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Avant-propos

J'exerce mes fonctions de Chargé de Recherche avec un effort de conceptualisation
des processus biologiques, écologiques et agronomiques mis en jeu de I'échelle des
organes a celle des systémes écologiques et agronomiques. Je mets en place des
expérimentations pour tester des hypothéses sur le fonctionnement de ces
systemes et jutilise des méthodes statistiques et de modélisation pour analyser et
structurer les informations complexes qui sont extraites du systéme plante-
environnement.

Le développement et la valorisation de travaux avec des étudiants et les
initiatives pour fédérer des partenaires autour d’'un projet commun m’ont
encouragé a rédiger ce rapport en vue d’obtenir lhabilitation a diriger les
recherches (HDR). Ce rapport est constitué d'une synthese de ces travaux depuis
mon recrutement au Laboratoire d’Ecophysiologie des Plantes sous Stress
Environnementaux (LEPSE) en 2007. J’ai essayé de retracer I'évolution du cadre
d’analyse de la réponse des plantes aux hautes températures développé avec 'aide
de plusieurs étudiants, en insistant sur les perspectives, les développements et les
ruptures qui se sont produits. Ce document est rédigé en frangais, mais les
illustrations sont majoritairement extraites de travaux en anglais et n’ont pas été
traduites.

Mon projet de recherche pour les années a venir se situe majoritairement
dans la continuité de ces travaux avec le développement des perspectives qui sont
présentées a la fin des sections. Un retour vers les thématiques de I'écologie
fonctionnelle, et un investissement important vers les espéces d’intérét
agronomique devrait étre possible @ moyen terme.
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B. Shipley (Dpt. de Biologie).

DEA (principal). Traits foliaires des especes végétales : signification
fonctionnelle et variation entre milieux d’aridité contrastée. 30 p. Dir. : E.
Garnier. CEFE CNRS.

DEA (complémentaire). La visualisation 3D pour les disciplines
environnementales. 12 p. Dir. : D. Auclair et Y. Caraglio, AMAP-CIRAD,
Montpellier, France.

Maitrise BPE. Ecologie des flux de génes chez une espéce protégée : la
Centaurée de La Clape, Centaurea corymbosa Pourret (Asteraceae). Dir. : A.
Mignot, ISEM, UMII, Montpellier, France.

Publications et communications

31 articles publiés et 5 articles soumis entre 2005 et 2014 dont 17 articles publiés apres la
thése (1269 citations, h-index = 15 au 15 juillet 2014).
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Curriculum vitae

26 communications orales ou posters a des conférences internationales et 12 nationales.
12 communications dans des séminaires ou groupes de travail.

Encadrement d’étudiants

Voir la section dédiée (p. xxiii).

Enseignement

2008-2012  Intervenant dans le module d’Ecophysiologie des plantes. Master 2
Biologie Fonctionnelle de la Plante (BFP), UM II.

2003-2005  Vacataire d’enseignement — Méthodologie générale et scientifique. 75h.
UM IL

2002 Vacataire. Université de Sherbrooke.

Participation a des programmes de recherche

2007-2012  Programme Européen Arabidopsis GROwth Network integrating OMICS
technologies (AGRON-OMICS).

2007-2010  Programme ANR blanc Vers une amélioration de lefficience d utilisation
de l’eau par les plantes — approches intégrées pour le controle de ouverture
stomatique et des pertes d’eau par la transpiration (STOMATE).

2006-2008  Programme Biodiversité 2005 du GIP ANR Diversité biologique et
fonctionnement des écosystémes. Interpréter et évaluer des expériences clés en
prairies grice a la modélisation mécaniste (DISCOVER).

2003-2006  Groupement de Recherches 2574 du CNRS Modifications d’utilisation des
terres : processus écologiques et activités humaines (UTILITERRES).

2004-2006  Programme Biodiversité et Changement Global (Institut Francais de la
Biodiversité-Ministére de I'Ecologie et du Développement Durable) :
DIVERSITRAITS.

2003-2005  Programme Action Publique, Agriculture et Biodiversité : INDIGO.

2002-2005  Programme Européen Vulnerabllity of Ecosystem Services to Land Use
Change in Traditional Agricultural Landscapes (VISTA).

Activités administratives et d’animation

Membre du Conseil d’Administration de I’Association pour le Développement des
Activités Sociales (ADAS) a 'INRA (2010-2014).

Membre du Conseil de Service de 'UMR LEPSE (2010-2014).

Membre de jury de Master 1 « Biologie Fonctionnelle de la Plante », ED SIBAGHE,
UMIL.

Animateur du Journal Club de 'unité de recherche LEPSE (2010-).

Coordinateur adjoint du Projet ANR Biodiversité 2005 DISCOVER de juin 2006 a aott
2007.

Autres compétences et expertises

Rapporteur pour le Master Ecologie Fonctionnelle et Développement Durable (UMII)
(2011).

Rapporteur pour le Master Biologie Fonctionnelle de la Plante (2010).

Membre de comités de thése : S. Tisné, M. Bouteillé, V. Ravel, L. Beaumelle.

Arbitre pour le Fonds de la Recherche Scientifique (FNRS) de Belgique (2010-).



Curriculum vitae

Arbitre pour Natural Sciences and Engineering Research Council of Canada (NSERC)
(2010-).

Référé pour I'évaluation de projets pour la Netherlands Organisation for Scientific
Research (NWO) (2011-).

Référé pour I'évaluation d’articles scientifiques pour : Journal of Ecology, American
Journal of Botany, Annals of Botany, Oikos, Applied Vegetation Science, Journal of
Experimental Botany, Plant Ecology, Journal of Natural History, Ecology, Ecology Letters,
Frontiers in Ecology and the Environment.

Langues. Frangais : langue maternelle. Anglais : lu, écrit, parlé. Espagnol : notions
scolaires.
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Travaux et bibliographie

Liste des publications

Une liste exhaustive des publications est présentée ci-apres. Les étudiants encadrés personnellement
sont indiqués par un astérisque (*). La numérotation des publications est conservée dans le texte de
ce document.

Soumis

S5.

S4.

S3.

S2.

SI.

Bresson J*, Vasseur F*, Dauzat M, Labadie M*, Varoquaux F, Touraine B,
Vile D. Interact to survive: Phyllobacterium brassicacearum improves
Arabidopsis tolerance to severe water deficit and growth recovery. Soumis a
Plos One.

Pantin F, Vasseur F*, Valluru R, Muller B, Simonneau T, Vile D. Soumis a
The Plant Cell.

Blonder B, Vasseur F, Violle C, Shipley B, Enquist B, Vile D. Testing theories
for the origin of the leaf economics spectrum with Arabidopsis thaliana.
Soumis a American Journal of Botany.

Vasseur F, Dauzat M, Granier C, Vile D. Multivariate analysis of A. thaliana
plasticity to water deficit and high temperature reveals common and stress-
specific genetic architectures. Soumis a Journal of Experimental Botany.
Bouteillé M, Vile D, B Muller. A trans-population analysis of growth and
biomass partitioning responses to soil water deficit in Arabidopsis thaliana.
Soumis a Annals of Botany.

2014

A3l

A30.

A29.

. Granier C, Vile D (2014) Phenotyping and beyond: modelling the

relationships between traits. Current Opinion in Plant Biology 18: 96-102.
Nguyen NNT, Ranwez V, Vile D, Soulié MC, Dellagi A, Expert D, Gosti F
(2014) Evolutionary tinkering of the expression of Plant Defensins Type 1
(PDF1) suggests their joint effect on zinc tolerance and the response to
pathogen attack. Frontiers in Plant Science doi: 10.3389/fpls.2014.00070.
Kazakou E, Violle C, Roumet C, Navas ML, Vile D, Kattge J, Garnier E
(2014) Are trait-based species’ rankings consistent across datasets and
spatial scales? Journal of Vegetation Science 25(1): 235-247.

2013

A28.

A27.

A26.

Bresson J*, Varoquaux F, Bontpart T*, Touraine B, Vile D (2013) The PGPR
strain Phyllobacterium brassicacearum STM196 induces a reproductive delay
and physiological changes that result in improved drought tolerance in
Arabidopsis. New Phytologist. 200: 558-569

Bresson J*, Lievre M, Wuyts N, Cookson SJ, Dapp M, Vasseur F, Massonnet
C, Tisné S, Bettembourg M, Vile D, Granier C. Phenotyping the kinematics
of leaf development in flowering plants: recommendations and pitfalls.
WIREs Developmental Biology doi: 10.1002/wdev.119.

Pascal S, Bernard A, Sorel M, Pervent M, Vile D, Haslam RP, Napier JA,
Lessire R, Domergue F, Joubes J. A new Arabidopsis cer26 mutant is
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2012
A25.

A24.

2011
A23.

A22.

Travaux et bibliographie

specifically affected in the extra-long-chain fatty acid elongation process.
The Plant Journal 73(5): 733-746.

Vasseur F*, Violle C, Enquist BJ, Granier C, Vile D. A common genetic
basis to the origin of the Leaf Economics Spectrum and Metabolic Scaling
Allometry. Ecology Letters 15: 1149-1157.

Vile D, Pervent M, Belluau M¥*, Vasseur F*, Bresson J*, Muller B, Granier C,
Simonneau T. Arabidopsis growth under prolonged high temperature and
water deficit: independent or interactive effects? Plant Cell and Environment
35(4): 702-718.

Massonnet C, Tisné S, Radziejwoski A, Vile D, de Veylder L, Dauzat M,
Granier C (2011) New insights into the control of endoreduplication:
Endoreduplication is driven by organ growth in Arabidopsis leaves. Plant
Physiology 157: 2044-2055.

Vasseur F*, Pantin F, Vile D (2011). Changes in light intensity reveal a
major role for carbon balance in Arabidopsis responses to high temperature.
Plant Cell and Environment 34: 1563-1576.

A21. Richard O, Pineau C, Loubet S, Chalies C, Vile D, Marques L and

Berthomieu P (2011) Diversity analysis of the response to Zn within the
Arabidopsis thaliana species revealed a low contribution of Zn translocation
to Zn tolerance and a new role for Zn in lateral root development. Plant Cell
and Environment 34: 1065-1078.

