifera. Discriminatory power of plasticities among genotypes was higher

for the growth traits p_ D, p_T, p_L than for p_¥,4, owing to large differences in plasticity
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Table 3. Mean (+ SE) relative distance of plasticity index (RDPI) of 14 black poplar
genotypes at the maximal water deficit (Day 8) for six physiological traits. p = plasticity of;
Wpq = predawn leaf water potential; D = radial growth of the main branch; L = longitudinal
growth of the new branch; T = total leaf number variation; ¥ ,q = midday leaf water potential;
N = number of new leaves per branch.

Genotypes

p_Wpd

p D

p L

p T

p_led

p N

SPM-12
ERS-05
ALL-29
SPM-28
ERS-10
STR-16
SPM-40
RHN-38
BDG
RHN-35
72-501
STR-10
77-308
ERS-12

1.00+0.01
1.00+0.01
0.89+£0.01
0.93 £0.01
1.00+0.01
1.00+0.01
0.89£0.01
0.96 £0.01
0.91£0.01
1.00+0.01
1.00+0.01
1.00+0.01
0.95+0.01
0.97£0.01

0.27 +£0.05
0.30+0.05
0.38£0.04
0.42+0.20
0.44 £0.06
0.41+0.15
0.28 £0.01
0.25+0.01
0.50+0.13
0.41+£0.02
0.18+0.05
0.52+0.17
0.57+0.02
0.45+0.05

0.41+0.04
0.27 £0.03
0.48 £0.08
0.67+0.19
0.47 +0.07
0.41+0.13
0.60 = 0.03
0.45+0.05
0.57+0.05
0.55+0.16
0.47+0.19
0.56 +0.04
0.49+0.01
0.59+0.24

0.13+0.02
0.14 +£0.03
0.19+0.02
0.38+0.15
0.30+0.12
0.35+0.06
0.22+0.04
0.31+0.08
0.66+0.14
0.54+0.10
0.55+0.16
0.46 +0.08
0.87+0.02
0.91+0.01

0.36 £0.02
0.57+£0.09
0.39+0.07
0.36 £ 0.03
0.53+£0.01
0.60 = 0.03
0.39+0.14
0.52 +0.09
0.15+0.08
0.59 +0.04
0.48 £0.07
0.56 £0.02
0.53 £0.02
0.66 +0.01

0.20 +£0.04
0.33£0.07
0.43+0.05
0.34£0.07
0.39+0.07
0.65+0.13
0.43+£0.12
0.38 £0.04
0.59 +£0.09
0.49 +£0.04
0.40£0.09
0.43+0.18
0.23 £0.01
0.50 +0.09
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levels between genotypes (e.g. 0.13 < RDPI < 0.9 for p_T). The highest plastic trait to water
deficit was p_¥pq with RDPI from 0.89 to 1.0 (Table 3).

Black poplar genotypes developed different plasticity patterns to withstand a short-
term severe water deficit (Fig. 5): ERS-05 was characterized by a high p_¥,q and a low
p L/p D contrary to BDG and SPM-40. Two genotypes (ERS-12 and RHN-35) were
associated with high p T in contrast with SPM-12, SPM-40 and ALL-29. In addition, the least
plastic black poplar genotype (SPM-12, Table 3) was tolerant to severe water deficit, whereas
the most plastic genotype (ERS-12) was avoidant. Earlier reports, of low plasticities of
fitness-related traits (i.e. total biomass and tillering, Couso and Fernandez 2012), ¥s, (Fichot
et al., 2010), water fluxes, gas exchange and antioxidant traits (Baquedano et al., 2008)
associated with drought tolerance, support this result. Differences in plasticity among
genotypes could be partially explained by different selection pressure on traits occurring in
their native environments (Valladares et al., 2007). Plants adapted to a predictable
environment and under low selection pressure, offer low plasticity in response to non-
predictable water deficit because they are unable to adjust rapidly their physiological traits
(Henry and Aarssen 1997, Valladares ef al., 2005, Ghalambor ef al., 2007, Willis et al., 2008,
Reed et al., 2010). A low plasticity can be efficient to sustain primary metabolism (Valladares
et al., 2000). However, these plants take a risk: low plastic genotypes are usually close to their
hydraulic safety margin and incur hydraulic failure (McDowell et al., 2008). Conversely,
species responding to water deficit by high plasticity could allocate resources to non-essential
phenotypic modifications, which could be detrimental to their fitness (Alpert and Simms 2002,
Steinger et al, 2003). Parmesan and Hanley (2015) pointed out the complex impact of
plasticity on plant performances under climate change which also depends on non-climatic
constraints (i.e. interactions between species). Transplantation experiments suggested that
their plasticity level depend on species (Willis et al., 2008, Hargreaves et al., 2014, Early and
Sax 2014, Dalmaris et al, 2015) and was not necessarily conditioned by climatic factors
(Early and Sax 2014, Bradley et al., 2015).

In our experiment, medium-to-high plasticity was concomitant to avoidance for 13
black poplar genotypes out of the 14 tested. Unexpectedly, the more plastic genotype was the
more avoidant whereas the least plastic one was drought tolerant. Our results suggested that
an avoidant strategy combined with a certain amount of response trait plasticity might reduce
the plant performances for resources allocation and threatened poplar persistence in
occasionally droughted environments. A better understanding of the molecular basis of the

phenotypic plasticity could be approached by studying the relationships between phenotypic
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plasticity and transcriptional responses of poplars subjected to drought, as recently shown by
some authors (i.e. Cohen et al., 2010, Hamanishi et al., 2010, Hamanishi et al., 2015, Viger et
al., 2016).
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Supplementary data

Appendix Table S1. Branch growth traits of 14 well-watered (WW) and droughted (WS) black poplar
genotypes subjected to 8-day water deficit. Mean (+ SE) radial growth of the main branch (D),
longitudinal growth of the new branch (L) and longitudinal growth of the new branch at the season‘$s
end (E) were presented here. Results of two-way ANOVA and HSD Tuckey's test were indicated by
letters. Groups with the same letters were not significantly different. Crown dieback (ERS-12) or

vegetation growth stops (SPM-28) = NA.

D (mm) L (cm) E (cm)
Genotype Treatment

Mean (= SE) HSD groups  Mean (= SE) HSD groups Mean (+ SE) HSD groups

SPM-12 wWw 2.1+04 abc 37+3.0 Abcdef 63.6+9.9 ab
WS 1.2+0.2 bedef 45+£0.6 abcdef 448+ 11.6 a
wWw 1.7+0.1 abcdef 8.1=+1.6 abed 86.3+10.1 ab

ERS-05
WS 0.9+0.1 cdef 46+04 abcdef 67.9+11.7 ab
wWw 1.2+04 bedef 8.8+1.5 abc 345+224 ab

ALL-29
WS 0.9+0.1 cdef 3.0+0.6 cdef 53.2+19.8 ab
wWw 1.8+£0.2 abcde 6.8+0.6 abcde 59.5+19.8 ab

SPM-28
WS 0.8+0.3 def NA f 554+125 ab
VAV 43+26 abcdef 53=+1.0 abcdef 55.9+20.8 ab

ERS-10
WS 0.7+0.1 ef 1.8+0.3 ef 19.3+12.6 ab
VAV 1.6 +0.1 abcdef 7.5+04 abcde 71.9+123 ab

STR-16
WS 0.8+0.3 def 3613 abcdef 35.6+13.8 ab
VAV 1.6 +0.1 abcdef 99+1.1 a 409+ 13.5 ab

SPM-40
WS 0.9+0.1 cdef 24+0.2 def 38.0+13.9 ab
VAV 20+03 abed 9.1+1.0 ab 743 +£5.6 ab

RHN-38
WS 1.2+0.1 bedef 34+0.5 abcdef 482+ 15.2 ab

BDG VAV 1.5+£0.2 abcdef 104+£1.2 a 60.5+13.7 ab
WS 0.5+0.2 f 28+04 cdef 52.5+19.2 ab
VAV 23402 ab 9.6+04 ab 62.6 £15.5 ab

RHN-35
WS 09=+0.1 cdef 3.0+1.3 cdef 37.7+10.4 ab

9.501 WW 1.5+0.1 abcdef 6.5+0.7 abcde 59.2+10.8 ab
WS 1.1+0.1 bedef 34+1.6 bedef 47.6+14.3 ab
WW 25+0.2 a 52+0.7 abcdef 492+ 119 ab

STR-10
WS 0.7+0.5 ef 1.4+0.2 ef 29.0+10.8 b

77,308 WW 1.4+0.1 abcdef 6.7+0.8 abcde 81.2+6.2 ab
WS 0.4+0.1 f 23+0.1 def 31.1+£2.0 ab
WW 1.7+0.6 abcdef 38+1.5 abcdef 56.3+18.3 ab

ERS-12

WS 05+0.2 ef 1.8+1.7 abcdef NA ab
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Appendix Table S2. Principal Component Analysis loadings of the six relative distance of plasticity
index traits. Contribution and quality of the representation were detailed for each trait along the first
three dimensions (1, 2, 3). p_ = plasticity of; ¥,q = predawn leaf water potential; ¥'\,q = midday leaf
water potential; D = main branch diameter gain; L = new branch length gain; T = total leaf number

variation; N = number of new leaves per branch.

Dimension
1 2 3
Trait Contribution Quality  Contribution Quality = Contribution Quality
p_ Yo 26.93 0.43 9.78 0.13 12.23 0.15
P Yia 19.96 0.32 18.42 0.24 7.39 0.09
p. D 3.20 0.05 3.68 0.05 58.44 0.72
p L 28.93 0.46 6.30 0.08 1.98 0.02
p T 1.55 0.02 47.35 0.63 11.03 0.14
p N 19.43 0.31 14.48 0.19 8.94 0.11
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Appendix Table S3. Test of genotype effect on plasticity degree using Relative Distance of Plasticity

Index estimated on physiological and growth traits of 14 black poplar genotypes at the maximal water

Description of physiological traits

P-values significance

Water movement traits

Predawn leaf water potential (¥4, Mpa)

Midday leaf water potential (‘V,¢, Mpa)

Growth and development traits

<0.001*

0.130

Branch

Main branch diameter gain (D, mm)
New branch length gain (L, cm)

Leaf

Total leaf number variation (T, %)

Number of new leaves per branch (N)

0.047*

0.619

0.003*

0.157
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Weight loss (%)

72-501
10
STR-16 77-308
STR-10 ALL-29 .
6 Day of experiment
——1
—-—4
SPM-40 BDG
—A—5
—x—6
-7
SPM-28 ERS-05
——8
SPM-12 ERS-10

RHN-35

Appendix Fig. S1. Mean percentage evolution of weight loss of 14 black poplars growing in
pots subjected to progressive 8-day water deficit. Weight loss per pots reflected water loss by

evapotranspiration.
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Specific Leaf Area (mm™2 mg!)
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Appendix Fig. 2. Mean (£ SE) Specific Leaf Area of 14 well-watered (grey bars) and
droughted (white bars) black poplar genotypes at the maximal water deficit (Day 8). A
statistical effect of treatment on SLA was observed but no genotype effect was found using a

two-way ANOVA.
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Chapitre 11

La plasticité des réponses phénotypiques et
transcriptionnelles intégrées du peuplier noir a la

sécheresse
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Chapitre 11 :

Plasticité des réponses phénotypiques et transcriptionnelles intégrées du peuplier noir a

la sécheresse

Cet article a été rédigé pour €tre soumis dans le journal The Plant Journal.

Contexte

Les plantes pérennes sont capables d“ajuster leurs traits phénotypiques selon une
stratégie et un niveau de plasticité qui leur sont propres, en association avec la modification
de leurs fonctions cellulaires. Un gradient de réponse et de plasticité phénotypique a été observé
parmi les génotypes de peuplier répondant au déficit hydrique sévére (Chapitre 1). Ceci suggere
I“existence d“une pluralité¢ d“ajustement des mécanismes de régulation qui peuvent &tre potentiellement
exprimées et identifiées au travers des données —omiques.

L“¢tude du transcriptome foliaire global du peuplier noir en réponse a la sécheresse n*a
encore jamais ¢€té réalisée. Cette étude propose de caractériser, dans un premier temps, la
réponse transcriptomique globale de six génotypes de peuplier noir répondant & un stress
hydrique sévere a 1“échelle de 1“organe foliaire et, dans un second temps, d“analyser les
relations entre réponses physiologiques et transcriptomiques, et plasticités phénotypiques et

transcriptionnelles, au regard des stratégies tolérante et évitante des génotypes.

Résultats

Comme observé dans 1“¢ude précédente (Chapitre I), les réponses physiologiques, de
croissance et de développement forment un continuum parmi les génotypes qui traduit une
stratégie proche de 1“¢vitement. En revanche, un génotype semble plus tolérant que les autres
au travers du maintien de la croissance et du développement foliaire.

Preés de 41% du transcriptome foliaire du peuplier noir est différentiellement exprimé
en réponse a un déficit hydrique sévére. Les voies de signalisation fortement activées sont en
lien avec la modification de la structure des membranes, le maintien de 1“homéostasie
cellulaire et la détoxication. Le transport intra- et extra-cellulaire, comprenant la régulation
des aquaporines, des vésicules de transport et des syntaxines, semble un pilier des réponses a
la déshydratation provoquée par la sécheresse.

Le degré de plasticité est calculé pour chaque transcrit et chaque génotype a 1“aide de
du Relative Distance of Plasticity Index. Au sein des six génotypes étudiés, un gradient de

plasticité transcriptionnelle est observé parmi les génotypes. Ainsi, le génotype possédant la
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plus faible plasticité transcriptionnelle moyenne est aussi le plus tolérant au déficit hydrique.
Il existe une spécificité de régulation de la plasticité car 40% des transcrits les plus plastiques
sont spécifiques des génotypes. Les transcrits les plus plastiques du génotype possédant la
plus faible plasticit¢é moyenne interviennent dans la fixation de carbone et le transport de
messagers secondaires alors que ceux du génotype de plus forte plasticité font partie des voies
de régulations génomique et transcriptionnelle, et de la sensibilit¢ aux hormones. 80% des
transcrits les moins plastiques sont également caractéristiques des génotypes. Les transcrits
codant des aquaporines, des vésicules de transport et des syntaxines possedent une plasticité
spécifique au génotype, indiquant que la régulation de la plasticité des flux cellulaires
dépendrait du génotype.

Les corrélations entre les plasticités des traits phénotypiques et du niveau d“expression
des genes sont identiques parmi les génotypes suggérant que les mécanismes de régulation de
la plasticité seraient relativement conservés dans 1“espéce. La plasticité de quelques transcrits
est spécifiquement corrélée a celle de la conductance stomatique, de la croissance

longitudinale et de la couverture de la nervure principale.

Conclusions

Comme attendu, le profond remodelage du transcriptome foliaire en cas de carence
hydrique sévere tend a maintenir 1“hydratation et 1“intégrité des tissus foliaires grace a la
modulation de [“expression de genes impliqués dans 1“homéostasie cellulaire, la structure
cellulaire et le transport intra-cellulaire. Ces modifications semblent communes aux génotypes
ce qui n“est pas le cas de leur niveau de plasticité. La régulation du degré des plasticités

transcriptionnelles et phénotypiques semblent dépendre du génotype.
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Abstract

Trees are able to respond to drought by adjusting their general metabolism depending on their
plasticity. Whereas phenotypic plasticity has been well studied, less attention has been paid to
the plasticity of molecular gene expression. This study attempted (i) to explore the integrated
phenotypic and transcriptional drought responses of black poplar, (ii) to quantify for the first
time in a tree the plasticity of the whole transcriptional response to drought and (iii) to
decipher the link between phenotypic and transcriptional plasticities and plant response
strategies face to drought. Several contrasted two-year-old French black poplar genotypes
were subjected to a progressive drought by withholding water until severe stress. Water
fluxes, growth, development and leaf architecture were monitored during the experiment.
Whole leaf blade transcriptome was analyzed at the severe drought stress stage. Plasticity for
each plant response traits was calculated and analyzed together in accordance with plant
response strategies. As observed in a previous study (Garavillon-Tournayre et al., 2017; in
press), every genotype had a specific physiological and growth response to drought along a
continuum between avoidant and tolerant strategy. Most of them were avoidant, characterized
by a stop in carbon assimilation, growth and development and had mild to high plasticity.
Only one was tolerant by maintaining its growth during drought and was associated with the
lowest phenotypic trait plasticity. About 41.3% of the black poplar transcripts were
differentially expressed in response to drought including 11,486 up-regulated and 14,731
down-regulated transcripts. These transcripts were linked to modifications of cellular
functions such as drought signalling pathways, detoxification and cellular homeostasis
maintaining. Important changes concerned cellular movements, membranes integrity and
water fluxes regulations by aquaporins. A gradient of transcriptional plasticity appeared

among genotypes highlighting that the most tolerant genotype possessed to lowest mean
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transcriptional plasticity. Transcriptional plasticity of many biological processes was specific
to genotypes as for example some syntaxins, PIP, TIP and NIP aquaporins. Plasticity of genes
coding TIP2;1 and PIP1;2 aquaporins were especially correlated to stomatal conductance and
carbon assimilation plasticities. Our results suggested that molecular regulation of plasticity
was in part decoupled of the regulation of transcriptional expression level. Besides, we
suspected that the Populus nigra species possesses an important acclimation capacity to cope

with climate change thanks to the high degrees of phenotypic and transcriptional plasticities.

Key words: Populus nigra, drought, leaf transcriptome, phenotypic plasticity, transcriptional

plasticity, aquaporins, SNARE
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Introduction

Current drought increases (Beniston et al., 2007; Burkett et al., 2014) are expected to
threaten distribution and survival of perennial plants (Bréda et al, 2004; Parmesan and
Hanley, 2015). In response to water depletion, successive hydraulic and metabolic changes
are engaged to reduce water loss and avoid tissue damages. First of all, leaf transpiration is
reduced by stomatal closure (Stalfelt, 1955; Tardieu and Simonneau, 1998; Marron et al.,
2002; Brodribb and Holbrook, 2003; Bogeat-Triboulot et al, 2007; Aradjo et al., 2011)
despite high evaporative demand. This constraint led to a decrease of all organs water
potential (Tyree and Sperry, 1988; Sellin, 1999; Sack and Holbrook, 2006). Growth decreased
then carbon assimilation, resulting on carbon dioxide and water fluxes decreases (Bray, 1997;
Thomas and Eamus, 1999; Caruso et al., 2002; Monclus et al., 2006; Bonhomme et al., 2008;
Hamanishi ef al., 2012). Leaf abscission occurred during severe drought and was caused by
cavitation events in veins (Tyree ef al., 1993). Chronology and intensity of phenotypic plant
drought responses defined a strategy depending on species, genotypes and drought intensity.
Two major strategies in response to drought have been identified. Drought tolerant species, as
Populus balsamifera and Populus simonii, maintain growth and development (Isebrands and
Richardson, 2014) supported by osmotic adjustments (Gebre et al., 1994; Hanin ef al., 2011,
Barchet et al., 2013) and avoidant species, such as Populus euphratica, quickly close stomata,
stop growth and promote early leaf senescence. Populus nigra, as hygrophilous species
(Isebrands and Richardson, 2014) and tree model (Bradshaw et al., 2000; Taylor, 2002), was
particularly indicated to study drought responses owing to its vulnerability to water depletion
(Bréda et al., 2006). However, within species as Populus nigra, a drought response continuum
has been observed from avoidant to tolerant strategies according to the genotypes considered
(Cocozza et al., 2010; Viger et al., 2016; Garavillon-Tournayre et al., 2017, in press). These
observations suggested molecular adjustments of the drought responses.

Molecular analysis of higher plants subjected to drought revealed huge transcriptional
modifications, as observed in poplar species (Street et al., 2006; Bogeat-Triboulot et al.,
2007; Wilkins et al.,, 2009; Cohen et al., 2010; Hamanishi et al., 2015). They were under
control of abscisic acid (ABA), defining the ABA-dependant pathway (Wang et al, 2003;
Tuteja, 2007). Cellular functioning is reconfigured by a complex stress signalling network
(Golldack et al., 2014; Singh and Laxmi, 2015), including transcriptional regulations (Joshi et
al., 2016), macromolecules stabilization, osmotic adjustments (Golldack er al., 2014).
Aquaporins, part of the Major Intrinsic Proteins, are transmembrane protein channels

promoting small molecules movements into the transmembrane pathway (Preston et al., 1992;
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Maurel et al., 1993; Chaumont et al, 2000). Plasma membrane Intrinsic Protein (PIP) and
Tonoplast Intrinsic Protein (TIP) are the more numerous aquaporins subfamilies (Maurel et
al., 2008). Both are anchored respectively in plasma and vacuolar membranes although Small
Intrinsic Proteins (SIP) and Nodulin 26-like Intrisic Proteins (NIP) were mainly found into
endoplasmic reticulum. The recently discovered X Intrinsic Proteins (XIP; Danielson and
Johanson, 2008) were found anchored in plasma membrane facilitating boric acid (Ampah-
Korsah et al., 2016) and glycerol fluxes (Lopez et al., 2016). Aquaporins were firstly studied
for their ability to regulate water fluxes, especially interesting in drought response strategies.
Furthermore, many rapports highlighted their key role in small molecule fluxes thanks to pore
selectivity triggered by layout of sub-units in hetero- or homo-tetramers (Fetter, 2004). Little
is known about their regulation at transcripts and genes levels. Many aquaporins isoforms
such as PIPI;2 could be under ABA control leading to their over-expression in drought-
treated maize (Parent er al., 2009). However, other isoforms were not sensitive to ABA
concentration changes (Hachez et al., 2014). PIP aquaporins activity was modulated by their
internalization into vesicles leading to their sequestration, recycling or degradation (T6rnroth-
Horsefield ef al.,, 2010; Hachez et al., 2013; Maurel et al., 2015). Such retrograde pathway
could be associated to anterograde pathway responsible of protein transport from endoplasmic
reticulum to plasma membrane. Vesicular transports steps were under control of proteins that
recognized specific aquaporins domains, such as syntaxins, vesicle-associated membrane
proteins and proteins with domains favouring vesicle formation (Chaumont and Tyerman,
2014). Recently, it has been demonstrated that the syntaxin subfamily, called soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor (SNARE), was required for
vesicle fusion with plasma membrane (Peer, 2011). One suspected that “SNARE interacting
with vesicular transport pathway (ko04130)” could modulate aquaporins activity under
drought to support water and small molecules fluxes regulation. Until today, major drought
transcriptional responses have been defined despite high variations in transcript abundance
among species, genotypes and clones (Landry et al., 2006; Wilkins et al., 2009; Cormier et
al., 2010; Viger et al, 2016). Authors suspected that such modulations in transcripts
abundance could support phenotypic plasticity.

Phenotypic plasticity has been identified many decades ago and defined as all
phenotypes produced by one genotype growing in fixed environmental conditions (Bradshaw,
1965; Sultan, 2000). Its level is dependent on species (logna et al., 2013; McKown et al.,
2014), genotypes (Bizet et al, 2014), measured trait (Couso and Fernandez, 2012) and

environmental conditions. Plasticity could act as a regulation system buffering plant responses
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to favor their persistence in fluctuating environments (Nicotra et al., 2010). Two theories are
commonly found in literature to explain the molecular basis of phenotypic plasticity (Thomas
et al., 2016). The first consideres genes as environmental signal sensors whose expression
depends on the signal intensity and fixes phenotypic plasticity level. The second hypothesis
describes two categories of genes influencing plasticity: genes regulating the expression level
(as transcription factors) and those responsible of mean values of phenotype (as Quantitative
Traits Loci). Nevertheless, both theories were agreed to court on the absolute necessity to
consider phenotypic plasticity and molecular pathway regulations as key levers of species
survival and evolution. Despite recent epigenetic and quantitative trait loci studies molecular
mechanisms supported phenotypic plasticity were still not clear (Fabbrini et al., 2012; Han
and Wagner, 2014; Alsdurf et al., 2016; Thomas et al., 2016). Phenotypic plasticity of many
Populus nigra genotypes subjected to drought was associated with high variations of
transcripts abundance (Viger et al., 2016). In our point of view, these findings referred to
what we called transcriptional plasticity. Despite the crucial role of plasticity in plant
responses to environmental changes, quantification of plasticity at transcriptome scale has
never been engaged to our knowledge.