A20. Bourdenx B, Bernard A, Domergue F, Pascal S, Léger A, Roby D, Pervent M,

2010
Al9.

AlS.

Al7.

Vile D, Haslam R, Napier JA, Lessire R and ] Joubeés (2011) Overexpression
of arabidopsis ECERIFERUMI1 promotes wax very-long-chain alkane
biosynthesis and influences plant response to biotic and abiotic stresses.
Plant Physiology 156: 29-45.

Aubert Y, Vile D, Pervent M, Aldon D, Ranty B, Simonneau T, Vavasseur A,
JP Galaud (2010) RD20, an arabidopsis stress-inducible caleosin, is involved
in transpiration rate and plant development in water deficit conditions.
Plant and Cell Physiology 51: 1975-1987.

Tisné S, Schmalenbach I, Reymond M, Dauzat M, Pervent M, Vile D and
Granier C (2010) Keep on growing under drought: genetic and development
bases of the response of rosette area using a recombinant inbred line
population. Plant Cell and Environment 33: 1875-1887

Massonnet C, Vile D, Fabre J, Hannah MA, Caldana C, Lisec J, Beemster
GTS, Meyer, RC, Messerli G, Gronlund ], Perkovic ], Wigmore E, May S,
Bevan M, Meyer C, Rubio-Diaz S, Weigel D, Micol JL, Buchanan-Wollaston
V, Fiorani F, Walsh §, Rinn B, Gruissem W, Hilson P, Hennig L, Willmitzer
L, Granier C (2010) Probing the reproducibility of leaf growth and
molecular phenotypes: a comparison of three Arabidopsis accessions

Xiv
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cultivated in ten laboratories. Plant Physiology 152: 2142-2157. [Selected by
the Faculty of 1000].

2009

A16. Granier C, Tisne S, Massonnet C, Fabre J, Wuyts N, Vile D & Dauzat M
(2009) Could the extent of cell division, cell expansion and
endoreduplication in a leaf be controlled by leaf expansion itself?
Comparative Biochemistry and Physiology A-Molecular and Integrative
Physiology, 153A, S175-58175.

2008

A15. Tisné S, Reymond M, Vile D, Fabre ], Dauzat M, Koornneef M and Granier
C (2008) Combined genetic and modelling approaches reveal that epidermal
cell area and number in leaves are controlled by leaf and plant
developmental processes in A. thaliana. Plant Physiology 148: 1117-1127.

Al14. Vacher C, Vile D, Helion E, Piou D and Desprez-Loustau M-L (2008)
Distribution of parasitic fungal species richness: influence of climate versus
host species diversity. Diversity and Distributions 14(5): 786-798.

A13. Pakeman R]J, Garnier E, Lavorel S, Ansquer P, Castro H, Cruz P, Dolezal J,
Eriksson O, Golodets C, Kigel ], Kleyer M, Lep$ ], Meier T, Papadimitriou
M, Papanastasis VP, Quested H, Quétier F, Rusch G, Sternberg M, Theau J-
P, Thébault A, and Vile D (2008). Impact of abundance weighting on the
response of seed traits to climate and land use. Journal of Ecology 96(2): 355-
366.

2007

A12. Shipley B, Vile D and Garnier E (2007). Response to comments on “From
plant traits to plant communities”. Science 316: 1425.

All. Violle C, Navas M-L, Vile D, Roumet C, Kazakou E, Fortunel C, Hummel I
and Garnier E (2007) Let the concept of plant trait be functional! Oikos 116:
882-892.

A10. Vaieretti MV, Diaz S, Vile D and Garnier E (2007) Two measurement
methods of leaf dry matter content produce similar results in a broad range
of species. Annals of Botany 99:955-958.

A09. Hummel I, Vile D, Violle C, Devaux J, Blanchard A, Garnier E and Roumet
C (2007) Relating root structure and anatomy to whole plant functioning:
the case of fourteen herbaceous Mediterranean species. New Phytologist
173(2): 313-321.

A08. Garnier E, S Lavorel, P Ansquer, H Castro, P Cruz, ] Dolezal, O Eriksson, C
Fortunel, H Freitas, C Golodets, K Grigulis, C Jouany, E Kazakou, J Kigel, M
Kleyer, V Lehsten, ] Lep$, T Meier, R Pakeman, M Papadimitriou, V
Papanastasis, H Quested, F Quétier, M Robson, C Roumet, G Rusch, C
Skarpe, M Sternberg, J-P Theau, A Thébault, D Vile and Zarovali M (2007)
Assessing the effects of land use change on plant traits, communities and
ecosystem functioning in grasslands: a standardized methodology and
lessons from an application to 11 European sites. Annals of Botany 99: 967-
985.
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2006

A07. Shipley B, Vile D and Garnier E (2006) From plant traits to plant
communities: a statistical mechanistic approach to biodiversity. Science 314:
812-814.

A06. Vile D, Shipley B and Garnier E (2006) Ecosystem productivity can be
predicted from potential relative growth rate and species abundance. Ecology
Letters 9(9): 1061-1067.

A05. Vile D, Shipley B and Garnier E (2006) A structural equation model to
integrate changes in functional strategies during old-field succession.
Ecology 87(2): 504-517.

A04. Kazakou E, Vile D, Shipley B, Gallet C and Garnier E (2006) Co-variations
in litter decomposition, leaf traits and plant growth in species from a
Mediterranean old-field succession. Functional Ecology 20(1): 21-31.

2005

A03. Vile D, Garnier E, Shipley B, Laurent G, Navas M-L, Roumet C, Lavorel S,
Diaz S, Hodgson JG, Lloret F, Midgley GF, Poorter H, Rutherford M,
Wilson PJ and Wright IJ (2005) Specific leaf area and dry matter content
estimate thickness in laminar leaves. Annals of Botany 96(6): 1129-1136.

A02. Shipley B, Vile D, Garnier E, Wright IJ and Poorter H (2005) Functional
linkages between leaf traits and net photosynthetic rate: reconciling
empirical and mechanistic models. Functional Ecology 19: 602-615.

A01. Riba M, Mignot A, Fréville H, Cola B, Imbert E, Vile D, Virevaire M and
Olivieri I (2005) Variation in dispersal traits in a narrow-endemic plant
species, Centaurea corymbosa L. (Asteraceae). Evolutionary Ecology 19(3):
241-254.
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Bibliométrie

Un récapitulatif bibliométrique de la liste des publications est présenté dans le Tableau 1.

Tableau 1. Indices bibliométriques des articles publiés dans des revues de rang A. H-

index = 15.
Num.  Année Revue IFannéede IFsur5 Nombrede
publication  ans citations

A01 2005  Evolutionary Ecology 1.78 2.73 10
A02 2005  Functional Ecology 3.15 5.39 35
A03 2005  Annals of Botany 2.67 4.05 80
A04 2006  Ecology 4.78 6.37 48
A05 2006  Functional Ecology 3.42 5.39 59
A06 2006  Ecology Letters 7.61 18.50 54
A07 2006  Science 30.93 32.45 174
A08 2007  Annals of Botany 2.45 4.05 148
A09 2007  New Phytologist 4.25 6.89 19
Al0 2007  Annals of Botany 2.45 4.05 11
All 2007  Oikos 3.38 3.88 337
Al2 2007  Science 30.93 32.45 1
A13 2008  Journal of Ecology 4.26 6.20 36
Al4 2008  Diversity and 3.45 5.74 12

Distributions
Al5 2008  Plant Physiology 6.11 7.08 40
Al6 2009  CBP-A Molecular & 2.25 2.26 0

Integrative Physiology
A17 2010  Plant Physiology 6.45 7.08 34
A18 2010  Plant Cell & Environment 5.15 5.86 17
A19 2010  Plant and Cell Physiology 4.26 4.30 19
A20 2011  Plant Physiology 6.24 7.05 39
A21 2011  Plant, Cell & Environment 522 5.86 6
A22 2011  Plant, Cell & Environment 522 5.86 9
A23 2011  Plant Physiology 6.24 7.05 10
A24 2012 Plant, Cell & Environment 522 5.86 10
A25 2012 Ecology Letters 17.56 18.50 8
A26 2013 The Plant Journal 6.58 7.11
A27 2013 Wires Development

Biology
A28 2013  New Phytologist 6.74 6.89 4
A29 2014  Journal of Vegetation 2

Science 2.82 3.27
A30 2014  Frontiers in Plant Science
A31 2014  Current Opinion in Plant

Biology 8.46 9.22

IF moyens/nombre total de

citations : 7.02 8.60 1222
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Communications dans des conférences ou séminaires

Une liste des communications orales et des posters présentés dans des congres ou des séminaires
nationaux et internationaux est fournie ci-aprés. Les étudiants encadrés personnellement sont
indiqués par un astérisque (*).

Conférences internationales

2013

Nguyen NNT, Z Shahzad, D Vile, F Roux, A Dellagi, ] Bergelson, D Expert, F Gosti, P Berthomieu
(2013) Plants response to zinc excess: Plant defensins type 1 (PDFls) as a study case. EPSO.
Greece.

2012

Vasseur F¥, Violle C, Enquist BJ, Granier C, Vile D (2012) A common genetic basis to the origin of
the Leaf Economics Spectrum and Metabolic Scaling Allometry. Poster. Gordon Research
Conferences 2012: Metabolic Basis of Ecology - The Metabolic Basis of Ecology and Evolution in
a Changing World. University of New England, Biddefor, ME, 23-27" July.

Vile D, Vasseur F*, Tisné S, Granier C (2012) Pleiotropy and cryptic genetic variation govern the
phenotypic space in Arabidopsis response to water deficit. Poster. 23" International
Conference on Arabidopsis Research (ICAR 2012). Vienna, Austria, 3-7' July.

Vasseur F*, Vile D (2012) Genetic determinisms of plant plasticity: disentangling cryptic genetic
variation from plant allometry. Poster. 23" International Conference on Arabidopsis Research
(ICAR 2012). Vienna, Austria, 3-7" July.

Bresson J*, Vile D, Varoaquaux F, Bontpart T*, Touraine B (2012) Phyllobacterium
brassicacearum, a plant growth promoting rhizobacteria of Arabidopsis increases drought
tolerance through modifications of plant development and physiology. Poster. 23"
International Conference on Arabidopsis Research (ICAR 2012). Vienna, Austria, 3-7% July.

Granier C, Tisné S, Massonnet C, Wuyts N, Liévre M, Vasseur F*, Bresson J*, Bouteillé M, Pantin
F, Fabre J, Négre V, Dauzat M, Rolland G, Balsera C, Muller B, Vile D (2012) Taking full
advantage of systematic phenotyping in Arabidopsis thaliana. Poster. 23" International
Conference on Arabidopsis Research (ICAR 2012). Vienna, Austria, 3-7 July.

Granier C, Tisné S, Massonnet C, Wuyts N, Liévre M, Vasseur F*, Bresson J*, Bouteillé M, Pantin
F, Fabre J, Négre V, Dauzat M, Rolland G, Balsera C, Muller B, Vile D (2012) Taking full
advantage of systematic phenotyping in Arabidopsis thaliana. Oral presentation. 23™
International Conference on Arabidopsis Research (ICAR 2012). Vienna, Austria, 3-7% July.

Bouteillé M, Kobayashi K, Cao ], Vile D, Weigel D, Muller B (2012) Climates at sites of origin are
reflected in drought tolerance of Arabidopsis thaliana accessions. Poster. 23" International
Conference on Arabidopsis Research (ICAR 2012). Vienna, Austria, 3-7 July.

2010

Vasseur F, Pantin F, Dauzat M, Rolland G, Bédiée A, Muller B, Granier C and Vile D (2010)
Arabidopsis response to high temperature is mediated by light intensity. Oral presentation.
XVII Congress of the Federation of European Societies of Plant Biology (FESPB), Valencia,
Spain, 4-9* July.

Aubert Y, Vile D, Pervent M, Aldon D, Ranty B, Simonneau T, Vavasseur A, Galaud JP (2010)
RD20 (Responsive to Dehydration 20), a stress-responsive caleosin gene, is involved in the
regulation of plant transpiration and development in Arabidopsis exposed to water deficit
conditions. Poster. 20" International Conference on Plant Growth Substances (IPGSA),
Tarragona, Spain (28" June-2™ July).

2009

Granier C, Tisné S, Massonnet C, Fabre ], Wuyts N, Vile D, Dauzat M (2009) A high-throughput
phenotyping approach to disentangle the relationships between leaf expansion, cell division,
cell expansion and endoreduplication in a leaf. Conference. Plant Growth Biology and
Modelling Workshop. Elche, Spain, (14"-16" October).
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Massonnet C and Agron-omics consortium (www.agron-omics.eu/) (2009) Probing phenotype
and molecular profile reproducibility: a comparison of Arabidopsis leaf growth across ten
laboratories. Poster. Plant Growth Biology and Modeling Workshop. Elche, Spain (14" - 16"
October).

Massonnet C, Tinaut A, Vile D, Fabre J, Wuyts N, Bediee A & Granier C (2009) Analysis of the
impact of cellular processes on leaf growth of Arabidopsis thaliana by a high-throughput
mutant approach. Poster. SEB Annual Main Meeting. Glasgow, UK (27"-30" June).

Massonnet C, Tinaut A, Vile D, Fabre J, Wuyts N, Bediee A & Granier C (2009) Analysis of the
impact of cellular processes on leaf growth of Arabidopsis thaliana by a high-throughput
mutant approach. Poster. Plant Growth Biology and Modeling Workshop. Elche, Spain (14" -
16" October).

Massonnet C, Tisné S, Vile D, Fabre J, Wuyts N, Dauzat M & Granier C ( (2009) Could the extent
of cell division, cell expansion and endoreduplication in a leaf be controlled by leaf expansion
itself ? Poster. Plant Growth Biology and Modeling Workshop. Elche, Spain (14" - 16"
October).

Tisné S, Vile D, Dauzat M, Pervent M, Reymond M, Koornneef M & Granier C (2009) QTLs
underlying the response of leaf expansion to drought in Arabidopsis thaliana highlight
different processes by which leaf area can be maintained or increased. Poster. SEB Annual
Main Meeting. Glasgow, UK (27-30'" June).

Vile D, Pervent M, Belluau M, Thioux JJ, Rolland G, Dauzat M, Joubés J, Granier C, Muller B,
Simonneau T (2009) Disentangling Arabidopsis thaliana responses to combined drought and
thermal stresses. Poster. 20th International Conference on Arabidopsis Research (ICAR 2009).
Edinburgh, UK, June 30- July 4.

Granier C, Massonnet C, Tisné S, Fabre J, Wuyts N, Vile D and Dauzat M (2009) Could the extent
of cell division, cell expansion and endoreduplication in a leaf be controlled by leaf expansion
itself ? Oral communication. Society for Experimental Biology Annual Meeting (SEB 2009).
Glasgow, UK, June 28- July 1.

Tisné S, Vile D, Reymond M, Dauzat M, Pervent M, and Granier C (2009) QTLs underlying the
response of leaf expansion to drought in Arabidopsis thaliana highlight different processes by
which leaf area can be maintained or increased. Poster. 20th International Conference on
Arabidopsis Research (ICAR 2009). Edinburgh, UK, June 30- July 4.

Massonnet C, and The AGRON-OMICS Consortium (2009) Probing phenotype and molecular
profile reproducibility: a comparison of Arabidopsis leaf growth across ten laboratories.
Poster. ICAR 2009. Edinburgh, UK, June 30- July 4.

Massonnet C, Tisné S, Vile D, Fabre J, Wuyts N, Dauzat M and Granier C (2009) Could the extent
of cell division, cell expansion and endoreduplication in a leaf be controlled by leaf expansion
itself ? Poster. ICAR 2009. Edinburgh, UK, June 30- July 4.

2008

Simonneau T, Granier C, Vile D, Ehlert C, Hummel I, Tisne S, Bouteillé M, Massonnet M, Fabre J,
Pervent M, Pantin F, Aguirrezabal L, Cookson SJ, Rolland G, Dauzat M and Muller B (2008)
Plant growth control by water deficit : which process(es) to lead the game ? Poster. 4" EPSO
Conference: Plants for Life. Toulon (France), June 22-26.

2003-2006

Shipley B, Vile D, Garnier E (2006) Community assembly by stochastic filters: A statistical
mechanics for ecological communities. Poster. Colloquium in Fundamental Ecology:
Biodiversity, Structure and Function. University of Guelph, Guelph (Ontario, Canada), May
17-18.

Vile D (2006) Significations fonctionnelle et écologique des traits des espéces végétales : exemple
dans une succession post-culturale méditerranéenne et généralisations. Communication
orale. 1°* Rencontres Scientifiques Sherbrooke-Montpellier : Colloque d’Ecologie. Université de
Sherbrooke, Sherbrooke (Québec, Canada). May 9-11.

Shipley B, Vile D, Garnier E (2006) Community assembly by stochastic filters: A statistical
mechanics for ecological communities. Poster. Société Canadienne d’Ecologie et d’Evolution
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(SCEE) - Canadian Society for Ecology and Evolution (CSEE): Inaugural Meeting. Université
du Québec a Montréal et Université McGill, Montréal (Québec, Canada), April 3-4.

Shipley B, Vile D, Garnier E (2005) Predicting the structure of plant communities along
environmental gradients from plant attributes. Oral communication. The Ecological Society of
America 90" Annual Meeting. Montréal (Québec, Canada), August 7-12.

Shipley B, Vile D, Garnier E, Wright IJ and Poorter H (2004) Functional linkages between leaf
traits and net photosynthetic rate: reconciling empirical and mechanistic models. Poster.
Gordon Research Conferences: Metabolic Basis of Ecology. Bates College, Lewiston (Maine,
USA), July 4-9.

Vile D, Metge S, Garnier E and Shipley B (2004) Relationships between adult and regenerative
traits in herbaceous species from a mediterranean old-field succession. Oral communication.
Seed Ecology 2004, An International Meeting on Seeds and the Environment. Rhodes Island
(Greece), April 29 - May 4.

Vile D, Garnier E, Shipley B, Laurent G, Navas M-L, Roumet C, Lavorel S, Diaz S, Hogdson ]G,
Lloret F, Midgley GF, Poorter H, Rutherford M, Wilson PJ and Wright IJ (2003) Leaf
thickness in laminar leaves can be estimated by specific leaf area x leaf dry matter Content.
Poster. The Ecological Society of America 88" Annual Meeting. Savannah, Georgia (USA),
August 3-8.

Conférences nationales

Vile D, Vasseur F et Granier C (2013) Phenotyping integrative traits (Phenomics) and modeling
the relationships between traits. Communication orale. Colloque AllEnvi Modélisation
multi-échelle des plantes, Lyon (France) 26-27 nov.

Vile D, Louault F, Carrére P et Soussana J-F (2007) Changement de structure des communautés
végétales dans des écosystémes prairiaux soumis a différentes pratiques de gestion. Exemple
en prairie permanente sur le site de Theix de 'ORE ACBB. Poster. Ecologie des
communautés végétales (ECOVEG). Bordeaux (France), 14-16 mars.

Louault F, D Vile, Carrére P et Soussana J-F (2007) Caractérisation fonctionnelle de prairies
permanentes soumises & des gradients de perturbation et de fertilité. Poster. Colloque
Ecologie des communautés végétales (ECOVEG). Bordeaux (France), 14-16 mars.

Soussana J-F and Vile D (2006) Diversité végétale. Traits des espéces et assemblage des
communautés prairiales soumises a différents modes de gestion. Projet ANR DISCOVER.
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Encadrements d’étudiants et post-doctorants

L’encadrement d’étudiants représente un intérét particulier dans les activités d'un chercheur. Le
stage, pour I'étudiant doit étre l'occasion de participer activement a une thématique de recherche.
J'espére leur apporter les outils nécessaires pour les aider a réussir dans leur formation et les
accompagner dans leur projet professionnel. La conceptualisation des idées, la rigueur
expérimentale et I'acquisition de I'autonomie pour I'expérimentation, I'analyse des données par une
sensibilisation aux outils statistiques et pour la présentation des résultats sont autant de points sur
lesquels je suis vigilant. La participation a la communication et a la publication des travaux est une
concrétisation importante qui participe a la motivation de chacun. Une liste des étudiants encadrés
est présentée ci-apres. Leur devenir est précisé pour chacun, si applicable. Depuis mon recrutement,
j'ai été membre de 6 comités de pilotage de thése.