Our purpose was to quantify and compare the phenotypic and transcriptional responses
plasticity of six young black poplar genotypes contrasted about their response to drought.
Black poplar trees, contrasted for their French geographical origins, physiology and strategy
response to drought (Garavillon-Tournayre et al., 2017, in press), were subjected to a short
progressive water deficit until severe drought. They were monitored for physiological, growth
and anatomical traits, and were analyzed regarding to their whole leaf transcriptome at
maximal level of stress. In addition of the study of drought responses strategies, molecular
basis of phenotypic plasticity was explored with quantification of transcriptional plasticity.
The expressions of aquaporins and SNARE interacting with vesicular transports were focused

regarding to plasticity traits related to water fluxes.
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Figure 1. Percentage differences of leaf physiology, growth and development and leaf
anatomy traits of six black poplar genotypes subjected to drought using the formula [(drought
— well-watered)/(well-watered)] x 100 from Street et al. (2006). The results of two-way
ANOVA are shown for each trait at the maximal drought stage DO (significant P-values in
bolt). ANOVA codes : T = Treatment; G = Genotype; GxT = Genotype by Treatment
interaction. ¥ = leaf water potential; RWC = realtive water content; pd = predawn; md =
midday; gs = stomatal conductance; Tr = transpiration; RH = relative humidity; A = net
carbon assimilation; N = number of new leaves; T = total leaf number variation; Rd and L =
radial and longitudinal growth of the new branch; SLA = specific leaf area; C1 to C6 = veins
covering from order 1 to 6; D = stomatal density; Cs, Cp and Ci = covering of spongy
parenchyma, palissadic parenchyma and intermediate layer; Lac = covering of lacuna.
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Materials and methods

Plant material and experimental design

Six French black poplar (Populus nigra) genotypes (ALL29, ERS05, SPM12, SPM28,
SPM40 and STR10) provided by the national collection of Guéméné-Penfao (UR 0588 AGPF
and UE GBFOR at the INRA“s Val-de-Loire station) were used. They were selected
according to their geographical origin, contrasted drought responses, and phenotypic plasticity
(see Garavillon-Tournayre ef al., 2017 in press). Eight clonal trees per genotypes were grown
from unrooted 30 cm cuttings in 25 L pots (V5 black peat and % local Limagne topsoil) in the
common garden of Université Clermont Auvergne from Clermont-Ferrand (45.76 N, 3.12 E).
Trees were 1.5 m spaced, fully randomized and bordered by remaining black poplar clones
from the different genotypes in order to avoid border effects. Automatic irrigation delivered 2
L per day and per two-years-old tree (769 + 36 leaves). Four clones per genotypes were
subjected to withholding water until they reached a predawn leaf water potential of -2 MPa
corresponding to severe drought for this species (Marron ef al., 2003; Garavillon-Tournayre et
al., 2017, in press). Time duration of the water deficit experiment varied among genotypes
from 8 days for STR-10 to 11 days for SPM-28. Then, water deficit was stopped by
rewatering according to water control delivery. The other four control clones were well-
watered (2 L/day). Water deficit was checked by weighting the pots (Supplementary Figure
1). Rehydration by dew or rain of droughted trees was prevented by covering pots with plastic

bag.

Water movements

Hydraulic tree status was daily monitored on rank-five leaves by measuring predawn
and midday leaf water potential (W,q and ¥nq in MPa) from 0400 to 0500 a.m. (before
sunrise) and from 1230 to 1300 p.m. respectively using a Scholander pressure chamber
(Model 600, PMS Instrument Company, USA).

Leaf gas exchange was daily measured from 1100 to 1200 a.m. from a five-rank leaf.
Stomatal conductance (gs, mmol m™ s™), leaf Transpiration (Tr, pg cm™ s”) and Relative
Humidity (RH, %) were measured using a LI-1600 Steady State Porometer (LI-COR, Lincoln,
Nebraska, USA).

Fresh leaves used for W measurements were weighted before and after four hours of

rehydration in distilled water to obtain respectively fresh Weight (W, mg) and Turgid Weight
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(TW, mg). Sample Dry Weight (DW, mg) was measured after four days of drying at 60°C.
Predawn and midday Relative Water Content (RWC, %) were estimated as: RWC = [(W-
DW) / (TW-DW)] x 100 (Weatherley, 1970).

Net carbon assimilation (A, pmol m™ s™) and stomatal conductance (gs;) were measured daily
on rank-five leaf using a LI-6400 (LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA) with fixed parameters
(Photosynthetically Active Radiation = 1500 pmol m™ s, [CO,] = 350 pmol mol™).

Plant growth and development

Sylleptic and proleptic branching determine poplar architecture (Hallé et al., 1978;
Ceulemans et al., 1990; Wu and Hinckley, 2001). At the beginning of the experiment, apical
buds of the proleptic shoots (named new branches) emerging from the longest older sylleptic
branch (named main branch) were marked to identify leaves which grown during the
experiment. Main branch diameter and new branch length were measured between the first
and the last day of the experiment to estimate radial (Rd, mm) and longitudinal (L, cm)
growths respectively.

The number of new leaves produced during the drought experiment (N) was counted.
The evolution of total tree leaves number (Bm, %) has been calculated by counting them
before and after the drought.

Leaf samples, used for RWC measurements, were scanned and leaf area (A, mm?) was
obtained after image analysis using Imagel software (Schneider et al., 2012; version 1.48).

Specific Leaf Area (SLA, mm” mg'l) was then calculated as: SLA =A;/DW.

Leaf anatomy

Leaf vein architecture was studied on one rank-four leaf per tree produced during the
drought period was sampled after the rewatering day. Fresh leaves stained with 0.5% toluidine
blue for 30 seconds after cleaning using 1M KOH solution under stirring were scanned. Then
they were photographed under light microscope. Pictures were analysed using Imagel
software to compute all one to six order veins length (L;, mm) and width (W, mm) relative to
specific area (4;). Each vein covering related to leaf area (C, %) was calculated as:
C=(Q LW /A.
The same samples were used to estimate above leaf stomatal density on abaxial surface (D,
number mm™):

D = Nstom / Astom
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where Ngiom 18 the stomatal number measured on three surfaces of the leaf and Ay, the total
measured leaf area equal to 1.2 mm?.

Leaf vein structure was studied on one new rank-four leaves per tree, developed
during drought experiment and sampled after rewatering. Five cuttings along leaf midrib (the
longest and thickest vein) were fixed in Formaldehyde Acid Acetic (FAA). Infiltration was
improved by vacuum chamber during 30 min at 4°C. Cuttings were stored 8 h in FAA then
dehydrated by ethanol baths of increasing concentrations. Samples were immersed in pure
ethanol during 8 h at 4°C. Tissues were gradually infiltrated with LR-White resin at 4°C. The
last pure resin bath was renewed two times for 8 h at 4°C. Cuttings enclosed in capsules with
pure resin and dried 24 h at 55°C (Ayer-Le Liévre, 1992).

Cross sections of 2 pm width were obtained with microtome and observed using an
optical microscope ZEISS Axioplan 2 with AxioCamHRc camera. Pictures were combined
using MosaicJ plugin (Thévenaz and Unser, 2007) on ImageJ software. Palissadic
parenchyma (Cp, %), spongy parenchyma (Cs, %), intermediate layers (Ci, %) and lacuna
(Lac, %) covering were calculated related to cross section area (Agec, mm?) as: C = Sy / Agec

where Sy is tissue or lacuna surfaces manually measured.

RNA extraction and sequencing

Three rank-four leaf blades (without midrib and petiole) per tree were sampled when
trees reached W, = -2 MPa at midday and mixed together for RNA extraction (Wilkins et al.,
2009). Total RNA was extracted using an organic extraction method with ten cleaning phases
(chloroform/isoamylic acid and ethanol; Chang et al., 1993). Concentration of RNA extracted
from droughted and well watered trees were not significantly different among genotypes (0.11
< P <0.36). RNA integrity and purity were verified with Nanodrop bioanalyzer (2 pg, 200 ng
L', RIN > 8). RNA sequencing was performed by GATC platform service (Konstanz,
Germany) following standard Illumina procedure for library preparation and multiplex
sequencing. Whole RNA were randomly fragmented, then inserted in libraries and sequenced
using [llumina HiSeq 2000 to obtain 2 x 101 bp paired-end reads. On average, 14,778,636
paired-end reads were obtained over 48 samples for a total of 1,389,191,810 raw short reads
produced by GATC platform. The per-sample paired-end reads and power detection were
given in Supplementary Table 2.

-89-






Chapitre IT

Cleaning of raw short reads

On a per-short read basis, all sequences were filtered using a high throughput data
treatment procedure implemented on Genotoul parallel calculation cluster facility (INRA-
Toulouse, France). In brief, short reads were filtered according ordered following criteria:
vector/primers were removed using TagCleaner 0.16 program (Schmieder er al, 2010);
anonymous nucleotides (N) were discarded, keeping information only from the longest N-free
sequence; poly-A were removed from short read ends; short reads less than 60 bp were
discarded (< 1%); short reads with low complexity, based on above 30% Lempel-Ziv-Welch
(Welch, 1984) compressibility, were filtered out; short reads purportedly originating from
contaminating sequences (SeqTrimNext; Falgueras ef al., 2010) were discarded (< 3%); and
finally short reads were reappaired for subsequent mapping. In average, 7% (from 1% to 17%
per tree) of paired-end short reads were removed from raw data (Supplementary Table 2).
Mapping on the 73,013 reference transcripts from Populus trichocarpa transcriptome (Tuskan
et al., 2004) was performed using BWA 0.7.12 program (Li and Durbin, 2010), parameterized
with a maximum of 1% divergence. On average, 83% (from 72% to 88% per tree) of cleaned
paired-end short reads mapped onto poplar reference transcriptome and 78% (from 61% to

87% per tree) of the reads were used in the transcriptome analysis.

Internal transcriptome control using aquaporin genes expression

Three Plasma membrane Intrinsic Proteins (P/P2,;4, PIP2;7 and PIP2;10), known to
be differentially expressed in leaves in response to drought, were used as positive control to
validate the transcriptome analysis. The expression of these genes was quantified by
quantitative real-time PCR (qQRT-PCR). Reverse transcription of the same total RNA samples
(0.5 pg pL™") was done using SuperScript'™ III First-Strand Synthesis System kit (Thermo
Fisher). PCR samples contained 2 pL of 1/40 diluted cDNA were added to 7.5 pL of
MasterMix (MESA GREEN gPCR kit, Eurogentec), 0.6 uL of forward and reverse primers
(Supplementary Table 3) and completed to 15 pL with distilled water. qRT-PCR was started
with an initial denaturation at 94°C for 3 min, followed by 40 cycles of amplification: 10 sec
at 95°C, 15 sec at 56°C and 15 sec at 72°C. The geometric average and the stability of two
reference genes (Actl and TIP41) threshold cycles (Ct) was calculated with BestKeeper tool
(Pfaffl et al., 2004). Relative gene expression was normalized by this new reference using 2°
AACt

method (Pfaffl, 2004). Gene expression levels were compared to log2 Fold Change

(Supplementary Figure 2). Table containing gene name associated to transcript identifier
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(Populus trichocarpa v3) of targeted Differentially Expressed Genes (DEG) was joined as
Supplementary Table 4.

Differential expression analysis of transcripts

Results of mapping counts per transcript and per sample were tested for detection of
DEG using the DESeq2 package (Love ef al., 2014), version 1.10.1 in the R environment (R
core Team 2016, version 3.3). The statistical model combined genotype (ALL29, ERSO0S,
SPM12, SPM28, SPM40, STR10), treatment (drought, well-watered), and their interaction. A
Variance Stabilizing Transformation (VST) was applied on mapping counts to normalize their
distribution. A Principal Component Analysis (PCA) was performed using FactoMineR
package (Lé et al., 2008, Husson et al., 2016; version 1.32) on all samples and all transcripts
using VST counts. The power of detection of differentially expressed transcripts during
drought estimated per genotype using Scotty (Busby et al., 2013) was excellent to further
analyse (Supplementary Table 5). Differential transcript calling by DESeq2 was controlled at
a False Discovery Rate (FDR; Benjamini and Hochberg, 1995) of 10, limiting the

probability to no more than one false-positive gene per up- or down-regulated gene list.

Annotation inference of poplar transcripts and GO assignation

Original 73,013 poplar transcripts from reference poplar genome database
(Phytozome, (Goodstein et al., 2012) version 3) were re-annotated using Blast2GO (Gotz et
al., 2008, version 3.1.3) parameterized as following: BLASTp performed against NCBI non-
redundant database using QBlast-NCBI server with BLAST E-value <10'3; word size of 3;
low complexity filter enabled and HSP length cutoff set at 33. A full InterProScan analysis
was then performed along with a Gene Ontology (GO) terms mapping with GO weight of 5 or

more and an E-value hit filter set at <107

Gene set enrichment analysis (GSEA)

GSEA allows identification of biological clues related to treatment effects on sample.
The method is based on genes list sorted by their differential expression level. Extreme gene
sets are extracted and compared to a reference list to determine whether genes are over- or
under-represented in the studied list. Chi-square is used to compare observed and expected
abundances of transcripts and P-values are adjusted with a Benjamini-Yekutieli correction
(FDR = 0.01; Benjamini and Yekutieli, 2001). REVIGO software (Supek et al., 2011) was

used to estimate relative proportion of non-redundant functional categories.
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Global physiological and transcriptional statistical analysis

Statistical analyses were performed using R environment (R core Team 2016, version
3.3) with a = 0.05. The effect of progressive drought over time on weight loss, ¥pd, ¥md, gs,
Tr, RH, RWCpd, RWCmd and A were analysed using two-way ANOVA with repeated
measures and pairwise contrast.

Transcriptional plasticity was quantified on high-quality transcripts using Relative
Distance Plasticity Index (RDPI; Valladares et al., 2006) on VST counts. RDPI was
calculated per individual j from VST counts of a transcript xij in well-watered (control) and
drought (stress) treatment i. The absolute difference between all pairs n was calculated to
estimate plasticity as: RDPI = X (|xij — xi“j"] / (xij + xi"]*) / n. Multivariate analysis using
Principal Component Analysis (PCA) were performed on VST counts, RDPI values and Log2
Fold Change to identify correlations between variables. Quality of representation (cos?) was
noted in Table 2.

One-way ANOVA test and contrast analysis using post-Hoc Tuckey“s test were
performed to analyse the transcriptional plasticity values among genotypes. Transcripts were
sorted according to RDPI values, then transcripts belonging to the first and the third quartiles
were assigned respectively to high and poor plasticity. Functional categories of each
transcripts group were identified by GSEA.

Phenotypic plasticities and transcriptional plasticities were analyzed together thanks to
regularized Canonical Correlation Analysis from MixOmics package (Le Cao et al., 2009,
version 5.2.0). The method included two distinct multivariate analyses of the both data sets
and normalization by the square root of the highest eigenvalue related to each data set to
preserve group structure. Data sets were represented on the same factorial plan. Crossed
correlations between physiological, growth, anatomical traits and transcripts were calculated
to build a correlation network. Correlations between aquaporins expression and macroscopic
traits were targeted to highlight interesting macroscopic traits responding to drought, explore

whole leaf transcriptome and transcriptional plasticity.

Results and Discussion

Drought strategies were specific to black poplar genotypes
Physiological responses of the six genotypes subjected to water deficit were monitored
over time (Supplementary Figure 1). Predawn leaf water potential (‘¥pq) was used to estimate

water status of trees during water deficit experiment as observed in other studies (Bray, 1997;
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Marron et al., 2003; Cocozza et al., 2010). As expected, droughted genotypes reached -2.03 +
0.11 MPa in around ten days which is considered as severe drought for many authors (Marron
et al., 2003; Cocozza et al., 2010; Almeida-Rodriguez et al., 2010; Barchet et al., 2013).
Kinetics of other traits were normalized on time according to ¥pq values whose the day of the
minimum value, called DO, referred to the maximum level of drought applied. No significant
difference of physiological responses was found between genotypes along the water deficit (P
> 0.05). However, the water treatment changed significantly the kinetic of leaf water
potentials (Wpq and Wng; P < 0.001), the weight loss of pots (P < 0.001), the stomatal
conductance (gs; P < 0.001), the transpiration (Tr; P < 0.001), the Relative Humidity (RH; P
< 0.001), the predawn Relative Water Content (RWCpd; P = 0.004) and the net carbon
assimilation (A; P < 0.001). Water loss by evapotranspiration among droughted trees was
regular over time (-2.7% + 0.3 per day) until reaching -23.6% + 1.7 at DO. Droughted Populus
nigra genotypes firstly reduced gs from D-8 to DO which could explain the significant
decrease of transpiration (Tr) at D-5 (P = 0.001). The decline of gs and Tr depicted typicall
drought responses as observed in other studies (Tardieu and Simonneau, 1998; Marron et al.,
2002; Bogeat-Triboulot et al., 2007). Then, the decrease of A from D-5 (P = 0.03) could be
explained by the decline of gas exchanges and the transpiration rate (Thomas and Eamus
1999, Lambers et al., 2008, Hamanishi ef al., 2012). As expected, soil water deficit led to a
progressive increase of the water column tension detectable through ¥4 at D-4. Predawn
relative water content of leaves (RWCpd) significantly decreased during drought since D-2,
indicating a water loss. In our experiment, W,q responded later at D-1, as also observed in
droughted poplar and willow (Johnson et al., 2002; Barchet et al, 2013). The whole
physiological responses indicate that genotypes were subjected to severe drought stress at DO
and that leaves were under water fluxes regulations. In this way, we focused on this last day
of the experiment to explore the plasticity of phenotypic and transcriptional responses.

The pattern of leaf physiology regulations was similar among genotypes by strongly
reducing gs, Tr, Wpi, Pmds, RWCpd and A (Figure 1). However, a genotype effect was
observed (P < 0.05) for new leaf production (N), Specific Leaf Area (SLA) and longitudinal
growth (L). Mature leaves of droughted SPM12 genotype did not suffer of precocious
abscission contrary to the other genotypes. In addition, this genotype maintained growth and
leaf development under drought. These results were in accordance with our previous study
(Garavillon-Tournayre et al., 2017, in press) showing SPM12 as the more drought tolerant
genotype among the six“s tested, although the five others were avoidant to water deficit

especially ALL29. Similar observations regarding to leaf growth and development were made
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Table 1. The most differentially expressed genes considering all black poplar genotypes
subjected to severe drought (DO0). Transcripts were characterized by absolute value of Log2FC
upper 2.0 and counts number upper 5,000. Transcript identifiers referred to Populus
trichocarpa annotation v3. Significance of fold change between well-watered and droughted
samples was indicated by P-value adjusted using False Discovery Rate.

lefereptlal Transcript identifier Annotation Fold Change P-value adjusted
expresion (Log2)
Potri. T111300.1 LEA protein 10.07 3.15E-151
Potri.001G404100.1 NAC domain-containing protein 9.52 1.59E-134
Potri.013G101000.1 Bark Storage Protein 9.11 3.78E-72
Potri.014G116800.1 Galactinol synthase 5.74 1.19E-54
Up-regulation
Potri.011G118900.1 Metallothionein-like protein 5.25 1.53E-51
Potri.014G103000.1 Homeodomain leucine zipper family protein 5.25 9.65E-123
Potri.005G195700.1 Peroxidase 2.66 1.47E-42
Potri.008G065600.6 Aquaporin PIP1;2 2.28 5.00E-41
Potri.004G155400.3 ~ MYB family transcription factor family -10.00 5.31E-203
protein
Potri.019G024600.1 GDSL esterase lipase -9.58 4.30E-34
Potri.006G142600.1 Auxin-Binding Protein -9.51 2.48E-78
Down-regulation r
Potri.006G141400.1 flavonoid 3-monooxygenase-like -9.31 5.67E-59
Potri.004G015300.2 Peroxidase -4.37 6.46E-24
Potri.009G030800.3 Metallothionein-like protein -3.57 3.14E-71
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on poplar hybrids (Marron et al., 2003; Larcheveque et al., 2011) and black poplars (Regier et
al., 2009; Viger et al., 2016) subjected to drought, suggesting leaf adaption to drought events.
Furthermore, anatomy of leaves growing during the water deficit changed by reducing
significantly C3, C4 and C6 covering (Figure 1). No significant differences were observed for
stomatal density (D) and the covering of parenchyma (Ci, Cp, Cs) and lacuna (Lac) depending
on the water treatment. In addition, whatever the water conditions, the covering of midrib
(C1) was significantly the highest for ALL29, SPM12 and SPM40 compared to ERS05. These
results suggested that progressive water deficit reduced carbon allocation in leaf venation in
all genotypes for veins order upon 3. We suspected that change in leaf venation could reduce
the mesophyll conductance to water and limit water loss by transpiration. Leaf water intake
was maintained by midrib covering in ALL29, SPMI12 and SPM40 under our drought
conditions thereby improving leaf hydration (Sack and Holbrook, 2006; Scoffoni et al., 2011).
Sack et al., (2012) showed that major veins density could be predefined in buds since no
modifications occurred due to climatic conditions, as observed in our experiment for the
unchanged covering of midrib and veins order 2. Leaves growing during the progressive
water deficit seemed to support physiological regulations in part through their anatomy.
Phenotypic responses showed a relative plasticity among genotypes which was explored with

leaf transcriptome under drought.

Leaf transcriptome was remodelled under drought

Cleaning and mapping steps allowed the identification of 63,125 transcripts in black
poplar compared to 73,013 transcripts found in Populus trichocarpa transcriptome
(Supplementary Table 1). From 5 transcripts for STR10 to 126 transcripts for SPM40 were
up-regulated in droughted trees, and from 3 transcripts for ERSOS5 to 45 transcripts for ALL29
were significantly repressed. Results concerning all genotypes were more robust compared to
those focused on each genotype. Regarding all genotypes, 41.3% of transcripts were
differentially expressed in leaves formed under water stressed conditions with 11,486 up-
regulated and 14,731 down-regulated transcripts (Supplementary Table 1). It suggests that
severe drought triggered major cellular functioning modifications in black poplar, as
supported by leaf transcriptional variations detected in other droughted black poplar
genotypes (Viger et al., 2016) and in Populus deltoides x nigra hybrid for moderate water
stress (Cohen et al., 2010).

The most differentially expressed genes observed in droughted trees were related to

signal transduction, cellular functioning and abscisic acid (ABA) pathway that is crucial in
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drought signalling pathway (Table 1). Many of them constitute robust drought markers owing
to their recurrent induction or repression under drought treatments and have been previously
observed related to drought (Singh and Laxmi, 2015; Golldack et al., 2014). Drought
signalling was well-represented by significant differentially expressed transcription factors:
NAC, homeodomain-leucine zipper (HD-ZIP) and MYB. These three genes families were
under the control of ABA-dependant pathway in response to drought (Yamaguchi-Shinozaki
and Shinozaki, 2006; Elhiti and Stasolla, 2009; Golldack et al, 2014). NAC factors could
play the role of hub for transcriptional regulations (Singh and Laxmi, 2015; Yamaguchi-
Shinozaki and Shinozaki, 2006) of Reactive Oxygen Species (ROS) signalling leading to leaf
senescence (Golldack et al., 2014), phytohormone signalling and drought tolerance (Tran et
al., 2006). The large MYB family encompasses both down-regulated and up-regulated
transcripts, as shown in Arabidopsis submitted to drought (Katiyar ef al, 2012). They were
responsible of stomatal movement regulation, suberin and cuticular synthesis, leaf and root
growth and development (Baldoni et al., 2015).