Liste des étudiants encadrés

2013-------- M1 Biologie Fonctionnelle de la Plante (BFP). Ecole Doctorale SIBAGHE, Univ.
Montpellier II. Marc Labadie. Etude de lacquisition de la tolérance a un stress
hydrique sévére chez Arabidopsis thaliana suite a [inoculation par la rhizobactérie
Phyllobacterium brassicacearum. 43 p.

Marc poursuit son cursus en M2.

2013-------- M1 Biologie Intégrative et Physiologie Spécialité Biologie et Physiologie Végétale.
Université Pierre et Marie Curie, Paris. Garance Koch. Effets de l'ontogénie et de
Parchitecture foliaire sur optimisation de 'économie des ressources chez A. thaliana.
Poster.

Garance poursuit son cursus en M2 recherche.

2012-------- M2R Biologie Fonctionnelle de la Plante (BFP). Ecole Doctorale SIBAGHE, Univ.
Montpellier II. Thibaut Bontpart. Compromis d’utilisation et d’acquisition des
ressources chez Arabidopsis thaliana : déterminisme génétique et succés compétiteur.

20p.
Thibaut a réussi le concours de ’Ecole Doctorale SPSA (UMII) et poursuit
une thése avec financement ministériel dans 'UMR INRA-SupAgro SPO. Un
article issu de ses travaux de M2 est actuellement en cours de rédaction.
2012-------- L3 Biologie Fonctionnelle de la Plante (BFP). Ecole Doctorale SIBAGHE, Univ.

Montpellier II. Cloé Check. Etude de I'acquisition d’une tolérance a un stress hydrique
sévére chez A. thaliana suite a U'inoculation par des rhizobactéries. 20p.
Cloé va poursuivre sa formation en Master 1 BFP (UMII).

2011-------- M1 Biologie Fonctionnelle de la Plante (BFP). Ecole Doctorale SIBAGHE, Univ.
Montpellier II. Thibaut Bontpart. Impact de la diversité des micro-organismes sur la
croissance d'Arabidopsis thaliana en situation de stress hydrique : Analyse de 6
bactéries. 15p.

2010-------- THESE. Financement MENRT Bourse Président Univ. Montpellier II. Justine
Bresson. Interactions entre la bactérie promotrice de la croissance des plantes
Phyllobacterium brassicacearum STM196 et la plante Arabidopsis thaliana en situation
de stress thermiques et hydriques: implication du tréhalose. Co-directeurs : F.
Varoquaux, B. Tourraine (HDR).

Justine est premiére auteure des publications A28 et A29 (IF = 6.7) et prépare
actuellement deux manuscrits pour la valorisation de ses travaux. Elle a
également participé aux travaux de la publication A24.

2010-------- M2R Biologie Fonctionnelle de la Plante (BFP). Ecole Doctorale SIBAGHE, Univ.
Montpellier II. Justine Bresson. Interactions plantes-microorganismes: réle de la
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bactérie promotrice de croissance Phyllobacterium brassicacearum dans la réponse
d’Arabidopsis thaliana au déficit hydrique et a la température élevée. 26p.
Justine a réussi le concours de I'Ecole Doctorale SIBAGHE (UM2) et a réalisé
une thése sous ma co-direction et celle de Fabrice Varoquaux (MCF, UM2) et
Bruno Touraine (Prof. UM2, HDR).

THESE. Financement Bayer Crop Science (CIFRE). Ecole Doctorale SIBAGHE (UM2).
Frangois Vasseur. Déterminismes génétiques des réponses des plantes aux stress
hydriques et thermiques : le cas de la plante modéle Arabidopsis thaliana.
Francgois a soutenu sa thése le 18 décembre 2012. Outre sa participation aux
publications A24 et A28, il est le premier auteur de deux articles publiés (A22
et A25) dont un dans une excellente revue (A25; IF = 17,6). Il occupe
actuellement un poste de post-doctorant au Max Planck Institute a Tiibingen
sous la direction de D. Weigel. Christine Granier (HDR) était la directrice.

M2R Fonctionnement des Ecosystémes Naturels et Cultivés (FENEC). Ecole
Doctorale SIBAGHE, Université Montpellier 2. Michaél Belluau. Effets du stress
hydrique et des hautes températures sur la croissance, le développement et la physiologie
d’Arabidopsis thaliana. 17p.
Les travaux de Mickaél ont participé a la publication A24. Aprés un contrat
au CIRAD (AMAP), il réalise actuellement une thése a 1'Université de
Sherbrooke.

Stage d’initiation a la recherche. Maud Guedin. DEUG de Biologie, Université
de Dijon, France. Co-direction : Bill Shipley. Mai - aofit.

Assistante de laboratoire. Soumadi Mounirattimum; BSc en Biologie, Université de
Sherbrooke, Qc, Canada. Codirection : Bill Shipley. Sept. — nov.

Stage d’initiation a la recherche. Sophie Metge; BSc en Biologie, Université de
Sherbrooke, Qc, Canada. Co-encadrant : Bill Shipley. Mai — juill.

2006 ‘ 2007 ‘ 2008 ‘ 2009 ‘ 2010 ‘ 2011 ‘ 2012 ‘ 2013 ‘ 2014

Hautes températures et stress hydrique

C. Check (L3)

Labadie (M1)

Figure 1. Diagramme de Gantt des encadrements d'étudiants.

Liste des chercheurs en séjour post-doctoral

2013-2014 - Oscar Ayala-Garay. Professeur au Colegio de Postgraduados, Texcoc, Mexico.

Oscar est arrivé le 1 septembre 2014. Il participe aux expérimentations visant
a mener une analyse de génétique de la variabilité du fonctionnement foliaire
et de la croissance de 400 accessions d’A. thaliana d’origines mondiale et
francaise.
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Contexte

1. Contexte et construction du projet de recherche

Mes activités de recherche portent sur la diversité biologique et le fonctionnement
des plantes dans leur environnement biotique et abiotique. J'appréhende cette
thématique par une approche pluridisciplinaire et multi-échelle utilisant
I'écophysiologie, la génétique et 'écologie fonctionnelle et évolutive. J’ai ainsi
développé différents aspects, méthodologiques, expérimentaux et de modélisation,
a plusieurs niveaux d’organisation biologique avec une perspective d’intégration
de ces différents niveaux. Ainsi, mes travaux s’étendent du fonctionnement des
organes a celui des écosystemes, en passant par le fonctionnement des plantes
entieres, la biologie des populations et 'assemblage des communautés (Figure 2).
Selon les questions posées, jai tour a tour privilégié des approches
d’écophysiologie comparative aux niveaux intraspécifique et interspécifique
utilisant des especes naturelles et, plus récemment, des espeéces d’intérét
agronomique. Mes travaux participent au rapprochement entre ’écophysiologie
des plantes, appréhendée par la variabilité de leurs caractéres, ou traits,
biologiques, et le fonctionnement des communautés végétales et des écosystémes.
D’un point de vue fondamental, il s’agit de comprendre et prédire d’une part les
réponses des organismes aux modifications de leur environnement, et comment
les changements de composition et de structure des communautés induits par ces
réponses affectent les processus écosystémiques (Figure 2). D’un point de vue
appliqué, ces recherches se placent au centre d’enjeux majeurs en écologie et en
agronomie tels que la conservation de la biodiversité et I'impact des changements
climatiques et d’utilisation des terres sur la dynamique des communautés
végétales et le fonctionnement des écosystémes et agrosystemes, y compris le
maintien et 'amélioration de la productivité.

Les activités de recherche sont faites de décisions, de contraintes et
d’opportunités. Mon parcours n’y déroge pas: mon recrutement au laboratoire
d’écophysiologie des plantes sous stress environnementaux (LEPSE) de 'INRA en
2007 a engendré une inflexion dans mes recherches en écologie fonctionnelle vers
une analyse fine de I'écophysiologie des plantes en conditions stressantes. Ce
nouveau volet devait principalement utiliser la plante modele Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh pour étudier la variabilité et les déterminismes génétiques des réponses
écophysiologiques aux hautes températures. J’ai appréhendé cette transition en
adoptant un cadre conceptuel général d’écophysiologie comparative applicable a
I’écologie et a 'agronomie. La réflexion globale sur le cadre d'analyse du projet de
recherche a été menée en interaction avec les autres membres de 1'équipe SPIC et
plus largement au niveau du LEPSE, au travers de discussions et de participations
a des projets de recherche déja en cours. A mon arrivée, le projet de recherche de
’équipe SPIC consistait a évaluer les hypotheses des modeles de réponse de la
croissance des plantes aux stress environnementaux en considérant les
formalismes hydraulique, métabolique et ontogénique de la croissance. Bien que la
température soit un facteur pris en compte (GRANIER et al. 2002, et autres
références dans PARENT et al. 2010b), la thématique du stress thermique était
nouvelle, les réponses des plantes au déficit hydrique (AGUIRREZABAL et al. 2006,
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HUMMEL et al. 2010) ou a la lumiére (COOKSON et al. 2007) étant plus
généralement étudiées.

GENOTYPES,
ESPECES ECOSYSTEME

: ||.|“|| @ % ® o AGRO-SYSTEME
: N F

@ <
o O

ENVIRONNEMENT

Traits
Trait 1

Trait n

Propriétés et
fonctionnement
Flux de matiére et d’énergie
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d’effets
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Figure 2. Traits biologiques et changement d’échelle : vers un paradigme fonctionnel
de l'écologie et de l'agronomie. Mes travaux participent au développement de
I'approche dite « fonctionnelle » de I'écologie. Cette approche postule qu'un individu
peut étre caractérisé par un ensemble de traits qui refletent son fonctionnement dans
un milieu donné, c.a.d. son phénotype. On distingue alors d’une part les traits de
réponse, qui permettent d’interpréter et de prédire la réponse des organismes aux
changements des conditions environnementales et d’autre part les traits d’effet qui
permettent de comprendre et de prédire leffet du fonctionnement des organismes
sur les propriétés et le fonctionnement des écosystémes. Cette approche nous a
permis de mettre en évidence des liaisons entre traits de réponse, traits d’effet, et
fonctionnement des écosystémes, en prenant en compte ou non l'abondance des
espéces dans les communautés végétales. Nous avons aussi contribué au formalisme
de l'approche fonctionnelle en proposant un cadre conceptuel associant données
expérimentales et observations in natura et permettant une vision intégrée des
processus a différentes échelles. Les méthodes statistiques utilisées permettent
lanalyse et la structuration d’informations complexes. L’association de la
formalisation et de la validation empirique par un grand nombre de données
constitue une base de 'approche. Cette approche devrait permettre d’établir des liens
directs entre des disciplines connexes telles que I'écophysiologie, la biologie des
populations et l'écologie des communautés, mais aussi l'écosystémique et
I'agronomie, pour permettre de mieux comprendre et prédire les réponses des
systémes biologiques aux modifications des facteurs de 'environnement dans un
monde changeant.

Mon intégration s'est réalisée au travers d'expertises pour l'analyse de
données, la discussion de résultats, I'appui expérimental et la rédaction d’articles.
Ainsi, j'ai été associé aux travaux de thése de S. TISNE ([A15] TISNE et al. 2008,
TISNE 2009, [A18] TISNE et al. 2010), au programme européen AGRON-OMICS
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(HiLsoN 2007)' et au projet ANR STOMATE? (SIMONNEAU 2006). Mon
implication dans ces projets est une démarche a la fois personnelle et collective qui
a largement facilité mon intégration dans un contexte scientifique nouveau. En
participant aux expérimentations et a I'analyse des données, je me suis familiarisé
avec la « culture » scientifique du laboratoire et j’ai pu faire valoir mes propres
expériences et méthodes d’investigation. Cette implication a activement participé
a la construction de mon projet personnel. L’opportunité d’encadrer tres tot dans
mon projet des étudiants en Master et en These a aussi favorisé le développement
de mon projet de recherche.

L’objectif principal de mon projet de recherche est de comprendre et prédire
les conséquences des modifications morphologiques, physiologiques et
ontogéniques sur la croissance, la survie, et la reproduction, et donc ultimement
sur la valeur sélective des individus et, d'un point de vue agronomique, sur la
productivité des agro-écosystemes, en réponse a des températures élevées. L’étude
de la capacité de changement d’échelle des processus - ou scalabilité — fait partie
intégrale de ce projet. Pour étudier les déterminismes génétiques de ces
modifications, la diversité génétique et les lignées génétiquement modifiées
disponibles chez I'espéece modele A. thaliana représentent un atout.

Dans ce document, le contexte, la problématique et les inflexions, ainsi que
les méthodologies et les innovations utilisées sont présentés, chronologiquement
ou par theme (Figure 3). Mes activités de recherche en cours ou a développer sont
mises en perspective de ces travaux. La Figure 3 présente une chronologie des
travaux et fait apparaitre leur orientation selon quatre thématiques principales
dont les liaisons sont mises en évidence dans ce document: i) la réponse des
plantes aux stress environnementaux (hautes températures en interaction avec
d’autres facteurs environnementaux tels que la disponibilité en eau, la lumiére, le
CO; ou les bactéries du sol bénéfiques pour les plantes), ii) 'étude approfondie de
la croissance, en particulier appréhendée par les contraintes allométriques et
d’économie des ressources, iii) les méthodes de collecte et d’analyse de données
permettant de caractériser le phénotype des plantes (phénotypage), et iv)
I'utilisation de ces connaissances au profit de I'’écologie et de I'agronomie.

Ainsi, depuis mon recrutement, je garde pour objectif de continuer le
développement de I'approche fonctionnelle décrite dans la Figure 2 dans un
contexte écologique et de participer a son extension aux systémes agronomiques.
Mes travaux, largement centrés depuis lors sur I'écophysiologie de la plante
modele A. thaliana, ont pour ambition d’augmenter nos connaissances et notre
capacité prédictive des réponses des plantes a leur environnement biotique et

U L'objectif du projet AGRON-OMICS était de produire un modeéle de développement foliaire
d’Arabidopsis thaliana en intégrant les réseaux de génes, de protéines et de métabolites. Dix
partenaires étaient impliqués dans ce projet dont un WP est porté par C. GRANIER et a employé une
post-doctorante (C. MASSONNET) au LEPSE ([A17,A23] Massonnet et al. 2010, 2011).

2 'objectif du projet STOMATE était de rechercher des combinaisons de génes favorables a une
meilleure efficience de I'utilisation de I'eau pour des scénarii climatiques donnés, en vue d’une
évaluation chez les plantes cultivées. T. SIMONNEAU était le porteur de ce projet qui a employé un
ingénieur d'étude (M. PERVENT) au LEPSE avec qui j'ai participé au phénotypage de mutants affectés
dans le comportement d’ouverture stomatique ([A19] Aubert et al. 2010).
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abiotique. Le domaine d’application de ces travaux combine I'écologie des
systemes naturels et anthropisés et l'identification d’idéotypes, c’est-a-dire de
génotypes d’especes d'intérét agronomique permettant une productivité accrue ou
maintenue dans un environnement donné, actuel ou futur.
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Figure 3. Activités de recherche. Quatre thématiques principales sont mises en
évidence. Les fleches pleines indiquent la chronologie des activités. Les fleches
pointillées indiquent les activités en tdche de fond. Les liens entre les thématiques
sont explicités dans le document. Certaines activités sont poursuivies depuis ma
thése et mon post-doctorat, d’autres ont commencé & mon recrutement au LEPSE en
septembre 2007. Les zones grisées constituent les activités qui seront poursuivies et
développées dans mon projet.
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2. Del'écologie a la plante modéle - De la plante modeéle a
I'écologie et 'agronomie

Au cours de ma these et de mon post-doctorat, j’ai étudié la variabilité des traits
des plantes entre les especes (variabilité interspécifique) et a I'intérieur des especes
(variabilité intraspécifique, entre individus d'une méme espéce) dans différents
contextes écologiques. A mon arrivée au LEPSE en 2007, il a été convenu que le
projet de recherche serait initialement traité sur Arabidopsis thaliana (L.) Heynh
(BRASSICACEAE), ou arabette de Thalius ou arabette des dames, dont le statut
officiel d'organisme modéle pour la génétique des plantes date de 1998 (FINK
1998) et dont le séquengage complet du génome, premier chez les plantes a fleurs,
a été achevé en 2000 (THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE 2000). Les raisons de
ce choix étaient multiples. Cette espece posseéde des intéréts méthodologiques et
conceptuels indéniables tant en génétique et en physiologie qu'en écologie et en
biologie de I'évolution (MCKAY et al. 2003, JUENGER et al. 2005, TONSOR et al.
2005). Un grand nombre de ressources génétiques et d’outils de génomiques sont
disponibles pour cette espece qui possede un génome de petite taille et dont le
mode de reproduction principal est I'autofécondation. Cette espéce est facile a
manipuler en conditions environnementales contr6lées (petite taille, cycle de
développement court). Des outils de phénotypage, tels que Ilautomate
PHENOPSIS développé au LEPSE, un outil automatisé dédié a la culture et a la
caractérisation des  phénotypes d’arabidopsis dans des conditions
environnementales contr6lées (GRANIER et al. 2006), sont disponibles (SKIRYCZ et
al. 2011, TISNE et al. 2013). Cette espéce présente aussi un intérét pour I'étude de
processus écologiques et évolutifs. De ce fait, une large communauté de
chercheurs travaille avec cette espéce au niveau international, et enfin, elle
représente un potentiel pour le transfert des connaissances a d’autres especes
naturelles et cultivées.

A. thaliana est une espece rudérale naturelle, majoritairement présente dans
I'hémisphere nord, qui présente une forte variabilité génétique le long de gradients
de latitude et d'altitude (HOFFMANN 2002, SHINDO et al. 2007, MONTESINOS-
NAVARRO et al. 2009) mais aussi a différentes échelles spatiales (BRACHI et al.
2013b). La large répartition d'A. thaliana suggere une grande plasticité du génome
et une forte variabilit¢é de réponses développementales, morphologiques et
physiologiques pour s'adapter aux différents climats dans lesquels elle est
rencontrée et aux changements des conditions climatiques (TONSOR et al. 2005).
Des études récentes ont permis de mettre en évidence des signes d’adaptation dans
les populations naturelles d’A. thaliana le long de gradients climatiques tels que
ceux contraints par l'altitude (MONTESINOS-NAVARRO et al. 2009, MONTESINOS-
NAVARRO et al. 2011) et de les relier a des processus génétiques et physiologiques
(FOURNIER-LEVEL et al. 2011, HANCOCK et al. 2011, BRACHI et al. 2013a). Par
ailleurs, plusieurs études ont mis en évidence des relations entre l'origine
écologique d’écotypes et leurs réponses a des stress abiotiques (e.g. TONSOR et al.
2008) et biotiques (ROWE & KLIEBENSTEIN 2008).
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2.1. Matériel génétique d’Arabidopsis thaliana

Le matériel génétique d’A. thaliana utilisé dans mon projet de recherche
combine : la variabilité naturelle, des populations de lignées recombinantes, des
lignées génétiquement modifiées.

La variabilité naturelle se trouve sous la forme de collections d’accessions
échantillonnées dans les habitats naturels de l'espece. Il est ainsi possible
d’analyser des collections d'un petit nombre d’accessions qui maximisent la
diversité génétique naturelle ([A21] RICHARD et al. 2011, coll. UMR BPMP a
Montpellier) ou la diversité des environnements naturels, par exemple via
Iétendue latitudinale des sites d’origine ([A24] VILE et al. 2012), ou des collections
d’un grand nombre d’accessions (coll. avec Fabrice Roux (INRA, Toulouse)),
dont I'étude nécessite des dispositifs de grande envergure, mais qui permettent
I'analyse des déterminismes génétiques par la cartographie sur 'ensemble du
génome (‘genome-wide’), rendue possible grace au marquage génétique a haute
densité.