Transcripts coding Late Embryogenesis Abundant (LEA) were mainly accumulated
(around 78% of LEA annotated transcripts; Table 1). They could favour macromolecules
stabilization and avoid their degradation under drought as observed in poplar species (Caruso
et al., 2002; Bogeat-Triboulot ef al., 2007; Bae et al., 2009), wheat (Brini ef al., 2010) and
grass (Wang et al., 2003; Meyer et al., 2014; Swarbreck et al., 2011). ROS, considered as
early drought signals, must be rapidly scavenged to avoid cellular damages thanks to
peroxidase (Cao et al., 2013) or flavonoids (Cohen et al., 2010; Wang et al., 2016). Genes
coding peroxidase bring to multigenic family which are specifically regulated depending on
environmental conditions (Table 1). Cellular homeostasis and detoxification were preserved
by accumulation of Bark Storage Proteins (BSP) being an available nitrogen pool, as shown in
many poplar species (Plomion ef al., 2006), galactinol synthase (Nishizawa et al., 2008;
Cohen et al., 2010; Hamanishi et al., 2015; Yoon et al., 2014) and metallothionein (Cobbett
and Goldsbrough, 2002; Kohler et al., 2004; Bogeat-Triboulot ef al., 2007; Xue et al., 2008;
Cohen et al., 2010; Berta et al., 2010). The growth decrease of droughted trees observed in
our experiment could partially be supported by a repression of genes coding Auxin-Binding
Proteins and GDSL (a consensus amino acid sequence of Glycine, Asparagine, Serine and
Leucine) esterases lipases involved in development, growth and cellular elongation (Baldo et
al., 2010; Ranocha et al., 2013), morphogenesis (Akoh et al, 2004) and drought signal
transduction (Ohmiya et al., 1998; Singh Gujjar et al., 2014; Wang et al., 2016). Transcripts

coding PIP1;2, commonly associated to water and small molecules regulations (Maurel ef al.,
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Figure 2. The five most represented functional categories among Differentially Expressed
Genes found in black poplar leaf blade under drought. Relative proportion of over-represented
Gene Ontology was estimated for (A) up-regulated and (B) down-regulated transcripts among
the whole black poplar genotypes subjected to severe drought (DO0). Biological process (green
bars), cellular component (blue bars) and molecular function (orange bars) were significantly
over-represented (P-value < 0.05) in data sets. Redundancy was limiting by using REVIGO
software. Relative proportion of each GO was estimated on their representation levels.
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2008), part of the most over-expressed genes under our drought conditions. As aquaporins are
known to be differentially expressed under drought (Bogeat-Triboulot et al, 2007; Shatil-
Cohen et al., 2011; Cao et al., 2013), a particular focus has been brought on them, giving

more details on their role in water and small molecules regulations under reversible drought.

Membrane properties, trafficking and cellular homeostasis were highly regulated in
drought conditions

Functional characterization of Differentially Expressed Genes (DEG) was realized
considering all genotypes. Gene Set Enrichment Analysis fixed significantly over-represented
non-redundant functions among up- and down-regulated genes. Degradation of
glucosylceramide (GO:0006680) in leaves of drought-treated trees was particularly activated
(Figure 2A). These molecules, also called cerebrosides, referred to sphingolipids sub-family
anchored in plasma membrane (GO:0046658) and are known to interact with extracellular
components modifying biochemical and physical properties of membranes (Lynch and
Steponkus, 1987; Warnecke and Heinz, 2003). Some rearrangements, through the nature of
lipids or quantity of each membrane component category, favoured cohesion between
anchored elements of membranes and cell wall (Lynch and Steponkus, 1987; Ng and
Hetherington, 2001; Pata et al., 2010) but can be deleterious under prolonged exposure to
dehydration by inducing hexagonal II phase (Jouhet, 2013). This was supported by high intra-
and extra-cellular trafficking especially by exocytosis (GO:0006904), suggesting the supply
of new or recycled components to the plasma membrane or apoplast (GO:0048046; Battey,
1999; Paez Valencia ef al., 2016). Study of molecular water stress response on different plant
species including poplars did not mention such intensity levels of trafficking (Clauw et al.,
2015). Proteins trafficking and exocytosis appeared crucial for endomembrane system
stability and water fluxes regulations under drought conditions but is in our knowledge
poorly-documented. Particular attention has been paid to sub-family genes involved in
vesicular trafficking leading to exocytosis (ko04130) to study water regulations in our drought
conditions. Signal transduction involving nitric oxide was dominant in our experiment
(GO:0007263) and secondary compounds from Reactive Nitrogen Species (RNS) initiated by
mitochondria (Gupta et al., 2011; Vanlerberghe, 2013). Nitric oxide is involved in ABA-
dependant stomatal closure (Neill et al., 2008) and stimulates production of anti-oxidant
enzymes leading to ROS scavenging in maize leaves under water stress (Sang et al., 2008). In

addition, calcium channel activity (GO:0005262) was stimulated under drought suggesting
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that this secondary messenger activated numerous extra- and intra-cellular pathways (Zhu,
2002; Conde et al., 2011; Nick, 2013).

The over-representation of histone deacetylation function (GO:0016575) could suggest
numerous epigenetic modifications responsible of transcription repression (Zentner and
Henikoff, 2013; Chinnusamy and Zhu, 2009). Histone deacetylase (GO:0000118) belonging
to ABA-pathway favoured stomatal adjustments in Arabidopsis thaliana subjected to drought
(Sridha and Wu, 2006). Similar deacetylation intensity was not shown in previous study and
could be explained by the level of drought which influenced the transcriptional abundance of
histone deacetylase (Kim et al., 2008; Gourcilleau ef al, 2010). Acyl-CoA metabolism
(GO:0006637) was an activated biological process especially within acyl-CoA binding
protein (ACBP). These molecules were expected to promote ABA signalling under drought
(Du et al, 2013) regulating stress responses, plant development, vesicular trafficking and
membrane biosynthesis (Xiao and Chye, 2011).

The two enzymes categories most differentially expressed under drought were
involved in osmotic adjustment. Glutamate 5-kinase (GO:0004349) is involved in proline
biosynthesis (Singh Gujjar ef al., 2014) and is accumulated in Angiosperms responding to
drought (Choudhary et al., 2005; Cocozza et al., 2010; Liu et al., 2011; Liu et al., 2015;
Hamanishi et al., 2015). This protein is suspected to maintain cellular homeostasis and to
favour ROS scavenging (Szabados and Savouré, 2010). The high activity of sucrose alpha-
glucosidase (GO:0004575) supports the degradation of sucrose under our drought conditions
releasing fructose and glucose (Chiba, 1997). Su et al, (2011) and Zhang et al, (2014)
showed that transgenic drought tolerant Populus euramericana exhibited fructose
accumulation thereby suggesting that products from sucrose hydrolysis were implicated in
cellular homeostasis, secondary metabolites synthesis and drought tolerance (Rosa et al.,
2009). Beta-oxidation of fatty acid by dehydrogenase (GO:0003857) and AMP-binding
activity (GO:0016208) were particularly activated in our droughted poplars, as also observed
in grass (Meyer et al., 2014) and sorghum (Fracasso et al., 2016). These activities were
involved in carbon and energy supply and participated to fatty acid turnover of membrane
lipids (Poirier et al., 2006; Zhu and Xiong, 2013).

Down-regulated transcripts were associated to cytokinin metabolism (GO:0009736;
Figure 2B) implying an increase of cell membrane integrity and ABA sensitivity, a decrease
of developmental processes and leaf senescence signalling (Hwang et al., 2012; Griffiths et
al., 2014). These two last responses were effectively observed among our genotypes except in

SPM12 genotype. The decrease of photosynthesis we measured can be related to the reduction
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of pigments biosynthesis (GO:0046148) in thylakoids (GO:0009579) and numerous
biological processes referring to carbon assimilation (GO:0009765, GO:0015979,
G0:0009825 and GO:0009058). In addition, vascular system histogenesis (GO:0010087) was
reduced as mannan synthase activity (GO:0051753). This enzyme belongs to the cellulose
synthase gene family producing mannan polysaccharides (He ef al., 2015) involved in lignin
synthesis of xylem vessels in Populus trichocarpa (Suzuki et al., 2006). The observed decline
of leaf veins covering (Figure 1), is in agreement with recent findings on the reduction of vein
density in Toona ciliate leaves acclimated to low humidity (Carins Murphy et al., 2014). Such
modifications could reduce leaf hydraulic conductance and leaf transpiration. Inhibitions of
cellular division and expansion caused leaf growth limitation in maize under drought
(Avramova et al., 2015). This last observation was supported by our results: repressed genes
encoding Mini-Chromosome Maintenance (MCM) proteins (GO:0042555) were involved in
cell cycle regulation (Tuteja et al., 2011). In addition, we found that many enzymes implied in
DNA replication (GO:0003918), as DNA topoisomerase, were down-regulated. This
suggested that DNA replication and mitosis were inhibited in our drought conditions limiting
leaf growth. A decline in transcripts coding for threonine metabolism (GO:0006566) was
detected in our droughted black poplars. This result was in agreement with the decrease of
threonine abundance in droughted Populus balsamifera genotypes (Hamanishi et al., 2015).
Threonine is a precursor of isoleucine commonly accumulated during drought (Joshi ef al.,
2010), but the abundance of the both varied independently in drought-treated poplar species
(Hamanishi et al., 2015) suggesting that threonine is involved in other processes. Enzymes, as
4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase, involved in lysine biosynthesis pathway and
secondary metabolisms (GO:0008839; Azevedo and Lea, 2001) were particularly down-
regulated, as observed in Populus simonii subjected to drought (Chen et al., 2013). The
decrease of lysine biosynthesis was concomitant with the previous decline in threonine
because the two pathways used aspartate as precursor (Galili, 1995; Azevedo and Lea, 2001).
Terpene emission depend on drought level and was inhibited in severe-droughted oaks
(Briiggemann and Schnitzler, 2002), white and black poplars (Brilli ef al., 2007; Fortunati et
al., 2008). Their role in response to drought was not well-documented but isoterpene seemed
to stabilize lipid membrane under thermal shock (Siwko et al., 2007). These results suggested
that transcriptional limitation of terpene synthase activity (GO:0010333) allowed membrane
components mobility. One more time, membranes and their components were particularly
targeted by modifications (GO:0046658; GO:0016020). Transcripts coding self-associated

proteins (GO:0043621) were down-regulated. They concerned all cellular functions as
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Figure 3. Differentially expressed (Log2 Fold Change) targeted genes among all black poplar
genotypes subjected to severe drought (D0). (A) Aquaporins (nomenclature from Lopez et al.,
2013) and (B) transcripts involved in proteins trafficking (ko04130; SNARE interacting with
vesicular transport pathway) were up-regulated (empty bar) or down-regulated (black bar).
Only genes expression with significant drought effect detected by Dseq2 for FDR = 0.1%0 was
presented here. See supplementary Table for correspondence between gene name and
transcript identifier (P. trichocarpa v3).
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transcription factors (Armstrong et al, 1992; Jeong et al, 2009), G proteins (Adjobo-
Hermans et al., 2006), integrins (Knepper et al., 2011), or aquaporins (Fetter, 2004). Finally,
leaf transcriptome was deeply remodelled in response to severe drought which suggests new
functionalities in agreement with a new leaf structure. Leaf hydraulic safety and cellular
integrity may be prevented using osmotic adjustments, trafficking and a decrease of molecules

related to carbon assimilation.

Cellular transport is finely regulated under drought

From a general point of view, drought responses of black poplar implied deep
transcriptional adjustments targeting gene transcriptional regulations, osmoregulations,
detoxification, macromolecules stabilization, primary metabolism, water fluxes regulations
and particularly a huge activity in integrity, quality and movements of anchored membranes
components (Table 1, Figure 2). As aquaporins are well-known for their role on regulation of
membrane permeability to water (Preston et al., 1992; Maurel ef al., 1993; Chaumont et al.,
2000), we focused on them (nomenclature from Lopez ef al., 2013). XIP transcripts were not
found in our data set contrary to the other isoforms: PIP, TIP, SIP and NIP. Aquaporins
isoforms were mainly significantly down-regulated (Figure 3A) as obtained in Arabidopsis
(Alexandersson et al., 2010). In contrast, PIPI;1, PIP1;2 and NIPI,;2 were up-regulated in
accordance with results of banana tree subjected to water deficit (Xu et al., 2014). However,
antagonist results could be identified along literature in the poplar genus. In tolerant species,
as Populus balsamifera or in Italian Populus nigra populations, PIP2;5 was up-regulated
(Almeida-Rodriguez et al., 2010) although PIP1;2 and TIPI;3 were repressed under mild
drought (Cocozza et al., 2010). In contrast, PIP1;3 and PIP1;2 were up-regulated respectively
in the avoidant Populus simonii x balsamifera (Almeida-Rodriguez et al., 2010) and black
poplar (Almeida-Rodriguez et al., 2010). The avoidant strategy of our black poplar genotypes
was concomitant with low aquaporins expression level except PIPI;1 and PIPI;2. However,
this pattern did not match with the more drought tolerant genotype (SPM12).

PIP2 and TIP1 isoforms were associated with hydraulic conductance regulation in
roots or leaves of maize (Hachez et al, 2008) or Juglans regia (Cochard et al., 2006)
suggesting water fluxes regulations through plasma membrane and tonoplast. Recently, it was
showed that aquaporins PIP2 transported water but also peroxide in Arabidopsis (Bienert and
Chaumont, 2014) and CO, (Zhao ef al., 2016). Similar expression of both PIPI;1 and PIPI;2
could be explained by their specific interaction in plasma membrane anchor of maize (Fetter,

2004). PIPI;1 expression favoured stem embolism refilling in Populus trichocarpa (Secchi
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and Zwieniecki, 2010) and managed plasma membrane water permeability (Fetter, 2004;
Wang et al.,, 2016), as observed in leaves of Arabidopsis (Sade et al., 2014) and maize
(Gaspar, 2003). In addition, soluble CO, transited by PIP1 (Kaldenhoff et al, 2014) in
tobacco (Otto et al, 2010), in maize (Wang et al., 2016) and in poplar (Secchi and
Zwieniecki, 2013). We suspected that the activity of both PIP1 isoforms in our severe drought
conditions could be involved in cellular homeostasis regulation, and may contribute to leaf
embolism refilling. In addition, PIP2 could be internalized to stop water fluxes with
extracellular compartment in addition of down-regulation. Aquaporins subfamilies with the
lower number of isoforms, such as SIP1, SIP2, NIP1 and NIP3, were less studied and their

activities in limiting and non-limiting conditions were poorly understood.

Genes related to trafficking of aquaporins were modulated

The down-regulation of aquaporins genes could led to the internalization of channels
into cytoplasm then their degradation, as observed in Arabidopsis subjected to drought
because of PIP2 degradation by the complex ubiquitin proteasome (Lee et al., 2009). This
phenomenon was coupled to internalization of PIP observed under salt stress in Arabidopsis
(Boursiac, 2005), the fastest way to regulate the quantity and activity of PIP under
environmental changes. Trafficking of PIP1 and PIP2 from endoplasmic reticulum to plasma
membrane, called anterograde trafficking, is regulated by intermediate proteins belonging to
vesicular transport and syntaxins (Luu and Maurel, 2013; Chevalier and Chaumont, 2015).
PIP was transported from endoplasmic reticulum to Golgi by vesicle after recognition of PIP
motif by Sec24 subunit of COPII coat complex (Chevalier et al, 2014) localized in
endoplasmic reticulum as Sec20 (Paul et al., 2014). Our results have shown the over-
expression of Sec24 and Sec20 genes (Figure 3B). In our experiment, VAMP727 was over-
expressed and VAMP714 repressed (Figure 3B). The later favoured trafficking between
plastids and mitochondria (Paul ef al., 2014) and was involved in ROS localization (Leshem
et al., 2010). Vesicle-associated membrane proteins 721 and 722 (VAMP721-722) are
suspected to be involved in secretory trafficking of PIP2 and TIP1 (Zhang et al., 2011;
Hachez et al., 2013). We hypothesized that difference between VAMP7 isoforms expressions
underlined functional specificity which could depend on physiological status of the plant
under drought. Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor protein attachment protein
receptors (SNARE), a huge syntaxin plant subfamily (SYP), favoured vesicle fusion carrying
PIP to plasma membrane (Peer, 2011). SYP121 fixed PIP2;5 in maize (Besserer et al., 2012)
and PIP2;7 in Arabidopsis (Hachez et al., 2014) negatively regulating plasma membrane
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Dimension

1 2 3 4
RDPI -0.21 0.11 0.97 -0.05
Log2FC 0.23 0.92 -0.02 0.31
CountsW 0.75 -0.49 0.21 0.39
CountsD 0.88 0.20 0.06 -0.43

Table 2. Principal Component of Analysis loading (PCA) on transcript parameters of the six
black poplar genotypes under well-watered (W) and drought (D) conditions. Quality of
representation values was detailed for the fourth dimensions. RDPI = Relative Distance of

Plasticity Index (estimating transcriptional plasticity), Log2FC = differential expression of
transcripts, Count = copy number of each transcript.

Log RDPI
2

ALL29 ERSO5 SPM12 SPM28 SPM4C STR10

Figure 4. Boxplot of log-transformed estimated plasticity as Relative Distance of Plasticity
Index (RDPI) of transcripts of six black poplar genotypes subjected to severe drought (DO).
Transcriptional plasticity was studied on 25,430 transcripts common to the six genotypes.
Results of one-way ANOVA and post-Hoc HSD Tukey’s test were indicated by letters. Same
letters indicate no differences between groups.
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anchor, internalization for retrograde trafficking or osmotic adjustments. SYP/21 were found
highly up-regulated concomitantly with down-regulation of P/P2;4. In addition, three genes
coding SYP111 were particularly repressed and known to be involved in cell plate forming
during mitosis (Miiller et al., 2003; Uemura et al, 2004). Retrograde trafficking includes
steps in endosome supported by specific SNARE, called SYP2 and Vtil (Surpin, 2003;
Uemura et al., 2004), which have been found differentially down-regulated in our drought
conditions. It would be interesting to study their role in aquaporins trafficking. SYP73,
previously identified as SNARE localized in endoplasmic reticulum (Uemura et al., 2004),
were particularly repressed in our drought conditions.

Our results showed that the functioning of “SNARE interactions in vesicular
transport” pathway was particularly affected by drought. They should play a crucial role in
membrane stabilization, communication with cell wall (Ebine and Ueda, 2015) and cellular
homeostasis under drought. As previously suspected by (Hachez ef al., 2013), we think that
specific regulation of aquaporin recycling by SNARE should constitute an interesting issue to

understand thin modulation of channels trafficking.

The transcriptional plasticity was genotype specific

Molecular bases of phenotypic plasticity are still unclear despite great advances in
epigenetic and Quantitative Trait Loci analyses (Fabbrini et al., 2012; Han and Wagner, 2014;
Alsdurf et al., 2016; Thomas et al., 2016). The relationships between plasticities of gene
expression and physiological traits of black poplar genotype subjected to drought were
studied using the Relative Distance of Plasticity Index (RDPI). The 25,430 transcripts
expressed from all genotypes were retained for the analysis. Correlations between expression
levels, normalized counts and transcriptional plasticity were verified using a Principal
Component of Analysis (PCA; Table 2). No significant correlations were found between
plasticity and expression level of transcripts or normalised counts on the first three
dimensions totalizing 90% of the total variance. This result suggested that plasticity regulation
of transcripts was mainly decoupled of their expression and can be explored independently of
gene expression without redundancy.

Black poplar genotypes revealed specific mean transcriptional plasticity. SPM12,
considered as the more drought tolerant based on its physiological responses, had the lowest
transcriptional plasticity (Figure 4). The other five avoidant genotypes, exhibited significantly
higher mean transcriptional plasticity, especially ALL29. Transcriptional plasticity was not

well documented in plants subjected to environmental stimuli. We found that black poplar
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Figure 5. The five most represented functional categories among transcripts studied for their
plasticity. Relative proportion of over-represented Gene Ontology (GO) was estimated among
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found in all genotypes (red box) and others GOs were genotype specific especially for (A, C)
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molecular function (orange) were significantly over-represented (P-value < 0.05) in data sets.
Redundancy was limiting by using REVIGO software. Relative proportion of each GO was
estimated on their representation levels.
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subjected to drought exhibited transcripts number specific to genotypes despite similar genes
expressions. Their ability to sustain growth under drought was positively correlated to the
magnitude of transcripts abundance. These results were in accordance with Populus
balsamifera study (Hamanishi et al., 2010), suggesting that the expression and the range of
transcripts counts, also called plasticity, have not the same source of genetic regulation. We
suggest that such transcriptional plasticity could favour specific acclimation capacity of
genotypes as observed for magnitude of transcript abundance of Arabidopsis genotypes

(Hannah, 2006) and Populus balsamifera (Hamanishi et al., 2012) under abiotic stimuli.

Functions related to transcriptional plasticity differend among genotypes

Functional characterization was applied on highly and poorly plastic transcripts among
the 25,430 common to the six genotypes, defined respectively as the first and the last quartile
of transcripts distribution per genotypes. All genotypes shared around 40% of highly plastic
transcripts (data not shown). They were belonging to lipid signalling pathway (GO:0006020;
G0:0008654); involved in modifications of membrane structure (GO:0005576), anchored
components in membranes (GO:0046658; Hou et al., 2016), cellular homeostasis (Hare et al.,
1998), or stomatal aperture under drought stress (Poccia and Larijani, 2009). Transcripts
involved in iron ion homeostasis (GO:0006879; GO:0008199) were particularly plastic. This
ion, specially accumulated in thylakoids (GO:0009579), is a cofactor of many enzymes
implied in electron transport (Jain and Connolly, 2013; Vigani et al., 2013). In addition,
serine/threonine protein phosphatase complexes (GO:0008287; GO:0004722), involved in
earlier steps of abiotic stress signal transduction (Pais et al., 2009; Golldack et al., 2014),
were highly plastic. Aldehyde dehydrogenase family (GO:0004491), participating to the
increase of plasticity, allowed osmolytes biosynthesis during drought (Singh et al., 2013). In
addition, high plasticity was observed on intra-cellular amino acid movements (GO:0010285;
G0:0006826), which was in concordance with previous conclusions suggesting cellular
homeostasis regulations by osmolytes (Pratelli and Pilot, 2014).

Around 60% of highly plastic transcripts were genotype-specific favouring particular
strategy. Functional categories of these transcripts were explored for 2 genotypes with the
highest and the lowest plasticity (ALL29 and SPM12 respectively). Two biological processes
were specific of ALL29 (Figure 5A): nuclear-transcribed mRNA catabolism (GO:0000184)
and hexachlorocyclohexane metabolism (GO:0019497). Degradation of mRNA was
stimulated faster than amino acids anabolisms (Less and Galili, 2008), especially during

drought (Yi et al., 2015). This suggested that post-transcriptional regulations of plasticity
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were as important as transcriptional regulations. The second process was related to cellular
functions modified by the hexachlorocyclohexan pesticide (Yi et al, 2013) which could
induced defence reactions against biotic or abiotic stresses. In ALL29, considered as drought
avoidant, the highest plasticity could be attributed to histone acetyltransferase complex
(G0:0000123; GO:0042393). Drought tolerance was modulated by this complex in
Arabidopsis (Vlachonasios et al., 2003) increasing ABA sensitivity (Joshi et al, 2016)
through SNS1 genes superfamilies. To conclude, the genotype showing avoidance strategy
had a large mean transcriptional plasticity (ALL29) favoured by transcripts involved in DNA
and RNA regulations, and hormone sensitivity. The more drought tolerant genotype with the
lowest mean transcriptional plasticity (SPM12) exhibited high plasticity for transcripts
involved in light harvesting and phototropism (GO:0009638) and photosystem II assembly
(GO:0010207; Figure 5B). Phototropism was induced under drought in Arabidopsis by one
phototropin, enhancing root growth (Galen ef al., 2007). Components of photosystem II, were
usually repressed under drought conditions in Malus genotypes (Zhou et al., 2015) until
photoinhibition occurred by oxidative stress (Masojidek et al, 1991). Highly plastic
transcripts coding cyclic nucleotide-gated ion channels (GO:0017071) involved in cation
transport (Kaplan et al, 2007), could transport secondary messengers such as calcium
favouring drought signalling (Bogeat-Triboulot et al., 2007; Nawaz et al., 2014). Plasticities
of primary metabolism and membrane signalling transporter were increased in our drought
tolerant assimilated genotype.