Figure 4. Photographies d’Arabidopsis thaliana. Photographie de divers génotypes a
floraison en serre (crédit : T. BONTPART, étudiant en M2) et de 'accessions Col-0 au
stade végétatif en chambre de culture 15 jours aprés germination & 12 h de
photopériode (crédit : PHENOPSIS).

Des populations de lignées recombinantes (RIL, lignées quasi-isogéniques
(NIL, HIF)) sont spécifiquement utilisées pour la cartographie de régions du
génome portant des polymorphismes associés a la variation de caracteéres
quantitatifs, nommeées en anglais « quantitative trait loci» (QTL). Plusieurs
populations de lignées recombinantes ont été étudiées dans le cadre de travaux de
thése de Sébastien TISNE ([A15] TISNE et al. 2008, TISNE 2009, [A18] TISNE et al.
2010), de Marie BOUTEILLE (BOUTEILLE et al. 2012, [S1] BOUTEILLE et al. soumis) et
de Francois VASSEUR (VASSEUR 2012, [A25] VASSEUR et al. 2012). Trois accessions
(Ler, An-1, Cvi-0) utilisées comme lignées parentales de certains de ces
croisements ont été sélectionnées pour leurs réponses contrastées a une
disponibilité en eau dans le sol diminuée (déficit hydrique) et/ou au stress
thermique (AGUIRREZABAL et al. 2006, TONSOR et al. 2008, [A24] VILE et al. 2012).
La population constituée a partir du croisement Ler x An-1 a déja montré une
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forte variabilité et une forte héritabilité pour de nombreux traits foliaires, tels que
la densité stomatique, et la croissance, a la fois en condition témoin et de déficit
hydrique ([A18] TISNE et al. 2010). La population Ler x Cvi-0 a été étudiée en
conditions de contraintes hydriques et thermiques ([S2] VASSEUR et al. Soumis,
voir Section 5), révélant les relations génétiques entre économie des ressources et
allométrie ([A25] VASSEUR et al. 2012).

Enfin, I'utilisation de lignées génétiquement modifiées peut permettre de
tester des hypotheses fonctionnelles. Des collaborations avec le CEA Cadarache
([S4] PANTIN et al. soumis) et 'TUMR CNRS-UPS 5546 a Toulouse sur le controle
de l'ouverture stomatique (STOMATE 2006, [A19] AUBERT et al. 2010), avec
I'UMR CNRS-UVS 5200 a Bordeaux sur la production de cires cuticulaires ([A20]
BOURDENX et al. 2011, [A26] PASCAL et al. 2013), avec 'TUMR BPMP a Montpellier
sur la tolérance au zinc ([A30] NGUYEN et al. 2014), et avec plusieurs laboratoires
européens sur la croissance foliaire (AGRONOMICS 2007, [A23] MASSONNET et
al. 2011) ont donné acceés a un large panel de lignées transgéniques et de mutants
dont les fonctions affectées ont permis de tester des hypothéses sur les
déterminismes de la croissance et sur les réponses aux stress.

L'utilisation de cette large gamme de variabilité génétique s’intégre
parfaitement a la stratégie que nous développons au LEPSE pour le phénotypage
des plantes a haut-débit a la fois en conditions environnementales contrdlées et
fluctuantes (PLATFORMS 2013). Les bases de données phénotypiques, telles que
PHENOPSIS DB (FABRE et al. 2011), associée a notre plateforme de phénotypage
PHENOPSIS, sont tres importantes pour réaliser des méta-analyses ([A17]
MASSONNET et al. 2010, [A27] BRESSON et al. 2013a, [A31] GRANIER & VILE 2014,
[A29] KAZAKOU et al. 2014).

P Ty /S N\
Figure 5. Plateformes de phénotypage du Laboratoire d’Ecophysiologie des plantes
sous Stress Environnementaux (PLATFORMS 2013). De gauche & droite
PHENOARCH, PHENOPSIS, PHENODYN, phénotypage de la vigne en conditions
naturelles. Crédit : photothéque INRA.

2.2. Approche comparative des espéces naturelles et cultivées

Un enjeu majeur dans mon projet de recherche est de conserver une approche
comparative avec d’autres especes végétales, en particulier d’intérét agronomique.
Ce dernier point est facilité par I'interaction avec les autres équipes du LEPSE qui
étudient la vigne, le mais et plus récemment d’autres céréales (projet de B. Parent,
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recruté en 2013), et par des collaborations, en particulier avec des entreprises
privées. Le projet Climate-KIC AgWaterBreed sur lefficience d’utilisation de
I'eau, mené en partenariat avec Bayer Crop Science et le Forschungzentrum de
Jilich (AgWaterBreed 2011) a été I'occasion de transférer et de développer des
méthodes de caractérisation du phénotype sur le colza (Brassica napus), une
espece cultivée appartenant a la méme famille botanique qu’arabidopsis (Figure
6). Une action sur une série variétale historique du mais a été réalisée, et nous
mettons en place, en collaboration étroite avec Cyrille VIOLLE (CEFE, CNRS), un
projet de plus grande envergure pour I'étude des compromis d’utilisation des
ressources chez les plantes soumises a la sélection artificielle en utilisant une
approche comparative d’espéces cultivées et d’espéces qui leur sont apparentées
(projets ANR CROPTRAITS et ERC portés par C. VIOLLE).

Figure 6. Photographies de préléevement d’échantillons sur une feuille de mais
(gauche) et de la culture de colza (Brassica napus) cultivé dans la plateforme
PHENOPSIS avec deux tailles de pots (centre). Détail d’'une plante de Colza (droite).

Notre pari est que I'analyse comparative et systématique des compromis (ou
des synergies) qui s’opeérent chez les plantes représente un bénéfice potentiel pour
la compréhension des processus écologiques (dynamique des communautés,
fonctionnement des écosystémes) mais aussi pour l'amélioration de la
productivité des systemes agronomiques (Figure 2). L’évaluation de ce bénéfice
passe de toute évidence par I'analyse de la capacité de changement d’échelle des
traits biologiques mis en jeu, et des effets de I'environnement aux différentes
échelles d’intégration (SADRAS & RICHARDS 2014). La constitution de bases de
données est une étape importante dans cette démarche (FABRE et al. 2011,
KAZAKOU et al. 2014).
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3. Quantification du phénotype et méthodes d’analyses
des déterminismes de la performance des plantes

Les opportunités de tester des hypothéses sur les déterminants de la performance des plantes dans
leur environnement sont largement dépendantes des méthodes disponibles pour quantifier les traits
des plantes, et du cadre d’analyse. J'attache un intérét particulier au développement de méthodes
de phénotypage originales et a la combinaison d’approches statistiques et de modélisation. Avec
Christine GRANIER, nous avons récemment écrit un article de synthése sur cette problématique en
faisant appel aux travaux réalisés avec nos étudiants et colléegues (GRANIER & VILE 2014).

Les technologies disponibles pour le phénotypage, c.a.d. la qualification et la
quantification des traits des organismes vivants, ont connu un essor considérable
ces dernieres décennies, en partie sous la poussée des technologies « -omiques »
haut-débit. Le développement de 'automatisation pour l'acquisition de mesures
variées et dynamiques sur un grand nombre d’individus a augmenté le besoin de
grandes capacités de stockage des données et des moyens efficaces pour leur
analyse. Cest dans ce contexte qu’a vu le jour le concept de «pipeline de
phénotypage » (ARVIDSSON et al. 2011), qui se défini par 'ensemble des méthodes
d’acquisition, de traitement, d’analyse et d’interprétation des données qui
caractérisent le phénotype d’une plante dans un contexte biologique (ontogénie,
interactions biotiques) et environnemental précisément décrit (Figure 7). Au
LEPSE, nous participons activement a ces développements (PLATFORMS 2013).
Dans le cadre de mon projet de recherche, je revendique l'importance de
modéliser les réseaux de relations entre les traits pour comprendre les contraintes
génétiques et environnementales sous-jacentes ([A05] VILE et al. 2006b, [A15]
TISNE et al. 2008, [A14] VACHER et al. 2008, [A23] MASSONNET et al. 2011, [A24]
VILE et al. 2012) {[A15] .

Le phénotypage n’est évidemment pas une activité de recherche nouvelle.
C’est la base de toutes les études en écologie, agronomie et écophysiologie pour
explorer la diversité fonctionnelle des plantes, comparer la performance
d’especes/variétés, ou étudier la réponse des organismes aux variations de
Ienvironnement. Le terme « phénotype », qui est implicitement lié a I'identité
génétique, a cependant été laissé de coté en écologie fonctionnelle, une discipline
qui s’est focalisée sur les valeurs moyennes des traits pour caractériser les especes
(au détriment de I'individu). La variabilité intra-spécifique connait cependant un
regain d’intérét pour son réle non négligeable dans le fonctionnement de certaines
communautés (VIOLLE et al. 2012), et des données génétiques seront bientot
disponibles avec un débit sans précédent pour aborder les aspects évolutifs. Par
ailleurs, nous revendiquons une I'utilisation du terme phénotypage en biologie qui
ne doit pas se réduire a 'acquisition de « mesures haut-débit de traits » mais doit
étre placé dans un contexte biologique et environnemental précis.

Comme le montrent les travaux sélectionnés dans ce document, la prise
automatique d’images de plantes n’est pas la condition sine qua non pour trouver
une association prometteuse entre le phénotype et le génotype d’une plante. La
prise en compte de la variation environnementale et temporelle, et des différentes
échelles biologiques du phénotype sont au contraire requises pour maximiser
'analyse des relations génotype-phénotype (Figure 7). La croissance est un bon
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exemple dans lequel la dynamique revét une importance particuliere. En effet, la
classification d'un ensemble de génotypes selon leur taille & une date donnée apres
la germination peut facilement se révéler difficile a interpréter si ces génotypes ont
des dynamiques (vitesse, durée) de croissance différentes ([A27] BRESSON et al.
2013a). L’utilisation de données explicitement dépendantes du temps, qui peuvent
prendre en compte la variabilité ontogénique peut alors s’avérer primordiale
(WALTER et al. 2009, MENDEZ-VIGO et al. 2010, COLE et al. 2011, STINCHCOMBE et
al. 2012, KECHID et al. 2013, TISNE et al. 2013).
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Figure 7. Exemple d’'un pipeline de phénotypage multi-traits. (a) Des plantes
d’arabidopsis sont cultivées dans des conditions environnementales contrdlées avec
un systéme d’irrigation et d’imagerie (b, images dans le spectre visible, en infra-
rouge ou de fluorescence) automatisé (GRANIER ef al. 2006). Les images acquises (c)
sont automatiquement enregistrées dans une base de données (FABRE ef al. 2011) et
sont ensuite analysées avec des procédures semi-automatiques. (d-e) D’autres traits
sont quantifiés avec des procédures plus ou moins invasives telles que les mesures
d’échanges gazeux, des analyses en microscopie, des analyses cellulaires en
cytométrie de flux. (f) L’analyse de la dynamique des traits, des effets de
Ienvironnement et des effets génétiques sont alors possibles (voir aussi Figure 8).
Figure reproduite ([A31] GRANIER & VILE 2014).

Dans la plupart des cas, le phénotype d'un génotype particulier ne peut pas
étre restreint a la quantification d’un seul trait. Au contraire, le phénotype est un
ensemble de caractéristiques morphologiques, structurales, physiologiques et
biochimiques a un stade ontogénique donnée ou a une date donnée, dans un
contexte environnemental précis. Cette forte dimensionnalité a amené certains
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chercheurs a sélectionner un nombre restreint de traits pertinents pour tester des
hypothéses biologiques. Ce type d’approche s’est révélée efficace pour la sélection
variétale pour un nombre limité de traits d’intérét (p. ex. masse de graines,
productivité) considérés un a un, bien qu’il y ait une co-sélection pour des traits
corrélés.

La résolution des relations de type « plusieurs-a-plusieurs» pour la
cartographie du génotype vers le phénotype requiert des méthodes avancées en
modélisation et en statistique (Figure 8). Parmi ces méthodes, 'analyse des pistes
et, plus généralement, la modélisation par équations structurales (SHIPLEY 2000)
permettent de controler statistiquement les covariations entre des variables et
tester des diagrammes de causalité hypothétiques dans une démarche
interprétative ([A05] VILE et al. 2006b, [A15] TISNE et al. 2008, [A14] VACHER et
al. 2008). Les effets génétiques ont été intégrés avec succes dans ce type de
modeles. Par exemple, le screening systématique du génome nous a permis
d’identifier des ‘QTL de relation’ qui induisent des modifications de certains
compromis et relations allométriques ([A15] TISNE et al. 2008, [A25] VASSEUR et
al. 2012). Des QTL identifiés par les méthodes classiques de cartographie ont été
intégrés avec succés dans des modeles de piste pour prendre en compte la
variabilité génétique dans les réseaux de relations entre traits (LI et al. 2006,
FOURNIER-LEVEL et al. 2013). La ‘biologie des systemes’, pour étre efficace, devra
intégrer différentes méthodes d’analyse afin de relier les différentes voies de
régulation et les réseaux de corrélations entre les traits et I'environnement
(POORTER et al. 2013, POORTER et al. 2014).

D’autres approches multi-variées (analyses factorielles, régression partielle,
clustering) permettent de réduire la dimensionnalité de I'espace phénotypique
tout en conservant les principaux axes de variation (WESTOBY et al. 2002, [A24]
VILE et al. 2012, LAUGHLIN 2014, [S2] VASSEUR et al. Soumis). Ces méthodes sont
efficaces pour identifier des traits pertinents pour discriminer des groupes qui
peuvent ensuite étre utilisés dans des analyses plus conventionnelles (TOPP et al.
2013). Les modeles a effets mixtes sont parmi les méthodes les plus efficaces pour
prendre en compte a la fois l'aspect hiérarchisé (cellule, tissus, individus,
génotypes, espéces, communautés) et multifactoriel (temps, age, environnement)
des données phénotypiques ayant une forte dimensionnalité (BOER et al. 2007,
VAN EEUWIK et al. 2010, VASSEUR et al. Soumis). La disponibilité de procédures de
modélisation des relations non linéaires, et les avancées concernant la
modélisation multi-variée (p. ex. modeéles Bayésiens, modeles de simulation
multidisciplinaires) représentent une étape importante pour la cartographie des
liens entre génotype et phénotypes.

11
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Figure 8. Modélisation des relations entre traits et avec I'environnement. Relations
bivariées: (a) spectre de fonctionnement des feuilles et de la plante entiére
génétiquement déterminé ([A25] VASSEUR et al. 2012) ; (b) effets alléliques sur les
relations entre traits reliés a la taille des feuilles (‘QTL de relations’, [A15] TISNE et
al. 2008) ; (c) effets de la combinaison d’une température de 'air témoin (CT, 20 °C)
et élevée (HT, 30 °C), et d’une irrigation non limitante (WW) et d’'un déficit
hydrique édaphique (WD) sur les relations allométriques de la transpiration ([S2]
VASSEUR et al. Soumis). Réseaux de traits modélisés par (d) des relations causales
(modélisation par équations structurales, [A15] TISNE et al. 2008) et (e) des réseaux
de corrélations. (f) Forme générale des modéles a effets mixtes génotype x
environnement sur des traits uniques ou sur plusieurs traits ; les réponses y; sont
modélisées par un ensemble d’effets fixes (3, les moyennes du trait i dans chaque
environnement entre génotypes) et aléatoires (u;, les effets génétiques aléatoires u; ~
N(0, G) ou G est la matrice de variance-covariance), et e; les résidus non génétiques.
X; et Z; sont les matrices de design. (g) Exemple de réduction de la dimensionnalité
de P'espace phénotypique de la croissance, la morphologie et la physiologie tel que
représenté dans le premier plan d’une analyse en composantes principales sur les
moyennes de traits par génotype. (h) Projection des individus de la population de
lignées recombinantes d’A. thaliana issue du croisement des accessions Ler et Cvi (n
= 120) dont I'espace phénotypique est semblable a (g) en conditions contrastées de
température et d’irrigation (voir (c)); les deux premiers axes montrent les effets
additifs et interactifs de la température élevée (HT) et du déficit hydrique (WD)

([A24] VILE et al. 2012, [S2] VASSEUR et al. Soumis). Figure reproduite ([A31]
GRANIER & VILE 2014).

12



Interactions haute température et déficit hydrique

4. Réponses des plantes aux hautes températures et au
déficit hydrique : analyse préliminaire chez dix
accessions naturelles d’A. thaliana

Une premiére série d'expériences a permis d'établir un cadre d’analyse des réponses des plantes a
une combinaison de température élevée et de déficit hydrique édaphique. Ce cadre d’'analyse a été
utilisé pour un stage de Master 2 (BELLUAU 2009) et les résultats ont été publiés ([A24] VILE et al. 2012).

Les températures élevées et le déficit hydrique peuvent avoir des conséquences
néfastes pour la croissance et le développement des plantes. Ce sont les principales
causes de fortes réductions de la productivité agricole dans de nombreuses régions
du monde (BOYER 1982, CIAIS et al. 2005, IPCC 2007, BATTISTI & NAYLOR 2009).
Les changements climatiques a I'échelle du globe vont probablement augmenter
P'occurrence et la distribution de ces contraintes, diminuer encore la productivité
et entrainer des modifications de la biodiversité (LOBELL & ASNER 2003, PORTER
2005, THUILLER et al. 2005, IPCC 2007). De nombreuses études sont focalisées sur
la réponse des plantes a l'une ou l'autre de ces contraintes alors qu’elles s'exercent
souvent simultanément en conditions naturelles, et qu’il faut en comprendre les
effets en interaction (GARCIA et al. 2014).

De maniére plus générale, de nombreux facteurs environnementaux, tels
que la température, 'eau et la lumiére peuvent agir simultanément sur la
croissance et le développement des plantes. Bien que les effets de différents stress
pris individuellement aient largement été décrits au niveau moléculaire, peu de
connaissances sont disponibles concernant les mécanismes impliqués dans la
réponse intégrée des plantes a des stress en interactions, particulierement a des
expositions a des stress modérés sur le long-terme. Le nombre d’études dédiées a
'analyse de ces interactions a cependant augmenté ces dernieres années (voir la
récente revue bibliographique de SUZUKI et al. 2014).

Les plantes présentent un large éventail de réponses a la température, a tous
les niveaux d’organisation et sous forte influence génétique. Généralement, a
partir d'une température basale, on observe une augmentation des vitesses de
nombreux processus biologiques (e.g. photosynthése, élongation foliaire) avec
laugmentation de la température jusqu'a une température limite au-dela de
laquelle les processus sont ralentis (PARENT et al. 2010b) et les phénomenes
d’avortement ou de mortalité peuvent apparaitre (Figure 9). Les organes végétaux
subissent en grande partie les fluctuations de température de leur environnement.
Cependant, au niveau de la feuille, la perte d’eau par transpiration, largement
déterminée par 'ouverture des stomates mais aussi par la morphologie des feuilles
et I'architecture de la plante, participe a la régulation de leur température (JONES
1992). L’adaptation des végétaux aux hautes températures est donc dépendante
d’'un compromis entre bénéfice du refroidissement et cott de la perte d’eau,
notamment dans les environnements qui combinent forte demande évaporative
de T'air et faible disponibilité en eau dans le sol. En interaction, le stress hydrique
peut donc exacerber l'effet des hautes températures (réduction de la croissance et
de la photosynthese, augmentation de la respiration, diminution de la
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transpiration, pour une récente revue sur les réponses de la croissance au stress
hydrique voir TARDIEU et al. 2014), et avoir comme conséquence des réponses
physiologiques et métaboliques originales par rapport a celles observées pour
chacun des deux stress (RIZHSKY et al. 2004).