Around 13% of “poorly plastic transcripts » were common to all genotypes. Plasticity
were conserved in black poplar genome for ubiquitin-dependant protein catabolism
(GO:0006511), tropism (GO:0009606) and multicellular development (GO:0007275).
Ubiquitin proteasome system was highly activated under drought (Yee and Goring, 2009) and
involved in many mechanism as aquaporins (Leitch et al., 2001) and transport (Paez Valencia
et al., 2016) regulations. Tropism can be stimulated under drought with root hair biosynthesis
which could increase water collection area (Cassab et al., 2013). Low plasticity touched every
cellular compartment (GO:0005654; GO:0005829; GO:0005623; GO:0005618; GO:0005956)
in translation regulation (GO:0008135), enzymes regulator (G0O:0030234) and hydrolase
activity (GO:0016787). Around 87% of poorly “plastic transcripts” were genotype-specific.
Nevertheless, the two genotypes, ALL29 and SPMI12, presented common functional
categories as prolyl-tRNA aminoacylation and proline-tRNA ligase activity (GO:0006433;
GO0:0004827; Figure 5C-5D). Both contributed to the regulation of proline accumulation in
Raphanus sativus (Hara et al., 2003; Pang et al., 2014). The lowest plastic genotype (SPM12)
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Figure 6. Plasticity estimated as Relative Distance of Plasticity Index (RDPI) of targeted
genes among the whole black poplar genotypes. Results of one-way ANOVA and post-Hoc
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possessed low plasticity for glucose metabolism category (GO:0006006), included in cellular
carbohydrate metabolism (GO:0044262) found in the other genotype (ALL29). Sugar-
sensing, with soluble sugar as glucose, was essential in abiotic stress signalling (Rosa et al.,
2009) and cellular homeostasis (Hare et al., 1998; Krasensky and Jonak, 2012). Low plasticity
for carbon utilization (GO:0015976) was present in ALL29 genotype, involved in carbon
depletion-sensing under drought (McDowell, 2011). These results showed that one genotype
(ALL29) is characterized by low plasticity for every carbohydrate metabolism, and that the
other (SPM12) is specialized in low plasticity of glucose metabolism. In addition, vacuolar
transport plasticity (GO:0007034) appeared low in ALL29 genotype, suggesting particular
regulation of sugars, water and ions fluxes through tonoplast (Jarzyniak and Jasinski, 2014).
These biological processes were stood in cytoplasm (GO:0005737) and membrane
(GO:0005886). They were supported by protein binding and peptide methionine sulfoxide
reductase (MSR; GO:0008113), a large gene family oxidizing methionine (Le et al., 2013),
implicated in ROS scavenging (X., Wang et al., 2016) and drought tolerance in rice (Siddiqui
etal.,, 2014; Kim et al., 2014).

Phenotypic plasticity uses energy which must be in accordance with the level of
environmental signal to avoid energy loss (DeWitt et al, 1998; Steinger et al., 2003;
Valladares and Niinemets, 2008). In our experiment, one genotype (SPM12), identified as
tolerant because it maintained growth, exhibited the lowest mean transcriptional plasticity. In
this case, energy cost for plasticity modifications concerning light harvesting appeared
optimum at short term. On the other side, the avoidant genotype (ALL29) showed the highest
mean transcriptional plasticity. This last genotype appeared more sensitive to drought during
our experiment and we hypothesized that its transcriptional plasticity modifications should be
less effective than the other one. However, we didn®t prospect long term consequences of

plasticity (trade off) on absolute fitness or on drought responses of their offsprings.

Plasticity regulation of some aquaporins and trafficking-related genes depended on
genotype

Plasticity levels of PIPI;2, PIP2;4, TIP1;3, TIPI;7, NIPI1;I and NIPI;2 (Figure 6)
under severe drought were different among genotypes. Similar observations concerning
syntaxin as SYPJ and Sec24-domain genes involved in vesicular transport (ko04130) were
made. Many studies revealed that aquaporins transcripts abundance varied with time of day
(Mcelrone et al., 2007; Lopez et al., 2013) and along drought responses establishment
(Surbanovski ef al., 2013; Pou et al., 2013; Li et al., 2016). These results suggested that their
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transcriptional plasticity depends on genotypes. The other aquaporins and SNARE-related
transcripts did not characterize genotypes in our conditions.

Plasticity of aquaporins, syntaxin and sec-domain genes expression was preferentially
high for two genotypes (ALL29 and SPM28) characterized as drought avoidant with high
mean transcriptional plasticity. In contrast, the genotype with the lowest transcriptional
plasticity was considered as drought tolerant and exhibited the lowest mean transcriptional
plasticity (SPM12). To conclude on a large scale, genotype influenced regulation of plasticity
level, particularly for some transcripts belong in membrane channels and vesicular transport.
In addition, energy investment for plasticity regulation should be heterogeneous among
genotypes. Nevertheless, the link between physiological strategies, transcriptional plasticities
and water fluxes regulations remains blurred. That is why the correlation between phenotypic

and transcriptional plasticities was examined.

Phenotypic plasticity was supported by specific cellular function plasticities

Plasticities of transcripts, physiological, growth and anatomical traits were compared
using regularized Canonical Correlation Analysis to identify cellular functions supporting
phenotypic plasticity (Figure 7). Correlations between transcriptional and phenotypic
plasticities were similar among genotypes although previous observations concluded on
genotypic specificity of transcriptional and phenotypic plasticities. These results can be
explained by the fact that plasticity study was not exhaustive and exclusively based on a
priori-selected traits. In addition, plasticity of molecular stages was set deliberately apart, as
protein abundance, for those plasticity regulations should impact phenotypic responses. A first
cluster was composed of plasticities of L, N, RWCmd and RH, positively correlated among
poplars. Another cluster grouped plasticities of Lac, T and ¥. Then, A and gs were both
highly anti-correlated to C1. These results suggested that regulations of phenotypic plasticity
were similar among genotypes. In addition, canonical correlations between phenotypic and
transcriptional plasticities from |0.5] to |0.8| concerned 708 transcripts. Stomatal conductance,
longitudinal growth and midrib covering plasticities were respectively correlated with the
biggest number of transcripts (411, 182 and 88 transcripts, respectively) studied by GSEA.
Stomatal conductance plasticity was mainly correlated with plasticity of transcripts involved
in cytosol (GO:0005829) and related to endogenous stimulus (GO:0009719), proteolysis
(GO:0006508) and flower development (GO:0009908; Figure 8A). These processes were
particularly supported by plasticities of transcripts coding enzymes involved in DNA

expression (GO:0003700; GO:0008270; GO:0003682) and RNA regulations (GO:0004518).
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Protein degradation and regulation of flower development were known to be differentially
regulated under drought, such as AP2/ERF transcription factor of Arabidopsis (Su et al.,
2013), rice (Abiri et al., 2017) and Populus species (Berta et al., 2010; Zhang et al., 2014).
The plasticity of longitudinal growth is correlated with plasticity of transcripts mainly
involved in proteolysis (GO:0006508), growth (GO:0040007) and cellular homeostasis
(GO:0019725; Figure 8B). These functions were mainly spread in cell (GO:0005623) and
supported by molecules targeting lipids (GO:0008289) and nucleotides (GO:0000166) and
hydrolase (GO:0016787). These results underlined the dichotomy of plant strategy
undergoing drought, balanced between growth and cellular homeostasis. In contrast, midrib
covering plasticity was essentially associated with plasticity of transcripts involved in cellular
homeostasis (GO:0019725; Figure 8C). This was supported by protein modifications
(GO:0006464), transport (GO:0006810; GO:0005215) and signalling (GO:0004871;
G0:0016301) in vacuole (GO:0005773) and membranes (GO:0016020; GO:0016021). Our
results suggested that plasticity regulation of anatomical changes evolved with cellular
homeostasis adjustments. This hypothesis was supported by observations made on the
association between anatomical changes occurred in leaf fully developed during drought
(Cutler et al., 1980; Bosabalidis and Kofidis, 2002 Tosens et al., 2012; Galmés et al., 2013)
and osmotic changes (Harb et al., 2010).

Hydraulic and physiological plasticities were linked to aquaporins plasticity
Transcriptional plasticity of severe aquaporins family members was highly correlated
to ecophysiological traits (Figure 9A). The more plasticity of 7/P2;1 aquaporin increased, the
more midrib covering decreased (correlation of -0.5) and the more carbon assimilation
plasticity increased (correlation of 0.34). TIP2;1 aquaporins were anchored in tonoplast and
plasma membrane which could favour hydrogen peroxide, ammonia or formamide fluxes
between vacuole and cytosol (Hove et al, 2015). A Genome-Wide Association Study
identified such aquaporin genes associated with fitness locus, suggested that TIP2;1 could
favour local adaptation of Arabidopsis (Fournier-Level et al., 2011). In addition, correlation
has been found between its expression, leaf hydraulic conductance and stomatal conductance
in grapevine under drought (Pou et al., 2013) suggesting an implication of TIP2;1 in water
fluxes control in mesophyll. Our results suggested that 7/P2;1 expression was closely linked
to regulation of leaf water fluxes, photosynthetic activity and midrib covering. Plasticity of
stomatal conductance was negatively correlated with PIPI;2 plasticity which was also

identified as genotype-specific (Figure 6). Compared to aquaporins, transcriptional plasticities
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of genes involved in vacuolar transport were lightly correlated with physiological traits
(Figure 9B). Stomatal conductance was particularly targeted by the highest correlations with
plasticity of transcripts coding Sec24 domain, SYP22 and SYPS5 proteins. Our results clearly
suggested that differential abundance of transcripts PIP1;2, SYP5, SYP22 and Sec24
supported response plasticity of stomatal aperture under stress.

Interestingly, we observed antagonist correlations between physiological traits and
transcripts plasticities which previously showed similar responses. Both PIPI;2 and SYP5
were up-regulated with genotype specific plasticity. Their plasticity was negatively correlated
with stomatal conductance (gs) plasticity. In counterpart, Sec24 and SYP22 plasticities were
both positively correlated to gs plasticity although they were up- and down-regulated
respectively under drought. This apparent antagonism should be due to the fact that only one
time-point measurement was used, although transcriptome was suspected to change
throughout the duration of progressive drought as observed in Populus species and genotypes
(Wilkins et al., 2009; Hamanishi et al., 2010). Transcriptional plasticity should equally reflect
present and future physiological modifications in response to drought because of latency time

between environmental signal reception, molecular changes and plasticity adjustments.

Conclusions

Avoidant strategy was detected in five of the six black poplar genotypes subjected to
severe drought, one genotype being the most tolerant. Transcriptional analysis suggested that
cellular structure and functioning of black poplars were deeply remodelled through signalling
pathways, osmoregulation, macromolecules protection and cellular detoxification. Unusual
extreme changes were detected for cellular transport, membrane composition and aquaporins
regulating water and small molecules fluxes. Transcriptional plasticity, quantified for the first
time in this study, suggested that it was decoupled from genes expression level. In addition,
drought tolerance was associated with low transcriptional plasticity of some genes, especially
for some aquaporins and syntaxins. Their plasticity was genotype specific. However,
correlations between phenotypic and transcriptional plasticities were common to genotypes
highlighting that genotypes shared a part of plasticity regulation mechanisms. Research tracks
were proposed to understand molecular basis of phenotypic plasticity through correlations
between cellular functions and phenotypic traits plasticities, especially stomatal conductance
and leaf midrib covering. Further researches are needed to decipher the whole molecular
network regulations relative to drought response. This could be approached by leaf

transcriptome assessment during the different stages of progressive drought. Then integration

-107-






Chapitre IT

of both phenotypic and transcriptional plasticity appeared as a challenge for future study of

trees responses in changing environment.
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Supplementary Fig. 1. Mean (+ SE) physiological and growth traits of black poplars in well-

watered (red line) and drought (blue line) conditions over relative time. Results of two-way

indicated (*0.01 < P < 0.05; **

ANOVA with repeated measures and pairwise contrast were
0.01 < P <0.001 ;***P < 0.001; ns = non-significant). ¥

realtive water content; pd = predawn; md = midday; gs

= leaf water potential; RWC =

stomatal conductance; Tr

transpiration; RH = relative humidity of the environment; A = net carbon assimilation.
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Supplementary Table 1. Differentially Expressed Genes number of black poplar genotypes
leaf blade subjected to severe drought. Statistical analyses were performed to test the drought
effect on genes expression according different scale, either the whole studied genotypes (All

genotypes) or each of the six genotypes.

Scale Up-regulated Down-regulated Non-differentially
regulated
All genotypes 11,486 14,731 ' 37,329
ALL29 32 45 60,298
ERS05 14 3 63,529
SPM12 9 8 25,413
SPM28 36 7 60,332
SPM40 126 35 57,041
STR10 5 10 63,531
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Supplementary Table 2. Statistical informations of per-sample paired-ends reads of six black

poplar genotypes subjected to well-watered (W) or severe drought (D). The detected reads

were firstly cleaned and then mapped on Populus trichocarpa transcriptome v3. The total

analyzed reads were provided from “Used reads” category after removing reads from mapped

ones.

Genotype Treatment Sample Total reads Useful reads fe?;so&(; Mapp(eot/col)reads Used reads (%)
ALL-29 D 9 12,821,285 8,587,277 -17 81 67
ALL-29 D 17 13,422,120 9,544,922 -13 82 71
ALL-29 D 19 18,086,791 14,943,086 -2 85 83
ALL-29 D 25 15,559,587 12,827,927 2 84 82
ALL-29 w 37 8,920,858 7,174,811 -4 84 80
ALL-29 w 37B 16,860,267 13,922,821 -4 86 83
ALL-29 w 43 11,323,801 9,038,766 -5 84 80
ALL-29 w 45 17,773,587 11,827,676 -3 87 83
ERS-05 D 12 13,261,438 8,094,470 -15 72 61
ERS-05 D 16 11,702,334 9,657,550 3 85 83
ERS-05 D 35 13,387,419 11,109,665 2 85 83
ERS-05 D 48 15,911,186 12,946,017 3 84 81
ERS-05 w 10 17,539,137 14,793,162 -3 87 84
ERS-05 w 21 12,801,875 10,695,948 -3 86 84
ERS-05 w 41 13,997,915 11,316,002 -4 84 81
ERS-05 w 44 16,541,161 13,865,923 3 87 84
SPM-12 D 6 13,882,955 11,207,267 3 84 81
SPM-12 D 6B 22,406,528 18,481,964 3 85 82
SPM-12 D 20 16,853,682 13,795,574 -3 84 82
SPM-12 D 46 11,609,533 9,224,537 -4 83 79
SPM-12 W 11 13,095,445 10,822,174 -4 86 83
SPM-12 w 36 29,959,594 24,308,886 -4 84 81
SPM-12 w 47 10,754,141 8,892,005 -4 86 83
SPM-28 D 8 13,152,096 8,701,178 -18 80 66
SPM-28 D 24 12,980,823 10,403,837 -4 84 80
SPM-28 D 42 10,998,117 9,025,144 -3 85 82
SPM-28 w 4 10,955,507 6,838,356 -22 80 62
SPM-28 w 27 14,294,102 11,827,676 -5 87 83
SPM-28 w 40 29,484,458 24,089,737 -5 86 82
SPM-28 w 40B 16,780,151 13,941,939 -4 86 83
SPM-40 D 2 15,673,159 9,766,629 -17 76 62
SPM-40 D 13 12,696,516 8,082,735 -17 76 64
SPM-40 D 22 13,848,456 11,244,986 -3 84 81
SPM-40 D 22B 15,492,970 12,700,265 3 84 82
SPM-40 D 39 14,654,464 12,406,440 -2 86 85
SPM-40 D 39B 15,372,255 12,782,373 -3 86 83
SPM-40 w 14 12,249,507 8,070,183 -19 81 66
SPM-40 w 28 14,141,302 11,693,401 -4 86 83
SPM-40 W 29 13,539,935 9,137,270 -17 81 67
SPM-40 AW 30 11,800,439 6,822,603 -22 74 58
STR-10 D 1 12,069,545 7,798,285 -18 78 65
STR-10 D 38 14,252,643 9,663,665 -14 79 68
STR-10 W 7 11,379,879 9,396,915 -4 86 83
STR-10 w 26 11,182,921 7,415,407 -18 81 66
STR-10 w 26B 15,430,974 1,276,513 -3 85 83
STR-10 AW 31 17,556,852 15,298,134 -1 88 87
STR-10 W 31B 16,136,195 13,453,294 -4 87 83

Average 14,778,636 11,497,964 7 83 78

-111-






Chapitre IT

Supplementary Table 3. Informations on primers used to amplify the three internal control
aquaporins cDNA by Q-PCR. Three studied aquaporins were amplified among six black
poplar genotypes in well-watered and severe drought conditions using primers with defined

annealing temperatures.

Primer

Annealing

Aquaporin temperature
(°O)

Forward Reverse
I 1

PtPIP2:4 CCAACGGTTTTAAATCTCGGTTC  ACCGAAAGGGATAATAAAGGG 56.0
PtPIP2;7 ATGACCATTGGCTCTTCTGG GGCTTTAAGCATTGCTCCTG 56.0
PtPIP2;]10 CACAGTCGTGGTCAAGATGTC ACTAGTTGATTATGAGATAGGGAG 56.0
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Supplementary Figure 2. Expression level of aquaporins obtained by Q-PCR (A) and RNAseq
(B). Log-transformed data were respectively analyzed by t-test and Wald™s test using R
Deseq?2 package. PIP2; 10 transcritps have not been found in RNAseq data set.
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Supplementary Table 4. Transcript identifier corresponding to targeted gene name

differentially expressed in the whole black poplar genotypes. Annotations were provided from

Populus trichocarpa transcriptome v3.

Gene name  Transcript identifier
Aquaporins

NIPI;1 Potri.004G063000
NIPI;2 Potri.011G072100
NIPI;2 Potri.011G072100
NIP3;3 Potri.001G455000
PIPI;1 Potri.010G191900
PIPI;1 Potri.010G191900
PIPI;2 Potri.008G065600
PIP2:4 Potri.008G039600
SIPI;1 Potri.013G053400
SIP2;1 Potri.016G024900
SIP2;2 Potri.006G027200
TIPI;3 Potri.010G209900
TIP1;4 Potri.008G050700
TIPI1;7 Potri.009G005400
ko04130

Syp73 a Potri.006G129500
Syp73 b Potri.016G088200
Sec20 Potri.010G064900
Sec24 a Potri.008G049700
Sec24 b Potri.010G211100
Stx1-4 a Potri.007G023100
Stx1-4 b Potri.013G053200
Stx1-4 ¢ Potri.016G068600
Stx1-4 d Potri.019G030800
Stx7 a Potri.001G138500
Stx7 b Potri.003G095300
Stx8 Potri.006G032800
VAMP7 a  Potri.018G025800
VAMP7 b  Potri.010G239900
Vtil Potri.008G091000
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Supplementary Table 5. Power of detection of expressed transcripts of six black poplar
genotypes subjected to severe drought. The total number of transcripts detected in each
genotype were subjected to statistical analysis determining their power detection in the worst

quartile associated to P-value. Conclusions on power detection were provided in the last

column.
Detection power .
Minimum of 3x fold Transeripts (P-
Read depth . . value < 1%) in .
Genotype transcripts change in worst ; Power quality
(Mseq) . best quartile
observed quartile read read depth
depth
ALL29 30 63288 79% 84% Well powered
ERS05 29 64158 73% 78% Well powered
SPM12 38 63139 74% 82% Well powered
SPM28 38 62683 64% 84% Well powered
SPM40 28 64075 70% 73% Slightly under
powered
STR10 29 61411 74% 78% Well powered
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peuplier noir a une sécheresse
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Chapitre I1I :
Etude comparative des réponses transcriptionnelles entre nervure principale et limbe de

la feuille de peuplier noir a une sécheresse

Cet article a été rédigé pour €tre soumis dans le journal Plant Biology.

Contexte

Le changement climatique s“accompagne d“une augmentation de la fréquence et de la
sévérité des sécheresses. Les modifications environnementales sont pergues par les espéces
végétales a des degrés divers dépendant du génotype qui répondent par des ajustements
phénotypiques et moléculaires. Les régulations moléculaires sont spécifiques des organes qui
possédent un rdle précis pour assurer le bon fonctionnement de la plante. De telles
ajustements phénotypiques associ¢s un remaniement profond du transcriptome du limbe ont
¢té identifiées le peuplier noir répondant a un déficit hydrique progressif (Chapitre II). De
plus, nos résultats démontrent que le systéme nervaire, notamment la nervure principale, est
touché par des modifications anatomiques, ce qui pourrait impliquer une régulation
moléculaire spécifique du développement de la nervure.

Ce travail vise a comparer les réponses transcriptionnelles de deux zones
fonctionnelles de la feuille que sont la nervure principale et le limbe en réponse a la

sécheresse chez six génotypes de peuplier noir.

Résultats

L“analyse du transcriptome de la nervure principale indique 20% de Differentially
Expressed Genes (DEG) par rapport aux 41% identifiés dans le limbe sur les mémes
¢chantillons foliaires.

Certaines fonctions cellulaires semblent coordonnées au sein de la feuille car 11 639
DEG communs aux deux compartiments foliaires suivent le méme schéma d“expression. En
revanche, 958 DEG et 14 578 DEG sont respectivement spécifiques de la nervure principale
et du limbe, discriminant le fonctionnement des ces zones fonctionnelles. Les DEG
spécifiques de la nervure montrent une activité intense des métabolismes du glyoxylate et des

carbohydrates, et une induction de la transduction du signal par le calcium, de facteurs de
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transcription et des métabolites secondaires. Le transport extra- et intra-cellulaire est tres
limité (voire absent puisque les génes li€s au transport vésiculaire ne sont pas exprimés) dans
la nervure principale. Ces résultats conduisent a 1“hypothése selon laquelle [“accumulation de
solutés et de sucres dans le phloéme augmenterait le potentiel osmotique. Ceci forcerait le
transfert d“eau du xyléme vers le phloéme et ainsi engendrerait une différence de potentiel
entre cellules pour provoquer un flux de séve, certes faible, mais continu au sein de la feuille.
Ce mécanisme repousserait 1“échéance de 1“embolie xylémienne.

Le limbe présenterait un autre processus, au travers de DEG spécifiques, qui serait
basée sur la préservation de 1“intégrit¢ des cellules passant par une modification de la
composition des membranes et le maintien de 1“homéostasie cellulaire au détriment de la
fixation de carbone. Ces modifications sont soutenues par une expression intense des genes
liés au transport extra- et intra-cellulaire qui semble un pilier majeure du fonctionnement du

limbe.

Conclusions

La régulation de I“expression génique est conservée entre les deux zones
fonctionnelles pour de nombreux transcrits. En revanche, une partie de la régulation
transcriptomique est spécifique de ces zones en réponse a un déficit hydrique sévere. Ceci
indique que la fonctionnalit¢ des types cellulaires va influencer la régulation
transcriptionnelle, ce qui pourrait contribuer au maintien de 1“intgrité de [“organe entier en

réponse a la sécheresse.
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Abstract

Extreme events, such as drought, are expected to increase in frequency and intensity in
the future. Trees possess specific abilities in phenotypic and molecular adjustments to respond
to environmental conditions depending in part on the genome expression regulation. Perennial
plants exergue multiple regulations levels provided by cell types. This study explores the
potential of transcriptional regulations occurring in leaf tissues responding to drought. Two-
year-old French black poplars were subjected to progressive water deficit until they reached
severe drought. Phenotypic, physiological and anatomical responses characterized the
physiological status of trees. Leaf blade and midrib transcriptome were analyzed by RNAseq,
then cellular functions were associated with the two data sets to depict the role of tissue type
in drought responses. Around 40% of the whole leaf blade transcriptome were differentially
expressed compared to 20% for the midrib transcriptome. Patterns of Differentially Expressed
Genes (DEG) found in midrib and leaf blade were similar, suggesting that cellular function
regulations were shared between leaf tissues in response to severe drought. Nevertheless,
DEG have been found regulated only in one of the two leaf compartments: 958 DEG and
14, 578 DEG were midrib and leaf blade specific respectively. Midrib DEG suggested that
glyoxylate metabolism was activated, in addition of carbohydrate metabolism, calcium
mediated signal transduction, transcription factors and secondary metabolites. These results,
in addition of repression of vesicular transports, suggest that solutes and sugar accumulations
were favored in midrib to increase osmotic potential and to maintain xylem and phloem fluxes
along the plant subjected to severe drought. The modulation of leaf blade transcriptome can
be linked to membrane integrity preservation and cellular homeostasis maintaining using

intensive intra- and extra-cellular transport. Our results showed that leaf tissues modulated
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transcriptome with a specific manner that could contribute to hydraulic functioning and

cellular integrity of the whole leaf organ in severe drought.

Key words: Populus nigra, severe drought, transcriptome, leaf blade, midrib, specific

modulations
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Introduction

Water availability, constitutes the main environmental resource influencing growth,
development and distribution of tree species (Bréda et al., 2004; Parmesan and Hanley, 2015).
This main resource, mainly depending on rainfalls is expected to be reduced in the global
warming context (Beniston et al., 2007; Dai 2011; Burkett et al., 2014). Impacts of water
depletion on plant functioning are numerous and can be seen at every plant scale. Successive
growth, physiological and development adjustments were commonly observed in plants
responding to a progressive soil water deficit (Tardieu and Simonneau, 1998; Marron et al.,
2002; Brodribb and Holbrook, 2003; Monclus ef al., 2006; Bonhomme et al., 2008; Aratjo et
al., 2011). Physiological changes, such as the decline of water potential, transpiration rate and
stomatal conductance, occurred and carbon assimilation was maintained as long as possible
until plant species reached their own internal water depletion limit threatening their survival
(Milburn, 1966; Nardini et al., 2001; Brodribb and Holbrook, 2003; Cochard et al., 2007,
McDowell 2011). These drought responses determined a continuum of phenotypic responses
and allowed to class plants along two strategies: tolerant species maintain growth and
development (Gebre et al., 1994; Passioura, 2002; Hanin et al., 2011; Barchet et al., 2013;
Isebrands and Richardson, 2014) and the more sensitive species called avoidant species
quickly promote leaf abscission (Couso and Fernandez, 2012).

Water circulation in plant involves xylem conducting vessels present in all the plant
organs. This water is subjected to fluid mechanics laws: so that the smaller diameters of the
vessels are, the more friction forces against the walls increase and the more sap flow
decreases. Water diffusion take place along three different ways: the apoplastic pathway
through cell walls spaces, the symplasmic pathway through the plasmodesmes and the
transcellular pathway through mesophyll cells that can be facilitated by specific channels such
as aquaporins (McElrone et al., 2007). Plant compartments exert a resistance to the passage of
water that allows assimilating the plant organs to an electrical circuit (Zimmermann, 1983).
Many studies have shown the importance of leaves resistance, ranging from 30% to 80% of
the whole plant resistance (Nardini et al., 2001; Brodribb et al., 2002; Sack and Holbrook,
2006). This suggests that the leaf water supply system is similar to an electric parallel circuit
that guarantees continuous hydration of the leaf blade in case of damage along the circulatory
system. Among foliar tissues, the location of the strongest resistance is still debated (Nardini
et al, 2001; Cochard et al., 2004; Buckley, 2015) estimates that apoplastic leaf hydraulic
conductance is greater than the mesophyll once outside the perivascular sheath. Leaf

architecture appears as a crucial lever determining the flow of water in the plant, especially in
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Angiosperms leaves that possess a highly developed network of major and minor veins. Vein
density and leaf thickness are strongly correlated with hydraulic conductance and maximum
photosynthesis in Bryophytes, Lycophytes, Pteridophytes, Gymnosperms and Angiosperms
(Brodribb et al., 2007). Thus, in Angiosperms, mesophyll anatomy, vein architecture,
stomatal conductance, and leaf hydraulic conductance seem to be inter-correlated (Sack et al.,
2003; Aasamaa et al., 2005; Brodribb and Jordan, 2011; Carins Murphy et al., 2014; Feild
and Brodribb, 2013).

Large-scale molecular approaches exergue crucial transcriptional modulations
supporting macroscopic changes that brought informations of thin hydraulic and metabolic
regulations (Street et al., 2006; Bogeat-Triboulot et al., 2007; Wilkins et al., 2009; Cohen et
al., 2010; Hamanishi et al., 2015; Viger et al., 2016). Drought signaling induced gene
expression remodeling using mainly calcium (Shao et al., 2008), kinases (Marshall et al,
2012), lipids (Ng and Hetherington, 2001; Hou ef al., 2016), sugars (Rosa et al., 2009) and
Reactive Oxygen Species (de Carvalho, 2008; Jajic et al., 2015). A complex network of
transcriptional regulations was engaged using transcriptional factors (Baldoni et al., 2015;
Singh and Laxmi, 2015; Joshi ef al., 2016) to stabilize macromolecules, to limit oxidative
damages and to increase osmotic adjustment (Chaves et al., 2003; Farooq et al., 2009; Sharma
et al., 2012; Golldack et al., 2014). Most part of these transcriptional adjustments were under
control of abscisic acid (ABA), the most produced plant hormone during water deficit (Wang
et al., 2003; Tuteja, 2007).

As phenotypic adjustments, the chronology and the range of the molecular changes
evolves with drought intensity (Cohen et al., 2010; Fu et al., 2016), species (McDowell et al.,
2008; Xu et al.,, 2010) and depends on the studied organ. Some gene expression seemed
organ-specific in plant subjected to drought. Prunus persica showed a higher quantity of
Differentially Expressed Genes (DEG) in roots than in leaves, suggesting that roots responses
were precocious compared to shoots (Ksouri ef al., 2016). Similar results were found in whole
transcriptome analysis of leaves and roots of droughted Arundo donas (Fu et al., 2016), wheat
(Liu et al., 2015), Populus (Bogeat-Triboulot et al., 2007; Cohen et al., 2010; Xue et al.,
2016) and Vitis vinifera (Rattanakon et al., 2016). Organ-specific DEG were underlined in
droughted species, especially those related to drought signals and transduction (Cohen et al.,
2010; Liu et al., 2015). In addition, huge differences in transcription factor abundances were
detected among organs suggesting that transcriptional reprogramming during drought could
be organ-specific (Fu et al,, 2016). In wheat, it has been shown that ABA production was

greater in leaves than in roots (Liu ef al., 2015) and that these two organs possessed their own
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ABA-responding transcripts set (Rattanakon et al., 2016). Despite the development of new
sequencing techniques, drought effects on physiological regulations on tissue scale were
poorly understood and deserved more attention.

Populus nigra, considered as mesohygrophilous species (Isebrands and Richardson
2014), was known to be particularly affected by water deficit according a large range of
phenotypic and transcriptional plasticity (Bréda et al., 2006; Viger et al., 2016) providing
some potential molecular regulations differences between tissues. Impacts of progressive
water deficit on leaves were monitored by physiological, growth, developmental and
anatomical measurements.

To our knowledge, no leaf tissue-specific transcriptional studies explored the impacts
of water deficit on cellular reprogramming, which could bring major clues in water fluxes
regulations. A comparative analysis was performed on whole transcriptional responses of
midrib and leaf blade from trees subjected to severe drought to elucidate specific gene
expression patterns among leaf tissues. Special attention is paid to aquaporins, proteins known

for their involvement in modulation of water flow.

Material and Methods

Plant material and experimental design

Six Populus nigra genotypes (ALL29, ERS05, SPM12, SPM28, SPM40 and STR10)
with contrasted geographical origin and drought responses (see Garavillon-Tournayre et al.,
2017, submitted article), were kindly provided by the national collection of Guéméné-Penfao
(UR 0588 AGPF and UE GBFOR at the INRAs Val-de-Loire station). Eight un-rooted
cuttings (30 cm) per genotype were grown in 25 L pots (75 black peat and % local Limagne
topsoil) under well-watered conditions (2 L per day) in the common garden of Université
Clermont Auvergne from Clermont-Ferrand (45.76 N, 3.12 E). Two-years-old trees (769 + 36
leaves) were 1.5 m spaced on fully randomized block and border effects were limited using
remaining black poplar clones from the different genotypes. Poplar architecture was
composed of sylleptic and proleptic branches (Hallé et al., 1978; Ceulemans et al., 1990; Wu
and Hinckley, 2001). At the beginning of the experiment, apical buds of the proleptic shoots
(named new branches) emerging from the longest older sylleptic branch (named main branch)
were marked to identify leaves grown during the experiment. Pots of individual of each

genotype were covered by plastic bag to prevent rehydration by dew or rain. Then, drought
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was applied by withholding water to reach a predawn leaf water potential of -2 MPa
considered as a severe drought (Marron et al.,, 2003; Garavillon-Tournayre et al., 2017, in
press). Soil water deficit was monitored every day by weighting pots (mean water loss of
2.7% =+ 0.3 per day and per pot). On average, ten days per trees, 8 days for STR-10 and 11

days for SPM-28, were enough to reach these conditions.

Leaf physiology

All physiological traits were monitored daily on fully expanded rank-five leaves.
Predawn and midday leaf water potential (W4 and g, MPa) were measured from 04:00 to
05:00 a.m. (before sunrise) and from 12:30 to 13:00 p.m. respectively using a Scholander
pressure chamber (Model 600, PMS Instrument Company, USA). Leaves were weighted after
Y measurements (fresh Weight, W, mg) and after four hours of rehydration in distilled water
(Turgid Weight, TW, mg). Leaves were dried four days at 60°C to obtain Sample Dry Weight
(DW, mg). Predawn and midday Relative Water Content (RWC, %) were estimated as: RWC
=[(W-DW) /(TW-DW)] x 100 (Weatherley 1970).

Stomatal conductance (gs, mmol m™s™) was measured from 11:00 to 12:00 a.m. using
a LI-1600 Steady State Porometer (LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA). At the same time, net
carbon assimilation (A, pmol m™ s™) and intrinsic stomatal conductance (gs;) were measured
using a LI-6400 (LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA) with fixed parameters
(Photosynthetically Active Radiation = 1500 pmol m™ s, [CO,] = 350 pmol mol™).

Shoot growth

Leaf area (A;, mm?) was determined from scanned images using ImageJ software
(Schneider et al, 2012; version 1.48). Specific Leaf Area (SLA, mm” mg'l) was then
calculated as: SLA = A,/ DW.

The number of new leaves produced during the drought experiment (N) was counted at
the end of the experiment. The evolution of total leaves tree number (T, %) was estimated by
the difference of total leaves number before and after the drought

Radial (Rd, mm) and longitudinal (L, cm) growths were estimated by measuring the
difference of main branch diameter and new branch length between the first and the last day

of the experiment.
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Leaf anatomy

Veins and tissues covering were estimated on one rank-four leaf per tree growing
during the progressive drought period. Fresh leaves were scanned, discolored under stirring
with 1M KOH solution, and stained 30 seconds with 0.5% toluidine blue. Pictures were taken
under microscope ZEISS Axioplan 2 with AxioCamHRc camera. They were analyzed using
Image] software to compute every one to six veins order (i = 1 to 6) length (L;, mm) and
width (W, mm) related to specific area (4;). Each vein covering related to leaf area (C, %)
was calculated as:

C=CQ. LWy /A;

The same samples were used to estimate above leaf stomatal density (D, number mm™):

D = Nstom / Astom

where Ngiom 18 the stomatal number measured on three surfaces of the leaf and Ay, the total
measured leaf area equal to 1.2 mm?.

Five cuttings of fresh leaf midrib were fixed in Formaldehyde Acid Acetic (FAA)
using vacuum chamber during 30 min at 4°C, then they were stored 8 h in FAA. Cuttings
were dehydrated by successive ethanol baths then stored in pure ethanol during 8 h at 4°C.
Tissues were gradually infiltrated with LR-White resin at 4°C. The last pure resin bath was
renewed two times for 8 h at 4°C. Cuttings were enclosed with pure resin in capsules and
dried 24 h at 55°C (Ayer-Le Lievre, 1992).

Cross sections of 2 um width Microtome, which were stained with 0.5% toluidine blue
for 30 seconds. Pictures were performed with an optical microscope (ZEISS Axioplan 2 with
AxioCamHRc camera) and combined using Mosaic] plugin (Thévenaz and Unser, 2007).
Palissadic parenchyma (Cp, %), spongy parenchyma (Cs, %), intermediate layers (Ci, %) and
lacuna (Lac, %) covering were calculated related to cross section area (Age, mm?) as: C = Sy /

Asec Where Sy is tissue or lacuna surfaces measured manually.

RNA extraction and sequencing

When drought was considered as severe for each tree (Wpq = -2 MPa), three rank-four
leaves per tree were sampled at midday and, midribs and leaf blades (the whole leaf without
midrib) were frozen separately. Three midribs or leaf blades per tree were mixed together for
RNA extraction (Wilkins et al., 2009). Total RNA were extracted using an organic extraction
method with ten cleaning phases (chloroform/isoamylic acid and ethanol; Chang ef al., 1993).
RNA integrity, purity and concentration, checked with Nanodrop bioanalyzer (2 pg, 200 ng L
! RIN > 3).
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RNA sequencing was performed by GeT-PlaGe platform of GenoToul (INRA-
Toulouse, France) following standard Illumina procedure for library preparation and
multiplex sequencing. Whole RNA were randomly fragmented, then inserted in libraries and
sequenced using Illumina HiSeq 3000 to obtain paired-end reads of 150 bp. On average,
16,171,904 paired-end reads were obtained over 24 samples (Supplementary Table 1).

Cleaning of raw short reads

Sequences were treated using a high throughput data treatment procedure implemented
on GenoToul parallel calculation cluster facility (INRA-Toulouse, France). Short reads were
filtered according the following criteria: vector/primers sequences were removed using
TagCleaner 0.16 program (Schmieder et al, 2010); anonymous nucleotides (N) were
discarded keeping information only from the longest N-free sequence; poly-A were removed
from short read ends; short reads less than 60 bp were discarded; short reads with low
complexity, based on above 30% Lempel-Ziv-Welch (Welch 1984) compressibility, were
filtered out; short reads originating from contaminating sequences (SeqTrimNext; Falgueras
et al., 2010) were discarded; and finally short reads were reappaired for subsequent mapping.
On average, 0.3% (from 0.1% to 1.7% per tree) of paired-end short reads was removed from
raw data (Supplementary Table 1). Mapping on the 73,013 reference transcripts from Populus
trichocarpa transcriptome (Tuskan et al.,, 2004) was performed using BWA 0.7.12 program
(Li and Durbin 2010), parameterized with a maximum of 1% divergence. On average, 84%
(from 82% to 86% per tree) of cleaned paired-end short reads mapped onto poplar reference

transcriptome.

Differential expression analysis of transcripts

Differentially Expressed Genes (DEG) were detected from mapping counts using the
DESeq?2 package (Love et al., 2014), version 1.10.1 in the R environment (R core Team 2016,
version 3.3). Distribution of mapping counts was normalized using a Variance Stabilizing
Transformation (VST). A Principal Component Analysis (PCA) was performed to explore the
treatment effect (drought, well-watered) using FactoMineR package (L€ et al., 2008, Husson
et al., 2016; version 1.32) on all samples and all transcripts using VST counts. Differentially
expressed transcripts detected by DESeq2 was controlled at a False Discovery Rate (FDR;
Benjamini and Hochberg, 1995) of 0.1%o, limiting the probability to no more than one false-

positive gene per up- or down-regulated gene list.
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Poplar transcripts annotations and Gene Ontology (GO) assignations

Reference Populus trichocarpa genome database (Phytozome, Goodstein et al., 2012;
version 3) contained 73,013 poplar transcripts which were re-annotated using Blast2GO (Gotz
et al.,, 2008, version 3.1.3) with these parameters: BLASTp performed against NCBI non-
redundant database using QBlast-NCBI server with BLAST E-value <10'3; word size of 3;
low complexity filter enabled and HSP length cutoff set at 33. A full InterProScan analysis
was then performed along with a GO terms mapping with GO weight of 5 or more and an E-

value hit filter set at <107,

Gene set enrichment analysis (GSEA)

Cellular functions affected by drought were identified using GSEA. Differentially
expressed transcripts lists were compared to P. trichocarpa transcripts reference list to
determine whether genes are over- or under-represented in the studied list. Chi-square was
performed to compare observed and expected transcripts abundances and P-values were
adjusted with a Benjamini-Yekutieli correction (FDR = 0.01; Benjamini and Yekutieli, 2001).
The relative proportion of non-redundant functional categories was estimated using REVIGO

software (Supek et al., 2011).

Statistical analysis of transcriptional patterns from midrib and leaf blade

R environment (R core Team 2016, version 3.3) was used to perform statistics with o
= 0.05. Differentially expressed transcripts common to the two data sets were clustered using
Kmedoid method (,,WeightedCluster package). Cluster number was estimated from 2 to 20
medoids using euclidean distance and Partitioning Around Medoids algorithm. The evolution
of the two indexes, Point Biserial Correlation and Average Silhouette Width, indicated the
number of clusters maximizing inter-class variance. Then, transcripts lists corresponding to

clusters were subjected to GSEA analysis.

Physiological, growth and anatomical statistical analysis

Statistical analyses were performed using R environment (R core Team 2016, version
3.3) with a = 0.05. Two-way ANOVA with repeated measures were performed on
physiological traits measured daily during progressive drought (weight loss, ¥pd, ¥Ymd, gs,
RWCpd, RWCmd and A). Traits related to leaf physiology, shoot growth and leaf anatomy
were analyzed by two-way ANOVA to test genotype and treatment effects.

-127-



A Relative proportion (%) B Relative proportion (%)

carbohydrate transport
streptomycin biosynthetic process
meristem initiation
photosynthesis; light harvesting
secondary metabolic process

nitric oxide mediated signal transduction
acetyl-CoA biosynthetic processfrom acetate
ironion transport

N-terminal protein myristoylation

cellular carbohydrate metabolic process

glucosidase Il complex TTE———— replication fork [
plasmodesma 1 anchored component of plasma membrane [
cellwall | thylakoid =
integral component of membrane | extracellular region =
apoplast | cell &
glutamate 5-kinase activity 3-dehydroquinate dehydratase activity
AMP binding translation regulator activity

motor activity
shikimate 3-dehydrogenase (NADP+) activity
calcium-dependent phospholipid binding

glutamate-5-semialdehyde dehydrogenase activity
calciumchannel activity
inositol-3-phosphate synthase activity

Figure 1. The five most represented functional categories among Differentially Expressed
Genes found in black poplar midrib subjected to severe drought. Relative proportion of Gene
Ontology was estimated for (A) up-regulated and (B) down-regulated transcripts. Biological
process (green bars), cellular component (blue bars) and molecular function (orange bars)
were significantly over-represented (P-value < 0.05) in data sets. Redundancy was limited by
using REVIGO software. Relative proportion of each GO was estimated on their
representation levels. The first five categories are shown.
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Results and Discussion

Populus nigra genotypes were subjected to water withholding until each tree reached a
severe drought (Wpq= -2.0 + 0.1 MPa). The experiment highlighted a continuum of
physiological responses to drought among the tested black poplar genotypes. Five of them
were close to drought avoidance characterized by a stop in carbon assimilation, growth and
development, and had a mid to high phenotypic plasticity although one was more tolerant by
maintaining mature leaf and leaf development and was associated with the lowest plasticity
(Garavillon-Tournayre et al., 2017, submitted article). Leaf transcriptome analyzed by
RNAseq, revealed deep remodeling of genes expression in response to severe drought.
Among the 41% differentially expressed transcripts those coding for proteins involved in
signaling pathways, detoxification and cellular homeostasis functions were identified.
However, other crucial cellular functions changed, such as cellular movements, membranes
integrity and water fluxes regulations. Transcripts expressions coding aquaporins and SNARE

interacting with vesicular transport pathway were particularly impacted by drought.

Midrib transcriptome is modulated in response to drought

High quality reads provided from Populus nigra midrib samples were aligned and
mapped on Populus trichocarpa transcriptome. 61,013 transcripts were identified compared
to 73,013 transcripts of the reference. Sequences were analyzed according to drought
treatment factor and revealed 6,552 up-regulated and 6,045 down-regulated transcripts with a
False Discovery Rate of 0.1%o. This suggested that around 20.6% of midrib transcriptome was
modulated under severe drought conditions.

Functions of differentially expressed transcripts were determined using Gene Set
Enrichment Analysis (Figure 1). Numerous up-regulated transcripts (Figure 1A) belonged to
acetyl-CoA biosynthesis from acetate (GO:0019427). Acetyl-CoA is involved in primary and
secondary metabolisms and especially fatty acids (Ke et al., 2000; Xiao and Chye, 2011),
cysteine (Noji et al., 1998) and flavonoids (Graham, 1998) biosynthesis. The process of
acetyl-CoA biosynthesis is not well-known but acetate, one of its precursor, was particularly
localized in plastids for fatty acids production (Smirnov, 1960; Lin and Oliver, 2008). This
result suggested that water stress induced cellular membranes huge restructuration. In
addition, iron ion transport (GO:0006826) was particularly stimulated under drought. Iron
ions cellular homeostasis is finely regulated because of their high toxicity. These ions are also
essential in mitochondria and chloroplast metabolisms (Morrissey and Guerinot, 2009). They

moved from roots to leaves using transpiration stream, then are mainly accumulated into
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thylakoids where they are used as cofactor of enzymes favoring electron transport (Jain and
Connolly, 2013; Vigani et al., 2013). We suspected that in our experiment, iron transport was
improved to sustain primary metabolism in leaves growing drought. N-terminal protein
myristoylation (GO:0006499; Aitken et al.,, 1982) were numerous in our drought conditions.
These modifications could improve protein-membrane interactions, signal transduction (Hurst
and Hemsley, 2015) and modify functionality of molecules, such as thioredoxin (Traverso et
al., 2013) and calcium-dependent protein kinase (Martin and Busconi, 2000).

Signaling pathways have been activated, because we found many up regulated
transcripts belonging to signal transduction using nitric oxide (GO:0007263). Nitric oxide is
involved in two complementary pathways: synthesis of anti-oxidants targeting Reactive
Oxygen Species (ROS) produced during drought (Sang et al., 2008) and biosynthesis of
Reactive Nitrogen Species into mitochondria, other primary signaling molecules similar to
ROS (Gupta et al., 2011; Vanlerberghe, 2013). Nitric oxide could also control part of ABA-
dependent stomatal closure (Neill et al, 2008). Another important way to improve drought
signal transduction (Rosa et al., 2009) and cellular homeostasis (Hare et al., 1998; Krasensky
and Jonak, 2012) might be sugar-sensing using cellular carbohydrate metabolism
(GO:0044262). Our leaves samples could be considered as source tissues providing soluble
sugars for other organs regarding the Miinch hypothesis (Miinch, 1930; Knoblauch and
Peters, 2010). However, both source and sink strength should be reduced under our drought
conditions because net photosynthesis and growth parameters were low. In addition, ¥,¢ and
gs were very low suggesting that water tension in plant was high. This could reduce phloem
dilution, increase viscosity and slow down phloem transport (Sevanto, 2014). As observed in
Pinus edulis under extreme, short and fast drought, trees had no access to their carbon
resources to compensate photosynthesis loss and maintain phloem flux (Sevanto ef al., 2014).
It has been shown that accumulation of carbohydrates improved cellular homeostasis under
drought in poplar species (Bogeat-Triboulot ef al., 2007; Cao et al., 2013; Viger et al,. 2016).
Besides, a decrease of osmotic potentials differences between source and sink organs has been
observed suggesting that solutes were accumulated in sink (Ruehr et al, 2009). Sugar
accumulation could sustain growth of young leaves before a drastic drop of photosynthesis
(McDowell and Sevanto, 2010).

Endoplasmic reticulum play a central role in growth sustaining, with Glucosidase 11
enzymatic complex (GO:0017177). This complex parts of the calnexin cycle that allows the
retention of glycoproteins into the endoplasmic reticulum (Moremen and Molinari, 2006).

This enzyme removes two glucoses linked to a glycoprotein allowing its folding (Moremen
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and Molinari, 2006; Soussillane et al., 2009). This shape is essential for protein proceeding
through the secretory pathway. For these reasons, GII is considered as a checkpoint of
glycoprotein folding quality control during deglucosilation/reglucosilation cycles (Ellgaard
and Helenius, 2003). Proline-rich glycoproteins might be accumulated during drought stress
as supported by the accumulation of glutamate 5-kinase (GO:0004349) and glutamate-5-
semialdehyde dehydrogenase (GO:0004350), enzymes involved in proline biosynthesis
(Singh Guyjjar et al., 2014). Proline-rich glycoproteins accumulation under drought conditions
could improve modifications of cell wall components (Covarrubias et al, 1995). In
consequence, they may preserve cellular structure integrity, favor interaction on cell surface
and participate to stress defenses (Kavi Kishor, 2015). Such glycoproteins have been
identified in phloem of Phaseolus vulgaris subjected to water deficit (Battaglia et al., 2007).
Proline is also commonly accumulated in Angiosperms subjected to drought (Choudhary et
al., 2005; Cocozza et al., 2010; Liu et al., 2011; Liu et al., 2015; Hamanishi et al., 2015) as
observed in phloem sap of Arabidopsis leaves subjected to water deficit (Mewis et al., 2012)
to preserve cellular homeostasis and to neutralize ROS (Szabados and Savour¢, 2010). In
addition, AMP-binding (GO:0016208) was activated in our droughted trees as already
observed in grass and sorghum subjected to water deficit (Meyer ef al., 2014; Fracasso ef al.,
2016). AMP-binding was related to energy influx, carbon use, fatty acid with acetyl-CoA (Ke
et al., 2000) and fatty acid turn-over of membrane lipids (Poirier et al., 2006; Zhu and Xiong,
2013). Inositol-3-phosphate synthase (GO:0004512), also called myo-inositol-1-phosphate
synthase is particularly expressed under our drought conditions, constituted a key enzyme in
inositol synthesis (Abreu and Aragao, 2006). This metabolism belongs to the numerous
cellular carbohydrate metabolisms found over-represented in our experiment. Overexpression
of this gene in sweet potato improved drought tolerance with an accumulation of calcium,
abscissique acid (ABA), proline and trehalose, and a decrease of H>O, concentration (Zhai et
al., 2016), suggesting a role in ROS scavenging. These results were supported by a high
activity of calcium channel (GO:0005262), calcium being an important secondary messenger
implicated in drought signaling (Bogeat-Triboulot et al., 2007; Nawaz et al., 2014).

Cellular functions of down-regulated transcripts were analyzed using GSEA (Figure
I1B). The most over-represented process was the carbohydrate transport (GO:0008643)
suggesting that transcripts related to carbohydrates metabolisms encode molecules that could
be sequestrated into veins cells such as phloem cells. In addition, endocytose activity provided
from motor activity (GO:0003774; Marks et al., 2001) in plasma membrane (GO:0046658)

was also reduced. These results corroborated the hypothesis that carbohydrates could be
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sequestrated into phloem cells and adjoining tissues in response to a decrease of osmotic
potential gradient between source and sink organs which depends on the water potential into
xylem vessels (Ruehr et al., 2009; Sevanto et al, 2014). Such solutes and carbohydrate
accumulation could increase the osmotic potential in phloem generating water movements
from xylem to phloem thereby improving phloem sap flow (McDowell 2011; Lemoine ef al.,
2013). It have been shown that the accumulation of carbohydrates could accelerate the
decrease of photosynthesis and precocious senescence (Dai et al., 1999). This was supported
by the down-regulation of transcripts involved in photosynthesis and light harvesting
(GO:0009765) occurring in thylakoids (GO:0009579).

The diversity of the functions attributed to the molecules qualified of secondary
compounds leads to controversial results. For example, terpenoids and phenolic families
concentrations are reduced or increased depending on intensity and drought speed (Yani ef al.,
1993; Blanch et al., 2009; Marchese et al., 2010; McKiernan et al., 2014; Niinemets 2015). In
addition, shikimic acid (GO:0004764; GO:0003855), precursor of secondary metabolites of
macrocarpals, lignin (Brown and Neish, 1955), amino acids (Bochkov et al., 2012) and
salicylic acid (Khan et al., 2015), was particularly down-regulated in our droughted black
poplar, as already found in Eucalyptus (McKiernan et al., 2015) and Populus balsamifera
(Hamanishi et al., 2015) subjected to water deficit. However, the direct involvement of
shikimic acid in drought responses was unfortunately not well described. The reduction of
transcription concerned annexin (GO:0005544) anchored in plasma membrane
(GO:0046658). These calcium-dependant phospholipids involved in light signaling, could
interact with MAPK signaling but their function during drought were relatively unknown
(Baucher et al,, 2012). As a consequence, carbon fixation was expected to be reduced as
proved by the decrease in photosynthesis. This result was commonly observed in droughted
plants (Thomas and Eamus, 1999; Cornic, 2000; Monclus et al., 2006; Bogeat-Triboulot et
al., 2007; Feller, 2016). Transcripts involved in secondary metabolic processes (GO:0019748)
were particularly down-regulated in our drought conditions.

The studied black poplars were strongly affected by drought with the down-regulation
of some transcripts involved in meristem initiation (GO:0010014), suggesting that growth and
development by cell differentiation were repressed. This was supported by the major function
of cellular component: replication fork (GO:0005657) essential for DNA double-strands
separation during replication. This suggested that replication and mitosis were largely
inhibited in veins of black poplars subjected to drought. In addition, transcripts related to

translation regulation (GO:0045182) were down-regulated. These results were supported by
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the decrease of shoot growth, leaf development and particular leaf anatomical modifications
affected by drought in newly formed leaves, as observed in other species (e.g. Lecoeur et al.,
1995; Berta et al., 2010; Anjum et al., 2011; Avramova et al., 2015).

A non-expected biological process emerged from our results and concerned the
Streptomycin biosynthetic process (GO:0019872). It was also activated although this
antibiotic is synthesized by Streptomycetes as Streptomyces griseus (Distler et al., 1992).
Streptomyces species were ubiquitous of a wide-range of soil types and many of them lived in
symbiosis with plants and improve nutrient assimilation of plants, their growth and their
resistance to biotic stress thanks to biosynthesis of auxin and antimicrobials compounds
(Seipke et al., 2012). Evidence of horizontal gene transfers among Streptomycetes species for
Streptomycin resistance gene were found (Tolba ef al., 2002). Finally, our results showed that
midrib transcriptome was remodeled in response to drought to promote stress signaling, cell
wall restructuration and cellular homeostasis thanks to carbohydrates and solutes

accumulation.

Common Differentially Expressed Genes of midrib and leaf blade have almost similar
expression patterns

We explored the transcriptional regulations of transcripts along the midrib and leaf
blade tissues. 11,639 differentially expressed genes (DEG) in response to drought are shared
by the two leaf compartments (Figure 2). Their expression patterns were analyzed using
Kmedoids clustering. Four significantly different clusters maximizing intra-cluster variance
were found (Figure 3). The cluster A gathered 1,854 up-regulated transcripts. Their
expression level was the highest of the four clusters with a Fold Change (Log2FC) close to
3.3 in midrib and 3.8 in leaf blade. Transcripts, which were the more down-regulated in the
two compartments (-2.8 fold in midrib and -3.7 in leaf blade), clustered together (cluster B,
2,075 transcripts). Intermediate responses were found in cluster C (4,086 transcripts),
containing relatively low up-regulated transcripts (1.2 fold in midrib and leaf blade), and
cluster D (3,614 transcripts), low down-regulated transcripts (-1.3 and -1.4 fold in midrib and
leaf blade respectively). In response to our severe drought conditions, the differentially
expressed transcripts followed similar tendencies of expression level among the two leaf
compartments. In addition, mean expression levels of common DEG were higher in leaf blade
than in midrib. Leaf blade contained numerous tissues with potential differences in their

transcriptional regulation, deserving more attention.
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Figure 4. The five most represented functional categories among Differentially Expressed
Genes found in leaf blade midrib and leaf blade of black poplar subjected to severe drought.
Relative proportion of Gene Ontology was estimated for (A) up-regulated and (B) down-
regulated transcripts. Biological process (green bars), cellular component (blue bars) and
molecular function (orange bars) were significantly over-represented (P-value < 0.05) in data
sets. Redundancy was limiting by using REVIGO software. Relative proportion of each GO
was estimated on their representation levels. The first five categories are shown.



Chapitre 111

The most up-regulated transcripts among the two compartments (Figure 4A) concerned
specific functions as quinolate biosynthesis (GO:0019805), cellular iron ion homeostasis
(GO:0006879) and aerobic respiration (GO:0009060). They were respectively related to NAD
biosynthesis involved in oxidation-reduction reactions in plastids (Katoh 2006), cofactor of
enzymes involved in electron transport mainly in thylakoids (Jain and Connolly, 2013; Vigani
et al., 2013), and energy provided mainly from carbohydrates (Lambers et al., 1998). These
modulations were common plant responses to drought to maintain energy biosynthesis
(Pinheiro and Chaves, 2011). Up-regulated transcripts were mainly related to Glucosidase II
complex (GO:0017177), involved in quality control of glycoproteins to promote their
secretion in the Golgi system.

Many of the cellular functions related to the most down-regulated transcripts (Figure
4B) referred to streptomycin biosynthesis (GO:0019872), carbohydrate transport
(GO:0008643) and starch metabolism (GO:0005982) involved in defense reactions (Seipke et
al., 2012), osmotic adjustments by keeping solutes in the midrib cells (McDowell 2011;
Lemoine et al., 2013), and a decrease of storage sugars in consequence of the reduction of
carbon assimilation and osmotic adjustment which should decrease embolism (Regier ef al.,
2009; Nardini et al., 2011; Secchi and Zwieniecki, 2011; Cao et al., 2013).

Whereas almost all DEG followed the same expression pattern, only two transcripts
highlighted leaf compartment-specific transcriptional activity during drought: 3-n-debenzoyl-
2-deoxytaxol (Potri.006G010300.1) and Class V Chitinase (Potri.006G188300.1). These
transcripts were found up-regulated (5.2 and 2.3 fold) in midrib and down-regulated (-2.1 and
-1.6 fold) in leaf blade (data not shown). Taxol biosynthesis, including a step of acyl group
transfer (GO:0016747) executed by the first molecule, is stimulated in Taxus media shoots
during a drought experiment and could be subjected to the ABA-dependant pathway
(Hoffman, 1999). Taxol and other taxanes products reduced the dynamics of the microtubules
by blocking their disassembly and impairing reorientation (Nick, 2013). This suggested that
high taxol concentration in midrib could build more stable microtubules thereby preventing
drought adaptive responses in many plant species (Nick, 2013).

Class V Chitinase responding to abiotic stimulus (G0:0009628) was up-regulated in
our experiment, as already observed in cambium and leaves of Populus species subjected to
water deficit (Berta et al.,, 2010), Cohen et al., 2010; Zhang et al., 2014) and in coffee shoots
(Mofatto et al., 2016). Such chitinase, that can be induced by ABA (Ohnuma et al., 2011),
possessed transglucosylase activity allowing transfer of glucose segments to specific target for

cell wall destruction (Kasprzewska, 2003), cellulose biosynthesis modifications (Wang et al.,
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Figure 5. The five most represented functional categories among Differentially Expressed
Genes only found in midrib of black poplars subjected to severe drought. Relative proportion
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2016) and turgor loss regulation (Bray, 2004). We suspected that in drought conditions,
chitinase V induced cell wall remodelling in midrib but not in leaf blade that could limit

collapse.

Midrib-specific transcriptional responses to drought

958 transcripts were specifically and differentially expressed in midrib: 600 were up-
regulated and 358 were down-regulated (Figure 2). Among over-represented and non-
redundant cellular functions midrib-specific up-regulated transcripts, a large part referred to
glyoxylate metabolism (GO:0046487; Figure 5A). Glyoxylate is the product of glycolate
oxidation in peroxisomes. It accumulate in droughted leaves during photorespiration (Aprile
et al.,, 2013; Chen et al., 2013). This compound was suspected to oxidize membrane lipids,
influence transcription and modify proteins (Weber et al, 2004; Kotchoni et al., 2006). In
addition, glyoxylate cycle contains three enzymes belonging to Krebs cycle, especially citrate
synthase (GO:0004108) whose products under drought favored glycerate-3-phosphate
synthesis which entered into Calvin cycle for sugar production (Nakamura and Tolbert, 1983;
Kunze et al., 2006; Allan et al., 2009). Numerous protein phosphorylations (GO:0006468)
were essential during glyoxylate cycle as supported by over-representation of this function
up-regulated transcripts. The high oxido-reductase activity (GO:0016491) and carbohydrate
metabolism (G0O:0044262) were consistent with the hypothesis of photorespiration
stimulation and the accumulation of sugars to maintain cellular homeostasis under drought.
Modifications of carbohydrate metabolism was consistent with the activation of glucoside
hydrolase (GO:0004553) in our drought conditions. This enzyme could be involved in cell
wall polysaccharide pathway, the mobilization of energy, symbiosis, signaling and secondary
metabolism (Bray 2004; Minic 2008). Some transcripts from secondary metabolism
(GO:0019748) were effectively up-regulated in midrib after drought treatment. Secondary
metabolites (such as anthocyanins, terpenes, phenols, tannins) synthesized during drought
were mainly associated with ROS scavengers, anti-oxidant and signal transducers (for
example Blanch et al., 2009; Marchese et al., 2010; Ramakrishnan and Ravishankar, 2011;
McKiernan et al., 2015; Niinemets, 2015).

High activity of transcripts involved in response to biotic stimulus (GO:0009607) can
be found in our experiment suggesting a role for symbiots, such as streptomycetes, in drought
tolerance. Fungal and bacterial symbiosis can improve osmotic adjustments, water use
efficiency, antioxidant production, or water fluxes regulations (Marjanovi¢ et al., 2005; Singh

et al,, 2011). Transcriptional changes in nucleolus (GO:0005730), using transcription and
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Figure 6. The five most represented functional categories among Differentially Expressed
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translational factors (GO:0005667, GO:0008135) and signaling through the calcium as
secondary messenger (GO:0005509) supported other transcription modifications observed in
under our drought conditions (Zhu, 2002; Conde et al., 2011; Nick, 2013).

Midrib-specific down-regulated transcripts are mainly involved in response to external
stimulus (GO:0009605), highlighting the drought effects on secretion processes, enzymes
activities or gene expressions in our drought conditions (Figure 5B). Transcripts related to
growth (GO:0016049) and development (GO:0030154) were especially down-regulated in
midrib. These results illustrated that drought may induce a decrease of cell elongation to limit
growth of leaf tissues, supporting the observed decrease of minor veins covering (Garavillon-
Tournayre, unpublished results). Nevertheless, cell death (GO:0008219) was not promote in
our drought conditions which proves that the tissues of the leaves formed during the water
stress are still functional even under severe stress.

In addition, a precocious senescence of older leaves was observed in many black
poplar genotypes, suggesting that leaf functions and regulations differed along the canopy
during drought, as supported by literature (for example Marron et al., 2002; Bogeat-Triboulot
et al., 2007; Giovannelli et al., 2007; Almeida-Rodriguez et al., 2010; Feller 2016). In the
context of severe drought, transcripts involved in reproduction process (GO:0000003) were
notably de-activated. We suspected that decreases in growth and development were supported
by the specific decline of signal transducer (GO:0004871), transcription factor (GO:0003700,
G0:0003723) and kinase (GO:0004672) activities. A great part of down-regulated transcripts
was related to endosome (GO:0005768) in our experiment. . It was commonly related to
vesicle recycling provided from endocytosis, protein degradation and internalization and

transporter activity (GO:0005215; Otegui and Spitzer, 2008).

Transcriptional responses to drought was specific to leaf blade

5,536 up-regulated and 9,042 down-regulated transcripts were specifically expressed
in leaf blade (Figure 2). Among the up-regulated transcripts (Figure 6A), the over-represented
function referred to glucosylceramide catabolism (GO:0006680), supported by
glucosylceramidase activity (G0O:0004348). This process is involved in the degradation of
membranes sphingolipids (GO:0016021), to change membranes biochemical and physical
properties (Lynch and Steponkus, 1987; Warnecke and Heinz, 2003). This metabolism is
linked to glutamate biosynthesis catalyzed by UDP-N-acetylmuramate dehydrogenase
(GO:0008762; KO:K00075). Glutamate biosynthesis was known to promote proline synthesis

in response to drought (Singh Gujjar et al, 2014) to maintain cellular homeostasis
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(Choudhary et al., 2005; Cocozza et al., 2010; Liu et al., 2015; Hamanishi et al., 2015) and
ROS scavenging (Szabados and Savouré, 2010). Regulations of water transport
(GO:0006833) were essential in leaf blade of black poplar under drought. These regulations
could be due in part to up-regulation of aquaporins (PI/P1 or NIP1, nomenclature from Lopez
et al., 2013). In addition, transcripts coding voltage-gated chloride channel (GO:0005247)
were accumulated suggesting intracellular membranes depolarization allowing anion efflux
(Ward et al., 2009). In consequence of our severe drought, leaf water content decreased that
could lead to drastic changes in cellular composition and an increase of osmotic potential
triggering hyperosmotic responses (GO:0006972). As already observed in our study, this
hyperosmotic stress was supported by membranes compositions changes, signal transducers,
calcium-dependant kinase or proline and carbohydrates accumulation (Zhu, 2002; Boudsocq
and Lauriere, 2005; Cohen et al., 2010; Krasensky and Jonak, 2012; Hamanishi et al., 2015).
In addition, we suspected that cellular detoxification and homeostasis were maintained in our
drought conditions as suggested by accumulation of transcripts related to cobalt ion binding
(GO:0050897), such as metallothioneins (Cobbett and Goldsbrough, 2002; Kohler et al.,
2004; Bogeat-Triboulot et al., 2007; Xue et al., 2008; Cohen et al., 2010), or thiosulfate
sulfurtransferase (GO:0004792), called rhodanese (Bordo, 2002). These molecules could be
stabilized as suggested by upregulation of transcripts related to protein repair (GO:0030091).
They are protected by (LEA). This mainly referred to late embryogenesis abundant transcripts
that avoid their degradation under dry conditions (Todaka ef al., 2015). The transcripts are
commonly up- and down-regulated either in our drought conditions (Garavillon-Tournayre
unpublished results) or literature (Caruso et al., 2002; Bogeat-Triboulot et al., 2007; Timperio
et al., 2008; Bae et al, 2009). We suspected that in dry conditions, structural stability of
mesophyll cells was reduced whereas cytoplasm viscosity was increased in response to the
increase of osmotic potential. Surprisingly, transcripts related to mitotic sister chromatid
cohesion (GO:0007064) with cohesin core heterodimer (GO:0008280) were particularly up-
regulated in drought conditions, implying mitosis perpetuation in leaf blade despite the
observed low growth and development. Chromatid bounds could be stabilized thanks to
microtubules synthesis which maintained cellular structure in hyperosmotic stress (Komis et
al., 2002; Liu et al., 2013; Nick 2013).

Leaf blade specific down-regulated transcripts (Figure 6B) referred mainly to
cytokinin signaling pathway (GO:0009736) that commonly reduced growth and development,
increased ABA sensing and leaf senescence and preserved cell membrane integrity, (Hwang

et al., 2012; Griffiths et al., 2014). This development inhibition was reinforced by the down-
-136-






Chapitre 111

regulation of transcripts related to anatomical structure development (GO:0048856), spindle
(GO:0005819) and RNA polymerase complex (GO:0031379). Similar development
modulations were observed on shoots such as a decrease of stem longitudinal growth and leaf
development during drought. In addition, transcripts implied in cellulose synthesis, the major
compound of cell wall (GO:0005618, GO:0048046), or in mannan synthase activity
(GO:0051753; Suzuki et al., 2006; Mellerowicz and Sundberg, 2008; Davis et al., 2010;
Verhertbruggen et al., 2011) were also down regulated . Cell wall structure could be also
modified by a reduced pectinesterase activity (G0O:0030599), which could be related to the
loss of pectin in dicot cell wall (Micheli, 2001; Houston et al., 2016). Threonine metabolism
(GO:0006566) was particularly deactivated in leaf blade, as already observed in Populus
balsamifera (Hamanishi et al, 2015) and was commonly assimilated to isoleucine
homeostasis (Joshi et al., 2010). Isoleucine was accumulated in the chloroplast under drought
conditions (Joshi and Jander 2009) and was implied in stress signalling to regulate
transcription and used as substrate for proteins synthesis (Nambara et al, 1998).
Transcriptional repression of ammonium transmembrane transport (GO:0072488) was
observed during drougt stress. We suspect that in black poplar leaves subjected to drought
nitrate reductase activity could be reduced. This enzyme is well known to reduce nitrate into
ammonium to produce glutamate (Hsiao, 1973; Foyer ef al., 1998; Lawlor 2002). In addition,
repression of plasma membrane channels, referring to ionotropic glutamate receptor
(GO:0004970) was observed. This glutamate receptor channel is susceptible to transport
general ions or amino acids and could act as a nitrogen status regulations signal and a sensor
of environmental cues (Davenport 2002; Forde and Roberts, 2014). Triterpenoids are
secondary metabolites which came from the squalene epoxidase activity (GO:0004506;
Fukushima et al.,, 2011). This specific down-regulation, already observed in poplar species
subjected to water deficit (Berta et al., 2010; Cohen et al., 2010), suggested a decrease in
membrane sterols, brassinosteroids and cuticular waxes production (Fukushima et al., 2011;
Ramakrishnan and Ravishankar, 2011; Singh and Sharma, 2015).

Other inhibited transcripts of leaf blade are particularly interesting, because they
referred to bacterial responses (GO:0009617). Bacteria can promote plant growth using
phytohormones production, nitrogen fixation or iron fluxes but also improve drought
tolerance of plant, as observed for tomato and pepper (Mayak et al., 2004), pea (Belimov et
al., 2009) and poplar (Wang et al, 2014). We suspected that in our experiment, severe
drought could modify the molecular exchanges between plants and symbiotic bacteria and

limit benefits of their interaction for plant growth and water deficit tolerance.
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Figure 7. Differentially expressed (Log2 Fold Change) aquaporins genes in leaf blade and
midrib of black poplar subjected to severe drought. Significant drought effect detected by
Dseq2 for FDR = 0.1%0 was indicated using a star. Alternative transcripts results were
presented. Aquaporins nomenclature provided from Lopez ef al. (2013).
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Aquaporins were differentially expressed under drought according to leaf tissue

Soil water deficit induced fluctuations in membranes permeability that could maintain
cellular homeostasis, as suggested by our results and literature. Aquaporins constituted well-
known channels involved in membrane permeability to water and small molecules in plants
(Preston et al., 1992; Maurel ef al., 1993; Chaumont et al., 2000). Previous studies showed
their tissue-specific transcriptional regulations into leaves under well-watered conditions, with
high accumulation in expanding tissues such as cambium (Tyerman et al., 2002; Berta et al.,
2010) or at the end of the elongation zone (Hachez et al., 2008). Results showed abundance of
PIPI and PIP2;1 in mesophyll cells of rice leaf blade (Sakurai et al., 2008), suggesting that
aquaporins localizations depends on species and on plant physiological status (Maurel et al.,
2015). In our transcriptional data set, all aquaporins subfamilies transcripts except XIP (53
transcripts related to PIP, TIP, SIP, NIP) were expressed in midrib and leaf blade. This
suggests that XIP genes were not or weakly expressed in black poplar leaves.

Three aquaporins genes (PIP1;2, SIP1;1 and SIP2;1) were differentially expressed in
midrib in response to drought (Figure 7). PIP1,2 transcripts were up-regulated whereas the
others were down-regulated. Over-expression of PIPI;2 has previously been described in
Populus simonii x balsamifera (Almeida-Rodriguez et al., 2010) droughted plants. Tissue-
specific transcriptional regulation of aquaporins has been shown in Arabidopsis leaves
subjected to xylem ABA perfusion, with aquaporins repression in bundle sheath cells and no
transcription changes in mesophyll cells (Shatil-Cohen et al, 2011). These results
encountered our findings because the three aquaporins (PIP1;2, SIP1;1 and SIP2;1) have the
same expression pattern in midrib and leaf blade. Our findings suggested that no aquaporins
genes were specifically differentially expressed in midrib. However, eight genes encoding
aquaporins (PIPI;1, NIP1;1, NIP1;2, NIP3,3, PIP2;4, TIP1,3, TIPI,;4 and TIP1,;7) seemed to
be regulated specifically in leaf blade (Figure 7). High expression of PIPI;2 in midrib and
leaf blade under drought could favor embolism refilling and could be a crucial contributor in
leaf water transport, as observed in Arabidopsis (Prado et al., 2013). This role is reinforced by
the PIP1 expression in poplar (Secchi and Zwieniecki, 2010; Secchi and Zwieniecki, 2014)
and Arabidopsis stems (Martre, 2002). In addition, PIP] expression can improve mesophyll
conductance and carbon assimilation in tobacco leaves under salt stress conditions (Sade et
al., 2014), a treatment that mimics partially drought stress with common hyperosmotic
responses. Down-regulations of PIP2 and TIP aquaporins isoforms in leaf blade were
associated with intracellular trafficking (Zhang et al., 2011; Hachez et al., 2013; Luu and

Maurel, 2013; Chevalier and Chaumont, 2015) thereby limiting water fluxes and loss through
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membranes (Cochard et al., 2006; Hachez et al., 2008). Functions of aquaporins isoforms S/P

and NIP were not well-understood in drought conditions and deserved further analysis.

Conclusions

Leaf blade and midrib transcriptomes of Populus nigra subjected to severe drought
were compared to identify tissue specificities to cope with water deficit. Around 20% of the
whole midrib transcriptome was modulated in response to severe drought compared to the
41% in leaf blade. Cellular functions modified under drought suggested a signal transduction,
membrane reorganization, cellular homeostasis maintaining and the activation of
carbohydrates metabolisms. Differentially expressed transcripts common to leaf blade and
midrib followed similar patterns. However, many DEG were tissue-specific with 958
transcripts only differentially expressed specifically in midrib and 14,578 transcripts in leaf
blade. Functions associated with tissue-specific transcripts revealed that transcripts related to
glyoxylate metabolism were specifically activated in midrib in association with carbohydrate
metabolism, calcium mediated signal transduction, transcription regulator and secondary
metabolism. Vesicular transports and endocytosis were particularly repressed in midrib, with
only three differentially expressed aquaporins, suggesting that intra- and extra-cellular fluxes
were limited in midrib although they were essential in leaf blade responding to drought. Our
results supported the idea that solutes and carbohydrates were accumulated and sequestrated
in midrib to increase osmotic potential differences between tissues and to promote minimum
phloem and xylem fluxes. In contrast, leaf blade developed specific drought responses using
high cellular transport activities, membranes and wall structure modifications and
hyperosmotic responses, and repressed transcripts related to photosynthesis activity. These
modifications prevent cellular dehydration and membranes degradation caused by
plasmolysis. Our results showed that phenotypic drought responses were sustained by
transcriptional regulations specific of leaf compartments. Microdissection of leaf tissues could
bring better indication of molecular regulations and the role of each cell type under drought,

especially using a progressive drought kinetic.
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Supplementary data

Supplementary Table 1. Quality of reads obtained by RNAseq on midrib of droughted (D) and
well-watered (WW) Populus nigra. Reads provided from each sample were sequenced,
cleaned, aligned and mapped on Populus tricocarpa transcriptome. The rate of reads removed
after cleaming steps and the rate of reads mapped were given. Means of these data were

avaiblable in the last raw.

Reads Reads Reads Reads
Samples Treatment Se(rllel:g:ed number number removed mapped
after clean mapped (%) (%)

1 D 31297766 31270462 25840535 0,09% 82,64%
12 D 40784240 40742712 34458475 0,10% 84,58%
13 D 24894792 24845884 20268 031 0,20% 81,58%
16 D 27711 118 27675592 22 662 363 0,13% 81,89%
24 D 28037 732 27992538 23227262 0,16% 82,98%
25 D 28915750 28 844 774 23 971 806 0,25% 83,11%
3 D 32620340 32588388 27106 164 0,10% 83,18%
33 D 36544336 36463492 30222432 0,22% 82,88%
38 D 31804806 31621384 25927470 0,58% 81,99%
42 D 29740484 29 684 856 24 527 282 0,19% 82,63%
6 D 38649824 38610352 32182756 0,10% 83,35%
9 D 33327336 33288290 28093326 0,12% 84,39%
10 wWWwW 36719008 36 086490 30370269 1,72% 84,16%
18 wWWwW 24399850 24356214 20190373 0,18% 82,90%
23 WW 32402650 32358326 27127795 0,14% 83,84%
26 WW 36727 758 36 680442 30353 520 0,13% 82,75%
29 WW 34456424 34056480 28779492 1,16% 84,51%
30 WW 29 888522 29814788 24710 664 0,25% 82,88%
31 WW 28 026 884 27995816 23 536 457 0,11% 84,07%
4 WW 35611256 35546940 30561116 0,18% 85,97%
41 WW 34102048 34025716 28724115 0,22% 84,42%
43 WW 30469578 30369564 25753943 0,33% 84,80%
44 WW 32304930 32270006 27 109 564 0,11% 84,01%

7 AV 36 813940 36720752 30908 251 0,25% 84,17%

Mean 32343807 32246260 26942227 0,29% 83,49%
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De nombreuses ¢études ont porté sur la caractérisation de la plasticité des traits
phénotypiques des especes dans leur environnement de croissance et dans des milieux a fortes
contraintes environnementales a différentes échelles. Les techniques de séquencage a haut
débit permettent maintenant d“explorer la régulation de 1“ensemble du patrimoine génétique
d“une espece. Il est alors possible d“identifier des portions de chromosomes impliqués dans la
régulation des traits phénotypiques (QTL) ou d“¢tudier les modifications de 1“accessibilité des
promoteurs des geénes (épigénétique) en lien avec la plasticité adaptative des traits
phénotypiques. Cependant, malgré ces progres, la régulation de la plasticité phénotypique est
encore une boite noire et la plasticité¢ des réponses moléculaires largement sous utilisée. Une
approche pluridisciplinaire et intégrative a été utilisée dans cette thése, en se basant sur le
degré de plasticité du transcriptome foliaire quantifi¢ pour la premicre fois, pour explorer la
plasticité¢ des réponses phénotypiques et transcriptionnelles de génotypes de peuplier noir

répondant a une carence hydrique.

1. La plasticité des réponses phénotypiques et la stratégie écologique des

peupliers en réponse au déficit hydrique

Une premiére étude exploratoire a permis de déterminer la gamme de variation des
réponses du peuplier noir au déficit hydrique (Chapitre I). Pour cela, 14 jeunes génotypes de
peuplier noir, provenant de différentes rypisilves frangaises, ont été soumis a un déficit
hydrique progressif atteignant un niveau d“intensité élevé. Le phénotypage de chaque
génotype a €té réalisé sur la base de traits physiologiques, de croissance et de développement.
Ces mesures ont permis d“estimer les degrés de plasticité des traits de chaque génotype et de

les confronter a la stratégie de réponse globale (tolérance ou évitement) des génotypes

1.1. Lastratégie de réponses a la carence hydrique progressive jusquasévere

varie en fonction des génotypes de peuplier noir

Le peuplier noir est une espece pionni¢re et mésohygrophile qui posseéde une vaste
répartition en Europe. Cette amplitude de localisation semble suggérer une certaine variabilité
de sa capacité de réponse en conditions environnementales fluctuantes (Bazzaz, 1979;

Rameau et al., 1989). La plasticité des réponses phénotypiques est une composante essentielle
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de la survie des especes dont la vitesse de migration ne serait pas assez rapide face aux
changements climatiques, ce qui les confronterait indubitablement a des conditions
environnementales non favorables a leur croissance. Les ajustements de la physiologie et de la
croissance mesurés chez les génotypes de peuplier noir suivent les mémes tendances que les
observations de nombreuses autres études et se rapprochent majoritairement d“une stratégie
d“évitement du stress hydrique. Cependant, un gradient de différence de réponses
phénotypiques se dessine parmi les génotypes étudi€s soumis a un stress hydrique progressif
(Figure 3 p 67 et Figure 4 p 68). Dans notre étude, un des génotypes se distingue des autres
par une faible diminution du potentiel hydrique foliaire et 1“absence d“abscission précoce des
feuilles qui font de lui un génotype plus tolérant que les autres a une sécheresse intense, mais
de courte durée. Ces réponses ont pu étre observées chez d“autres espéces de peuplier en
conditions de sécheresse (Monclus et al, 2006; Regier et al., 2009; Cocozza et al., 2010;
Barchet et al., 2013; Cao et al, 2013; Hamanishi et al, 2015). Les caractéristiques
climatiques de 1“environnement d“origine d“une espece laisseraient présager de la stratégie de
réponses a la carence hydrique de 1“espéce étudiée, ce qui n“est pas forcément le cas du
peuplier noir se développant sur des terrains globalement humides (Rameau ef al., 1989).
Toutefois, bien que 1“habitat du peuplier noir soit globalement humide voir inond¢, il peut
¢galement €tre soumis a certains moments de [“année a des sécheresses importantes. Il ne faut
pas oublier non plus le caractére pionnier de 1“espece sur substrat sec comme décrit dans la
littérature (Rameau et al., 1989). Enfin, la diversité génétique de cette espeéce constitue un
atout accroissant son potentiel de survie grace a des génotypes plus ou moins sensibles au

manque d“eau.

1.2.  Le niveau de plasticité du phénotype dépend du génotype et des

stratégies de réponses

Le degré de plasticité d“un trait peut étre estimé par des normes de réactions ou par des
indices. La méthode utilisée dépend de 1“objectif de 1“éude et du plan expérimental
(Valladares et al., 2006). L utilisation du Relative Distance of Plasticity Index (Valladares ef
al., 2006) estimant le niveau de plasticité des traits phénotypiques posseéde de nombreux
avantages. En effet, la variabilité de chaque individu (un clone d“un génotype dans notre cas)
est intégrée dans le niveau de plasticité et la pondération de cet indice permet de confronter
les niveaux de plasticité entre traits et groupe d“individus étudiés (les génotypes dans notre
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cas). Notre ¢tude a montré la spécificité génotypique du niveau de plasticité de deux traits
mesurés : 1) le potentiel hydrique foliaire de base et 2) 1“évolution du nombre total de feuilles
traduisant la sénescence foliaire. Ces résultats complétent les connaissances actuelles sur la
plasticité des traits dans un environnement ou la disponibilité en eau est limitée, en montrant
que le potentiel hydrique foliaire de base est le trait mesuré le plus plastique. Un gradient de
plasticité phénotypique a été identifié entre génotypes (Figure 5 p 68 et Tableau 3 p 69)
comme cela a déja pu étre montré chez différentes especes de peuplier pour des traits
d“anatomie foliaire (Bizet et al., 2014; Guet et al., 2015). Notre étude a démontré que le
génotype le plus tolérant au stress hydrique possédait la plus faible plasticité phénotypique,
comme cela a aussi ét€ montré chez Quercus coccifera et Pinus Halepensis (Baquedano et al.,
2008). La relation entre stratégie de réponse a un stress et niveau de plasticité phénotypique
est difficile a établir, car les réponses des génotypes dépendent entre autre de la pression de
sélection du milieu d“origine (Valladares et al., 2007). Certains auteurs font I*“hypothése qu“un
génotype adapté a un environnement fortement prédictible associé a une faible pression de
sélection, posséde une faible plasticité de réponse a un éveénement non-prédictible
bouleversant 1“équilibre de son milieu (Henry et Aarssen, 1997; Valladares et al., 2005;
Ghalambor et al., 2007; Willis ef al., 2008; Reed et al., 2010). Dans le cas ou le déséquilibre
est de courte durée et réversible, ce faible niveau de plasticité constituerait un avantage pour
le génotype considéré puisque les ressources €énergétiques seraient utilisées, non pas pour
générer des modifications de métabolisme, mais pour permettre la poursuite de la synthése de
biomasse (Valladares et al., 2000). Cette stratégie peut se révéler risquée sur le long terme,
car les plantes qui n“ajustent pas leurs traits physiologiques en réponse a une modification
environnementale sont trés proches de leurs marges de sécurit¢ hydraulique et carbonée
(McDowell et al., 2008). Les dommages encourus par la plante peuvent donc étre mortels. A
I“inverse, le gaspillage d“énergie dans un ajustement extréme des traits phénotypiques
génererait une forte plasticité non-essentielle au maintien du génotype dans le milieu et
néfaste a la valeur sélective de 1“individu (Alpert et Simms, 2002; Steinger et al., 2003).
Finalement, la stratégie de réponse a une modification environnementale et le niveau de
plasticit¢ phénotypique sont dépendants de 1“évolution des especes, des interactions
récurrentes entre génotype et environnement, de 1“équilibre des conditions environnementales
(Willis et al., 2008; Hargreaves et al., 2014; Early et Sax, 2014; Dalmaris ef al., 2015) et de
I“interaction entre organismes (Early et Sax, 2014; Bradley et al., 2015; Parmesan et Hanley,
2015). Ces résultats exploratoires ont permis de caractériser la stratégie de réponse et le

niveau de plasticité phénotypique de chaque génotype de peuplier noir en carence hydrique.
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2. Laplasticité transcriptionnelle dépend du génotype et est en lien avec la

plasticité phénotypique d“un génotype donné

La diversité de stratégies de réponses et de niveau de plasticité phénotypique identifiée
parmi les génotypes de peuplier noir ¢étudiés suggere une diversit¢ des régulations
moléculaires mise en place au cours de la sécheresse. Nous avons choisi de nous focaliser sur
les régulations transcriptionnelles du limbe foliaire (la feuille sans la nervure principale) en
réponse a une carence hydrique, en raison de ses roles clés dasn la transpiration et la fixation
de carbone par la photosyntheése (Chapitre II). Nous avons également quantifié le niveau de
plasticité moléculaire en utilisant le RDPIL. Pour cela, six génotypes, identifiés au préalable
comme présentant des réponses phénotypiques différentes et une plasticité de leurs réponses
phénotypiques a la carence hydrique (Chapitre 1), ont été soumis a un déficit hydrique
progressif atteignant un seuil sévere.

La stratégie de réponse des génotypes au déficit hydrique sévere est cohérente avec les
résultats de la premicre expérimentation. Les génotypes ne se distinguent pas par rapport a
leurs réponses phénotypiques précoces a la carence hydrique. En revanche, un gradient de
réponses phsiologiques, de croissance et de développement semble les distinguer au
maximum du déficit lorsque le niveau de stress est sévere (Figure 1 p 93). Cette spécificité de
réponse phénotypique observée chez d“autres génotypes de peuplier noir (Marron et al., 2003;
Regier et al, 2009; Larcheveque et al., 2011; Viger et al, 2016) suggére, dans notre
expérimentation, une stratégie évitante de cinq génotypes et une stratégie tolérante du dernier
génotype tel que définit précédemment. Le génotype le plus tolérant au déficit sévere dans la
premiére expérimentation possede le méme comportement dans la deuxieme. De méme, les
cinq autres génotypes restent plutdt évitants au déficit sévere. Nos résultats montrent que
1“évolution des réponses physiologiques (des potentiels hydriques, de la conductance
stomatique, de 1“assimilation carbonée) est commune aux six génotypes testés pendant le

stress hydrique.

2.1.  Le transcriptome foliaire est fortement modifi¢ en réponse a un déficit

hydrique sévere

Les régulations des traits phénotypiques sont soutenues par un important remaniement

du transcriptome foliaire. L“é&ude RNAseq du transcriptome du limbe des peupliers noirs
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soumis a un déficit hydrique révele que prés de 41% des transcrits se trouvent
différentiellement exprimés. Une telle variation du transcriptome atteste du role fondamental
de la régulation de I“hydratation foliaire dans le fonctionnement cellulaire, comme cela a été
identifi¢ chez d“autres espéces de peupliers (Cossu et al., 2014; Tang et al., 2015). Parmi les
modifications du transcriptome foliaire identifiées dans notre étude (Figure 2 p 96), certaines
ont pu étre mises en évidence chez d“autres especes répondant au stress hydrique (e.g.
Bogeat-Triboulot ef al., 2007; Hamanishi et al., 2010; Cossu et al., 2014; Tang et al., 2015;
Pucholt et al., 2015). 1l s agit notamment de transcrits connus pour étre sollicités au cours
d“une sécheresse et impliqués dans la transduction du signal, le maintien de 1“homéostasie
cellulaire, la régulation de la transcription, la détoxication de molécules réactives et la stabilité
des macromolécules (Golldack ef al., 2014; Singh et Laxmi, 2015). En revanche, nos résultats
montrent une régulation importante des voies permettant le transport intra- et extra-cellulaire
et la modification des propriétés membranaires. Ceci pourrait étre dii @ une acclimatation de la
feuille a I“intensité sévere du déficit hydrique. Nos résultats suggerent que 1“homéostasie et
I“intégrité¢ cellulaire sont garanties par un profond remodelage du transcriptome foliaire
s“effectuant de facon concomitante avec une réduction de la croissance et du développement

des peupliers noirs en carence hydrique sévere.

2.2.  Les transports cellulaires sont finement régulés en réponse au déficit

hydrique par les aquaporines et la voie de transport vésiculaire

Les aquaporines sont des canaux protéiques transmembranaires connus pour leur
intervention dans la régulation des flux d“eau foliaires (Soto et al., 2012; Perez Di Giorgio et
al., 2014; Chaumont et Tyerman, 2014; Maurel et al., 2016). L“activité de ces canaux peut
étre modulée en partie grace a la régulation du niveau d“expression des genes codant ces
aquaporines ou par la régulation des molécules intermédiaires favorisant leur transport
cellulaire (Tornroth-Horsefield ef al., 2010; Hachez et al., 2013; Maurel et al., 2015). Le géne
codant [“aquaporine PIP1;2 est le plus sur-exprimé dans nos conditions expérimentales
(Figure 3 p 99), alors que la plupart des autres isoformes d“aquaporines identifiées (PIP, TIP,
NIP et SIP) sont sous-exprimées. Ceci souligne une fois de plus [“intrét de ces canaux
protéiques dans la régulation des flux hydriques et de petites molécules (Chaumont et
Tyerman, 2014; Maurel et al., 2015). Malgré la difficulté d“attribuer un réle a chaque
isoforme a partir de la littérature, nous émettons 1“hypothése que la sur-expression des
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aquaporines PIP1;1 et PIPI;2 permettrait de moduler la perméabilit¢ membranaire (Gaspar,
2003; Fetter, 2004; Sade et al, 2014; Wang et al, 2016) et favoriserait la réparation de
I“embolie (Secchi et Zwieniecki, 2010). Les autres isoformes d“aquaporines PIP1 et PIP2
contribueraient au transport du CO,. La fermeture des stomates induirait une diminution de la
concentration en CO, ce qui se répercuterait sur 1“expression des geénes codant ces
aquaporines (Otto et al., 2010; Secchi et Zwieniecki, 2013; Kaldenhoff et al., 2014; Zhao et
al., 2016). De plus, la répression de la transcription des génes codant les isoformes PIP2 et
TIP pourrait provoquer la diminution des flux d“eau extra-cellulaires grace a la rétention
d“eau dans la vacuole et dans le cytoplasme afin de limiter la déshydratation cellulaire
(Cochard et al., 2006; Hachez et al., 2008; Cocozza et al., 2010).

La régulation de la transcription des aquaporines est souvent associée a leur
internalisation cellulaire au sein de vésicules spécifiques permettant un arrét rapide de leur
transport (Luu et Maurel, 2013; Chevalier et Chaumont, 2015). Nous avons donc explor¢ le
niveau de régulation des transcrits participant a la voie de transport de molécules du réticulum
endoplasmique vers la membrane plasmique. Le transport des molécules du réticulum
endoplasmique vers le Golgi est assuré a la suite de leur reconnaissance par les sous-unités
Sec (Chevalier ef al., 2014; Paul et al., 2014), puis sont sécrétées grace a des vésicules de
transport VAMP dans la membrane cible (Zhang et al., 2011; Hachez et al, 2013). Les
syntaxines végétales SYP favorisent la fusion de la vésicule avec la membrane cible afin
d“ancrer la molécule dans la bicouche lipidique (Peer 2011; Besserer et al., 2012; Hachez et
al., 2014). Des transcrits relatifs a ces trois classes de génes sont différentiellement exprimés
lors du déficit hydrique chez le peuplier noir, en particulier les transcrits codant les SYP121 et
des VAMP7 qui pourraient interagir avec les aquaporines (Figure 3 p 100). De plus, ces
transcrits pourraient jouer un role fondamental dans la stabilisation de la membrane
plasmique, dans la communication avec la paroi (Ebine et Ueda, 2015) et dans les régulations
de I“homéostasie cellulaire (Uemura et al., 2004; Leshem et al., 2010; Besserer et al., 2012;

Hachez et al., 2013) en réponse au stress hydrique sévere.

2.3. Laplasticité transcriptionnelle est spécifique du génotype

La plasticité transcriptionnelle a 1“échelle du génome entier a été évaluée en utilisant
I“indice de plasticit¢ RDPI (Valladares et al., 2006). A notre connaissance, il s“agit de la

premicre analyse de ce genre qui ait €té menée. Aucune corrélation n“a été identifiée entre la
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plasticité et le niveau d“expression des transcrits ce qui signifie que la régulation de la
plasticité transcriptionnelle des génes ne dépend pas de leur niveau d“expression en condition
d“irrigation optimale ou déficiente en eau. En d“autres termes, le transcrit le plus plastique
n“est pas obligatoirement le plus exprimé et inversement, quelles que soient les conditions
environnementales. Nous avons observé que le degré de plasticité transcriptionnelle moyen
¢tait dépendant du génotype. Comme cela a été le cas pour le niveau de plasticité
phénotypique (Chapitre I), nous avons observé un gradient de plasticité au sein des six
génotypes testés. Le génotype présentant la plus faible plasticité phénotypique et la plus
grande tolérance au déficit hydrique court et sévere, posséde aussi la plus faible plasticité
transcriptionnelle moyenne. Les génotypes les plus évitants possédent de fortes plasticités
phénotypiques et transcriptionnelles pour un méme niveau de stress évalué a partir du
potentiel hydrique foliaire de base. Cependant, aucune corrélation significative n“a pu étre
¢tablie entre ces plasticités parmi les génotypes testés. Le niveau de plasticité du génotype le
plus tolérant étant faible, 1“utilisation des ressources permettant 1“agustement de ses traits
physiologiques devrait étre la moins colteuse que pour les autres génotypes (DeWitt et al.,
1998; Steinger et al., 2003; Valladares et Niinemets, 2008). Ceci suggere que les faibles
plasticités transcriptionnelle et phénotypique pourraient étre bénéfiques en réponse a une

sécheresse intense et de courte durée chez le génotype de peuplier noir le plus tolérant.

2.4. Des genes associé€s a des fonctions cellulaires précises possedent une

plasticité transcriptionnelle spécifique des génotypes

Parmi les expressions de génes les plus plastiques, 3 800 ne sont pas communs aux six
génotypes. Ceci indique que la variabilité génétique des génotypes (une fois de plus supposée)
semble influencer la régulation de la plasticité transcriptionnelle. Dans ce cas, identifier les
sources de variation génétique, comme les SNP, permettrait de localiser des sites de
régulations de la plasticité transcriptionnelle. Le génotype le moins plastique et le plus
tolérant a la sécheresse présente une forte plasticité pour les transcrits relatifs a [“ensemble de
la machinerie impliquée dans la fixation du carbone et le transport de messagers secondaires
(Figure 5 p 102). En revanche, a un niveau de stress équivalent mesuré a 1“ade du potentiel
hydrique foliaire de base, le génotype le plus plastique et le plus sensible, dit évitant, a la
carence hydrique présente une forte plasticité des transcrits intervenant dans des voies de
régulations génomique et transcriptionnelle ainsi que dans la sensibilité aux hormones. Parmi
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les transcrits les moins plastiques, 5 531 sont spécifiques des génotypes. Le génotype le moins
plastique présente la plus faible plasticité pour les transcrits associés au métabolisme du
glucose, alors que le génotype le plus plastique présente une faible plasticité transcriptionnelle
associée au métabolisme des carbohydrates et au transport vacuolaire. Ces résultats suggerent
que la régulation du métabolisme des carbohydrates est différente entre génotypes ce qui
serait crucial dans la spécificité de réponses des génotypes au manque deau (Jarzyniak et
Jasinski, 2014).

Afin d“¢tudier la variabilité des réponses moléculaires liée a la régulation des flux
d“eau, nous nous sommes intéressés au niveau de plasticité des transcrits responsables des
flux hydriques, de petites molécules non chargées et des transports cellulaires. La plasticité de
I“expression de six génes codant des aquaporines (PIP1;2, PIP2;4, TIP1;3, TIP1;7, NIP1;1 et
NIP1;2) et celle de deux genes de la voie de transport vésiculaire (SYP5 et Sec24) sont
significativement dépendantes du génotype. Le niveau de plasticité de ces transcrits est fort
pour les génotypes ayant une plasticit¢ de réponses physiologiques importante et les plus
sensibles, ou évitants, a la sécheresse. En revanche, le génotype le plus tolérant, dont la
plasticité des traits physiologiques est la plus faible, présente une plasticité transcriptionnelle
faible pour ces transcrits.

Ces résultats montrent que malgré des modulations communes de “expression
différentielle des geénes, le niveau de plasticité transcriptionnelle reste spécifique du génotype.
Ceci suggére que le niveau d“expression et la plasticité des transcrits seraient sous contrdle de
mécanismes de régulation différents. Enfin, le degré de plasticité transcriptionnelle étant

spécifique du génotype, le colit de cette plasticité semble hétérogene parmi les génotypes.

2.5. Laplasticité des traits phénotypiques peut étre associée a la plasticité de

I“expression de groupes de génes

Les plasticités phénotypique et transcriptionnelle semblent corrélées comme cela a pu
étre identifié par les études épigénétiques et QTL (Fabbrini ef al., 2012; Han et Wagner, 2014;
Alsdurf et al., 2016; Thomas et al., 2016). Nous avons cherché a identifier les processus

biologiques dont la plasticité est corrélée avec celle des traits phénotypiques.
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Les corrélations entre les plasticités de certains traits phénotypiques et
transcriptionnelles sont identiques parmi les génotypes. Ceci pourrait étre expliqué par un
mécanisme de perception du signal environnemental relativement conservés au sein de
I“espece, alors que la régulation du degré de plasticité resterait spécifique du génotype. Les
plasticités de trois traits phénotypiques relatifs a la croissance longitudinale, la physiologie
foliaire (la conductance stomatique) et 1“anatomie foliaire (la couverture de la nervure
principale) sont fortement corrélées a des voies métaboliques rassemblant au total 681
transcrits (Figure 6 p 104). La plasticité de la conductance stomatique est corrélée a celle des
transcrits impliqués dans les stimuli endogenes, la protéolyse et le développement floral et
négativement corrélée a la plasticité des transcrits PIP1;2. La plasticité des transcrits liés a la
protéolyse, a la croissance et a I“homéostasie cellulaire est corrélée a celle de la croissance
longitudinale. La plasticit¢ de la couverture de la nervure principale est essentiellement
corrélée a celle des transcrits de 1“homéostasie cellulaire, puis de la modification protéique, du
transport et de la signalisation. Les transcrits TIP2 ;1, connus pour intervenir dans la
régulation des conductances hydrauliques foliaire et stomatique (Pou et al., 2013), sont
négativement corrélés avec la couverture de la nervure principale. Il semble que la régulation
de 1“gustement osmotique et 1“anatomie foliaire évoluent conjointement, en conditions
hydriques limitantes (Cutler et al, 1980; Bosabalidis et Kofidis, 2002; Harb et al,
2010;Tosens et al., 2012; Galmés et al., 2013).

Finalement, 1“analyse du transcriptome complet de feuilles développées au cours de la
carence hydrique indique un bouleversement des régulations menant a une restructuration
profonde du fonctionnement cellulaire dans le but de maintenir 1*hydratation et [“intégrité des
tissus. Les mécanismes de régulation de la plasticité¢ semble également relativement conservés
chez le peuplier noir, avec une conservation des corrélations entre plasticité des traits
transcriptionnels et phénotypiques entre génotypes. En revanche, 1“exploration de la plasticité
transcriptionnelle indique que le degré de plasticité de 1“expression des geénes est spécifique
des génotypes. Ces résultats suggerent qu il existerait deux grands groupes de genes : les
genes activant la réponse physiologique aprés perception du signal environnemental et ceux

déterminant le degré de plasticité (Thomas et al., 2016).
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3. Les réponses transcriptionnelles sont différentes entre nervure principale

et limbe

L“analyse des régulations transcriptionnelles des feuilles et des racines de différentes
especes végétales répondant a un déficit hydrique révélent une expression spécifique de
I“organe (Cohen et al., 2010; Ksouri et al., 2016; Rattanakon et al., 2016; Xue et al., 2016).
Les organes comme les tissus possédent une fonctionnalité qui leur est propre. Dans le cadre
de 1“&ude des réponses physiologiques, nous avons étudié pour la premicre fois le
transcriptome de la nervure principale de la feuille chez Populus nigra répondant a un déficit
hydrique sévére (Chapitre III). Afin d“identifier la spécificité de régulation, le transcriptome

de la nervure a été comparé au transcriptome du limbe (Chapitre I1T).

3.1.  Le transcriptome de la nervure principale est modulé en réponse au

déficit hydrique

La nervure principale est composée de plusieurs tissus (xyleéme, phloéme et gaine
périvasculaire). Nous avons observé que les nervures principales répondent au déficit
hydrique par une régulation de 20% de leur transcriptome. Cette régulation est deux fois
moins importante que celle observée dans le limbe, celui-ci contenant également plus de
tissus caractérisés par des fonctionnalités différentes (comme les parenchymes, 1“éiderme,
les nervures d“ordre supérieur a 2, les stomates). L“¢ude des GO des 6 552 transcrits sur-
exprimés spécifiquement dans les nervures a montré leur implication dans de nombreux
processus biologiques (Figure 1 p 128). Ces processus biologiques sont communément
identifiés dans les réponses au stress hydrique, comme la transduction de signal par 1“acide
nitrique (Gupta et al., 2011; Vanlerberghe, 2013), la restructuration des membranes au travers
de la production d“acides gras par 1“acétyl-CoA (Ke et al., 2000; Lin et Oliver, 2008; Xiao et
Chye, 2011), I“homéostasie cellulaire par les ions ferriques (Morrissey et Guerinot, 2009; Jain
et Connolly, 2013; Vigani et al., 2013) et les prolines (Choudhary et al., 2005; Cocozza et al.,
2010; Mewis et al., 2012; Liu et al., 2015; Hamanishi et al., 2015) et le métabolisme des
carbohydrates (Hare et al., 1998; Rosa et al., 2009; Krasensky et Jonak, 2012). Nos résultats
confirment qu“un faible potentiel hydrique s“accompagne d“une fermeture stomatique et d“un
flux de seve brute dans le xyleme fortement réduit. Sachant que les flux de fluides du xyléme
et du phloéme sont étroitement liés, les forces source et puits des organes devraient diminuer

dans les conditions de sécheresse sévere imposées (Ruehr et al., 2009). La dilution de la seéve
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¢laborée serait alors réduite, augmentant ainsi sa viscosité et diminuant la vitesse de transport
des sucres (Sevanto 2014). On peut émettre 1“hypothése que les sucres produits par le
métabolisme des carbohydrates, en 1“absence de photosynthése, s“accumuleraient au niveau
des cellules du phloeme afin d“augmenter leur potentiel osmotique et de contraindre un
relargage d“eau du xyléme vers le phloeme (McDowell 2011; Lemoine et al., 2013). Ceci
permettrait le maintien d“un flux de séve élaborée, retarderait 1“embolie des vaisseaux de
xyléme, et permettrait le maintien de la croissance des jeunes feuilles (McDowell et Sevanto,
2010). Cette hypothése est confortée par I“observation d“une trés forte répression des
transcrits liés au transport des carbohydrates qui suggerent une séquestration des sucres dans
les cellules.

De plus, les transcrits codant des protéines impliquées dans le fonctionnement des
photosystémes sont fortement sous-exprimés. Ces processus biologiques pourraient étre liés
puisquil a été montré chez des tomates sur-exprimant une hexokinase (enzyme impliquée
dans la synthése des hexoses), que I“accumulation des carbohydrates agirait comme un signal
pour la réduction de la fixation de carbone par photosynthése et la sénescence précoce (Dai et
al., 1999). Un signal fort de diminution de croissance et de développement par différenciation
cellulaire et mitose a aussi été identifié¢ dans nos résultats. Il s“goute a la diminution de la
croissance et du développement des organes caulinaires et des modifications anatomiques
observées. Des modifications développementales simlaires ont ¢été identifiées chez de
nombreuses especes végétales dont le peuplier en réponse a un déficit hydrique (e.g. Lecoeur
et al., 1995; Berta et al., 2010; Anjum et al., 2011; Avramova et al., 2015).

Enfin, une réponse métabolique surprenante a ¢€té observée: la répression des
transcrits liés a la voie de biosynthése de la Streptomycine. Les Streptomycétes, responsables
de la synthéese de cet antibiotique (Distler ef al., 1992), sont ubiquistes de nombreux types de
sols et certains d“entre eux sont symbiotiques des végétaux, améliorant leur croissance et leur
résistance aux stress biotiques grace a la production d“auxine et de composés antimicrobiens
(Seipke et al., 2012). 1l serait pertinent d“identifier la présence et 1“activité de ces micro-
organismes dans les feuilles de peuplier qui pourraient constituer des acteurs importants des

régulations hydriques et énergétiques.

3.2.  Certains transcrits sont spécifiquement régulés dans la nervure principale

Les genes différentiellement exprimés dans la nervure principale (11 639 transcrits,

soit 19% du transcriptome foliaire) le sont aussi dans le limbe (Chapitre II et III). Ainsi, les

-153-






Discussion générale et Perspectives

transcrits sur-exprimés dans le limbe sont aussi sur-exprimés dans la nervure principale, et
inversement (Figure 2 p 132). Cependant, 958 transcrits sont spécifiquement régulés dans la
nervure principale alors qu“ils ne sont pas différentiellement exprimés dans le limbe (Figure 5
p 134).

Parmi les 600 transcrits sur-exprimés, une grande partiec code pour les protéines
impliquées dans le métabolisme du glyoxylate. Cette molécule connue pour oxyder les lipides
membranaires, influence la transcription et modifie les protéines en cas de photorespiration
lors d“un stress hydrique (Weber et al., 2004; Kotchoni et al., 2006; Aprile et al., 2013; Chen
et al., 2013). De plus, certains transcrits sur-exprimés appartiennent au métabolisme des
carbohydrates suggérant que des transcrits sont spécifiquement activés dans la nervure
principale pour la régulation du transport des sucres. La présence de ces modifications
transcriptionnelles renforce 1“hypothése de [“importance de 1“accumulation des sucres au
niveau des nervures lors de la réponse a la sécheresse. Ces voies sont associées a des transcrits
impliqués dans les voies de transduction de signal par le calcium (Zhu, 2002; Conde et al.,
2011; Nick, 2013), de régulation de 1“expression par des facteurs de transcription et de
syntheése de métabolites secondaires dont certains possedent une activité antioxydante (Bray
2004; Minic 2008; McKiernan et al., 2015; Niinemets 2015).

Parmi les 358 transcrits spécifiquement réprimés dans la nervure principale, plusieurs
pourraient expliquer les résultats observés de diminution de croissance et de développement
foliaire. La sous-expression de genes relatifs a la mort cellulaire est intéressante, elle pourrait
signifier que les tissus foliaires étudiés sont toujours bien vivants. Enfin, le transport des
molécules et 1“endocytose semblent diminuer dans les nervures avec une sous expression des
transcrits rattachés a des transporteurs et a “endosome, organite connu pour son role dans le
recyclage des vésicules de transport de 1“endocytose (Otegui et Spitzer, 2008). Ces résultats
montrent que le transport vésiculaire semble fortement réprimé dans les nervures en réponse
au stress hydrique.

L“absence de détection des transcrits relatifs a la voie de transport vésiculaire par les
intermédiaires SYP, VAMP et protéines a Sec-domaine renforce cette hypothése. La
résolution de la technique RNAseq est puissante, mais les transcrits trop faiblement exprimés
ne peuvent pas étre détectés (Wang et al., 2009). L“expression des transcrits de la voie de
transport vésiculaire est donc faible voire absente dans la nervure principale quelles que soient
les conditions hydriques. Ceci suggere que les transports intra- et extra-cellulaires sont limités
dans cette zone de la feuille alors qu“ils constituent un pilier du fonctionnement cellulaire

dans le limbe. Cependant, certains geénes codant des aquaporines sont différentiellement
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exprimés dans la nervure principale comme dans le limbe, comme le montre la sur-expression
des transcrits PIP1;2 et la sous-expression des transcrits SIP1; [ et SIP2;1. Les aquaporines ne
sont donc pas régulées uniquement dans la nervure. En revanche, [“accumulation des
transcrits PIP1;2 dans la nervure principale renforce les possibilités de régulations hydriques
émises dans le Chapitre II, selon lesquelles la réparation de 1“embolie pourrait étre favorisée
en for¢ant le flux d“eau vers les cellules embolisées (Martre, 2002; Secchi et Zwieniecki,
2010; Secchi et Zwieniecki, 2014) ainsi que les régulations hydriques et osmotiques (Fetter,

2004; Prado et al., 2013; Sade et al., 2014; Wang et al., 2016).

3.3. Larégulation de certains transcrits est spécifique du limbe

Le transcriptome du limbe (feuille entiére sans la nervure principale) est profondément
modulé comparé¢ a celui de la nervure principale puisque 14 578 transcrits sont
différentiellement exprimés uniquement dans le limbe, parmi lesquels 5 536 sont accumulés et
9 042 sont réprimés. Les transcrits sur-exprimés spécifiques du limbe font référence a la
modification des propriétés biochimiques et physiques des membranes (Lynch et Steponkus,
1987; Warnecke et Heinz, 2003), au transport de 1“eau (Maurel ef al., 1993; Chaumont et al.,
2000) et aux réponses hyperosmotiques (Figure 6 p 135). Cette derniere réponse est la
conséquence du stress hydrique sévere qui génere une modification de la composition des
membranes, une accumulation de solutés et de carbohydrates. Ceci augmenterait le potentiel
osmotique cellulaire et séquestrerait 1“eau dans les cellules (Zhu, 2002; Boudsocq et Lauriere,
2005; Cohen et al.,, 2010; Krasensky et Jonak, 2012; Hamanishi ef al., 2015). De telles
modifications transcriptionnelles sont effectivement observées dans le limbe (Chapitre II) et
sont associées a des transcrits différentiellement exprimés et spécifiques du limbe codant des
protéines impliquées dans le maintien de 1“homéostasie cellulaire (Choudhary et al., 2005;
Cocozza et al., 2010; Liu et al., 2015; Hamanishi et al., 2015) et la détoxication (Caruso et
al., 2002; Bogeat-Triboulot et al., 2007; Szabados et Savouré, 2010). Au contraire, certains
transcrits spécifiques sous-exprimés sont impliqués dans la signalisation des cytokines,
pouvant induire une répression de la croissance et une augmentation de la sensibilité a 1““ABA
(Hwang et al., 2012; Griffiths et al., 2014). De plus, la composition et la structure des parois
notamment la cellulose (Suzuki et al, 2006; Verhertbruggen et al., 2011) et la pectine
(Micheli 2001; Houston et al., 2016) semblent modifiées.
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4. Perspectives

Dans notre étude, les réponses phénotypiques et transcriptionnelles ainsi que les niveaux
de plasticité caractérisent un seul état physiologique de la plante en déficit hydrique sévére.
Or, il a été mis en évidence que le transcriptome foliaire évolue rapidement au cours d“un
déficit hydrique progressif (Wilkins et al., 2009; Hamanishi et al., 2015). Le déficit progressif
génere une modification réguliere des niveaux de transcription des geénes qui n‘est pas
immédiate en raison du temps de latence entre la perception du signal, sa transduction, les
modifications moléculaires et les ajustements de la plasticité. Notre étude met donc en
évidence des niveaux d“expression et de plasticité transcriptionnelle qui ne reflétent pas
uniquement les régulations existant du moment de prélévement, mais intégre aussi les
informations passées. Il serait donc pertinent d“é&udier la réponse transcriptionnelle de la
feuille de peuplier noir au cours du déficit hydrique, en cinétique. Ceci permettra de dégager
un réseau de génes mis en place dans le cadre de cette réponse et d“avoir une vision globale
des régulations moléculaires. Enfin, il apparait que le microbiote du peuplier pourrait
intervenir dans ces réponses a 1“environnement. Une étude exploratoire de la présence de

microorganismes symbiotiques du peuplier serait donc a envisager a [“échelle de la feuille.
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Abstract

In temperate climates, climate change will result in an increase of the frequency and intensity
of droughts. Among the factors influencing the species survival in fluctuating environment, trait
responses plasticity seems to be a major asset. This thesis has focused on the integrated study of
physiological and transcriptional responses of black poplar responding to a progressive water deficit
until a severe level. For an overall analysis, plant phenotypic traits responses plasticity and, for the
first time, plasticity of the leaf genes expression has been estimated. Different scales of study were
taken into account: genotypes from different populations, clones of the same genotype and leaf
structures (midrib versus leaf blade). A continuum of phenotypic responses to severe water deficit was
identified allowing classifying the majority of the genotypes as sensitive with only one tolerant
genotype, maintaining its foliar development, preserving its mature leaves and limiting hydraulic
tension. The leaf blade transcriptome was deeply remodeled under severe drought (41% differentially
expressed transcripts) and exhibited functions related to the modification of the membrane
composition, maintenance of cellular homeostasis and detoxication. Transcripts related to intra- and
extra-cellular transport and water flows (by aquaporins) were also highly regulated and associated
with integrity and cellular hydration functions of the leaf blade. The transcriptome modulation was in
part specific to the midrib compared to the leaf blade. The 958 specifically regulated transcripts of the
midrib indicated up-regulation of genes implied in glyoxylate and carbohydrates metabolisms and
down-regulation of genes involved in intra- and extra-cellular transport. In consequence, these
modifications may favor sugar accumulation in the midrib and could force the sap flow and limit
embolism. The estimated mean phenotypic and transcriptional plasticities were different between
genotypes. The number of leaves and the leaf water potential were the two traits allowing
discriminating statistically the genotypes by their plasticity. The plasticity level of some genes
expression was also specific to genotypes: transcriptional plasticity was high concerning genes
involved in carbon fixation and transport of secondary messengers for the genotype, which on average
was the least plastic. All these results allowed concluding that the most drought-tolerant genotype
possessed the lowest degrees of phenotypic and transcriptional plasticities. Conversely, the most
sensitive genotypes hold high phenotypic and transcriptional plasticities. Finally, the regulation of the

plasticity degree would depend on both preserved mechanisms and others acquired by the genotypes.

Keywords: drought, black poplar, ecophysiology, transcriptome, phenotypic plasticity, transcriptional

plasticity, drought responses strategies



Résumé

En climat tempéré, le changement climatique aura pour conséquence une augmentation de la
fréquence et de I’intensité des sécheresses. Parmi les facteurs influengant la survie des espéces a cet
environnement fluctuant, la plasticité d’ajustement des traits de réponse semble constituer un atout
majeur. Ce travail de thése a étudi¢ de fagon intégrée la réponse physiologique et transcriptionnelle du
peuplier noir & une carence hydrique progressive jusqu’a un niveau sévere. Dans le cadre d’une
analyse globale, la plasticité des traits de réponse physiologiques de la plante et, pour la premiére fois,
celle de I’expression des genes foliaires a été estimée. Différentes échelles d’étude ont été prise en
compte : les génotypes issus de populations différentes, les clones d’'un méme génotype et les
structures de la feuille (nervure principale versus limbe). Un continuum de réponses phénotypiques au
déficit hydrique sévere a été identifié permettant de classer la majorité des génotypes étudiés comme
évitants avec un seul génotype tolérant, maintenant son développement foliaire, conservant ses feuilles
matures et limitant la tension hydrique. Le transcriptome du limbe était profondément remodelé en
réponse au déficit hydrique maximal (41% des transcrits différentiellement exprimés) et présentait des
fonctions en lien avec la modification de la composition membranaire, le maintien de 1’homéostasie
cellulaire et la détoxication. L’expression des génes liés au transport intra- et extra-cellulaire et aux
flux d’eau (par les aquaporines) était également fortement régulée. Ces génes €taient associés aux
fonctions de maintien de l’intégrité et de I’hydratation cellulaire du limbe. La modulation du
transcriptome était partiellement spécifique de la nervure principale par rapport au limbe. Les 958
transcrits spécifiquement régulés de la nervure principale indiquaient une sur-expression des génes liés
aux métabolismes du glyoxylate et des carbohydrates, et une sous-expression des geénes liés au
transport intra- et extra-cellulaire. Ceci pourrait favoriser une accumulation de sucres dans la nervure
principale, ce qui permettrait de maintenir les flux de séve et de limiter I’embolie. Les plasticités
phénotypiques et transcriptionnelles moyennes calculées étaient différentes entre génotypes. Le
nombre de feuilles et le potentiel hydrique foliaire étaient les deux traits permettant de discriminer
statistiquement les génotypes par leur plasticité. Le niveau de plasticité de certains transcrits était
également spécifique des génotypes: la plasticité transcriptionnelle était forte pour les genes
impliqués dans la fixation du carbone et le transport des messagers secondaires pour le génotype, qui
en moyenne, ¢tait le moins plastique. L’ensemble de ces résultats permettent de conclure que le
génotype le plus tolérant a la sécheresse possédait les plus faibles degrés de plasticités phénotypiques
et transcriptionnelles. A [D’inverse, les génotypes les plus sensibles détenaient des plasticités
phénotypiques et transcriptionnelles plus fortes. Enfin, la régulation du degré de plasticité dépendrait a

la fois de mécanismes conservés et d’autres acquis par les génotypes.

Mots clés : sécheresse, peuplier noir, écophysiologie, transcriptome, plasticité phénotypique, plasticité

transcriptionnelle, stratégie de réponse au stress
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