Une augmentation de température des organes n’entraine pas seulement
une augmentation des pertes en eau mais elle modifie aussi négativement le statut
en carbone. En effet, 'augmentation des processus physiologiques due a
laugmentation de la température est associée a une augmentation de la demande
énergétique et donc de molécules constituées de carbone (MORISON & LAWLOR
1999, PARENT et al. 2010b, GENT & SEGINER 2012). Des modifications de
larchitecture aérienne de la plante capables de diminuer la température des
feuilles pourraient améliorer le bilan carboné de la plante ; cependant, des telles
modifications peuvent également pénaliser l'assimilation du carbone en
diminuant I'interception du rayonnement. Il s’agit donc de comprendre comment
les plantes exposées a une température élevée résolvent les compromis entre
refroidissement, économie de I’eau et assimilation du carbone.

Maize Rice A. thaliana

Leaf or seedling
expansion rates
N
T

Germinationn,
cell division or
ordevelopmental
rates
N
T

il 1 1 1 1 ul 1 1 1 1
10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40
Temperature (°C)

Figure 9. Réponses a la température de l'expansion foliaire et de processus
développementaux chez le mais, le riz et A. thaliana. D’apres PARENT et al. (2010a).

Une premiere partie de mon travail avait pour objectif d’étudier les effets
combinés d’'une température élevée et d'un stress hydrique édaphique sur le
développement, la croissance et la physiologie d’A. thaliana afin de répondre aux
questions suivantes :

i) quels sont les effets de la température élevée et du déficit hydrique
sur des traits reliés a la croissance, la morphologie et le
développement et dans quelle mesure les effets de la combinaison de
ces deux stress different de leurs effets isolés ?

ii) la variabilité des réponses a ces stress est-elle reliée aux conditions
climatiques des sites d’origines des génotypes étudiés ?
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iii) Dans quelle mesure ces réponses sont-elles reliées aux valeurs de
traits observées en conditions de température non stressante et de
disponibilité en eau ne limitant pas la croissance ?

Chez A. thaliana, la thermotolérance basale, c.a.d. la température maximale
tolérée par un individu qui n’a jamais subi de température élevée, par opposition a
la thermotolérance acquise, est de 30 °C pour I'écotype Col-0 (LUDWIG-MULLER et
al. 2000). Nous avons choisi cette température comme traitement de température
élevée en privilégiant un scénario de température constante sur tout le cycle de vie
des plantes. Par souci d’homogénéité avec les études antérieures menées au LEPSE
et qui pouvaient servir de point de repeére, la température controle a été fixée a 20
°C, et l'intensité lumineuse a 175 umol m™ s'. Ce régime de températures a été
considéré en interaction avec deux niveaux de teneur en eau du sol: un niveau
optimal, fixé a 35% d’humidité pondérale (HR1), et un niveau de déficit hydrique
modéré fixé a 20% HR., définis selon les résultats de GRANIER et al. (2006) qui
montrent, dans le méme substrat, qu'une HR.. inférieure a 30% (0.30 g H,0 g' sol
sec) affecte significativement la croissance d’A. thaliana.

Dix accessions naturelles ont été sélectionnées pour maximiser I'étendue
latitudinale des sites d’origine d’A. thaliana. Le criblage préalable de nombreux
génotypes via la plateforme PHENOPSIS (GRANIER et al. 2006) et le projet
STOMATE (SIMONNEAU 2006), avait déja permis d'une part d’isoler la variabilité
naturelle sur la base de contrastes de conductance stomatique (largement
impliquée dans les flux transpiratoires et donc dans la régulation de la
température des feuilles).

4.1. Une forte variabilité génotypique mais des effets
globalement additifs

La température élevée de 30 °C et le déficit hydrique modéré, maintenus constants
tout au long du cycle de vie, ont réduit la taille des plantes, avec une diminution de
la vitesse de croissance, et du nombre et de la surface des feuilles. La performance
des plantes, estimée par la biomasse a reproduction, était plus affectée lorsque les
stress étaient appliqués en combinaison.

Une forte variabilité génétique a été révélée entre les dix accessions (18% de
la variance expliquée au niveau multivarié) pour 18 traits reliés a la croissance, la
morphologie et la physiologie au niveau de la plante entie¢re et au niveau de la
feuille ([A24] VILE et al. 2012). Les valeurs de la plupart des traits étaient affectées
par une interaction entre le génotype et 'environnement (GxE). Malgré la forte
variabilité génotypique observée, une analyse multivariée (ACP) a permis de
mettre en évidence des réponses communes a une majorité de génotypes (Figure
10). Au niveau multivarié et pour de nombreux traits pris individuellement, les
effets moyens de la haute température et du déficit hydrique étaient
majoritairement additifs, que ce soit positivement (e.g. vitesse de croissance,
biomasse, teneur en acide abscissique [ABA]) ou dans le sens opposé (date de
floraison ; densité stomatique). Certains traits présentaient des variations
spécifiques a Pun ou Pautre des stress. Par exemple, une augmentation de
Iallocation de biomasse aux racines était observée spécifiquement en réponse au
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déficit hydrique. Par ailleurs, I'allocation a la reproduction, la surface spécifique
des feuilles (une mesure de la structure des feuilles qui prend en compte
I'épaisseur et la densité des tissus foliaires ([A3] VILE et al. 2005), et I'angle

d’insertion des feuilles (hyponastie ; Section 6) augmentaient significativement en
réponse a 'augmentation de température.

(@) 1.0

0.5

Leaf

32 angle

Q Leaf

E allocation

5 0.0 :

8 Reproductive
e allocation

Stomatal index

3 Root‘Shoot
- Root allocation

1.0

Factor 2 (25%)

-5 4 -3 -2 1 0 1 2 3 4 5 6
Factor 1 (45%)

Figure 10. Analyse en composantes principales chez huit accessions d’A. thaliana en
conditions de température élevée et de déficit hydrique isolés et combinés. (a)
Projection des variables et (b) des individus. Température témoin (20 °C; CT),
température élevée (30 °C ; HT) ; teneur en eau du sol témoin (0.35 g H,0 g sol sec;
WW), teneur en eau du sol en déficit hydrique (0.20 g H,0 g™ sol sec ; WD).

L’additivité des deux stress pouvait apparaitre comme un résultat étonnant
car il est généralement admis que les plantes présentent des réponses interactives
complexes a des stress multiples (MITTLER 2006, SUZUKI et al. 2014). 1l est possible
que les niveaux modérés des stress utilisés dans notre étude et le fait qu’ils soient
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imposés pendant tout le cycle de développement de la plante soient responsables
du résultat observé. En effet, les plantes ont ainsi pu s’acclimater aux stress
appliqués, renforgant éventuellement leur tolérance. L’application de températures
constantes peut aussi avoir induit des réponses différentes de celles observées lors
de fortes augmentations appliquées a un stade particulier, comme on le trouve
communément dans la littérature sur les hautes températures. Dans notre étude, le
stress hydrique et le stress thermique appliqués isolément étaient tout de méme
suffisants pour avoir tous les deux réduit la biomasse seche a floraison de moitié,
et pour que leur combinaison l'ait réduite de 85% en moyenne. Une forte
variabilité génotypique de réduction de biomasse a été observée, allant de 55%
chez An-1, l'accession la plus tolérante, a 91% chez Ct-1, I'accession la moins
tolérante. Nous avons également observé des effets de la température élevée sur
I'avortement des fleurs; ce qui est en accord avec le fait que les structures
reproductrices sont particulierement sensibles au stress thermique (SAKATA et al.
2010, ZINN et al. 2010), en particulier lorsque celui-ci est combiné a un stress
hydrique (BARNABAS et al. 2008). L’analyse de courbes de réponses a des gammes
de températures (GRANIER et al. 2002, NAGEL et al. 2009, PARENT et al. 2010b,
PARENT & TARDIEU 2012) et de stress hydriques (AGUIRREZABAL et al. 2006) et de
leurs combinaisons représente une étape importante mais cotiteuse pour aller plus
loin dans la compréhension des mécanismes mis en jeu. Dans ce contexte, la
modélisation est un outil qui sera privilégié.

La variabilité génétique des réponses en terme de biomasse au stade
reproducteur s’est traduite par de faibles corrélations entre les «rapports de
réponse » aux stress isolés et combinés («response ratios»). Pour chaque
génotype, le rapport de réponse (Rrc) a un traitement expérimental (T) en
comparaison d’une condition contrdle (C) pour un trait donné peut étre calculé
selon le quotient de la valeur moyenne du trait dans le traitement et de la valeur
moyenne de ce méme trait dans la condition controle. Il est ensuite relativement
simple d’utiliser les rapports de réponse pour réaliser des méta-analyses (HEDGES
et al. 1999, [S1] BOUTEILLE et al. soumis).

Les deux stress ont causé une augmentation de la teneur foliaire en ABA,
une hormone impliquée dans la fermeture des stomates et la réponse au stress
hydrique. Une diminution de la vitesse nette de photosynthése a été observée en
réponse a 'augmentation de température. Cependant, nous n’avons pu obtenir les
valeurs de photosyntheése en stress hydrique isolé ou combiné a cause de la petite
taille des feuilles, et nous n’avons pas mesuré la transpiration; ce qui limitait
linterprétation des relations entre les modifications morphologiques et
physiologiques dues aux stress. Ces limites ont été levées ultérieurement i) en
utilisant une chambre de mesure des échanges gazeux au niveau plante entiere
(cette chambre de mesure, compatible avec le CIRAS II a été développée au LEPSE
par M. Dauzat, en collaboration avec K.J. Parkinson (PP System, Hitchin, UK)), et
ii) en utilisant I'automate PHENOPSIS pour la culture des plantes et la
quantification de la transpiration a haut débit (Figure 11). Ces investissements
techniques représentent d’atouts pour le développement des plateformes de
phénotypage et des cadres d’analyse associés.
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4.2. Relations entre la variabilité génétique des réponses aux
hautes températures et le climat d’origine

Nos résultats suggerent que la réponse aux températures élevées pourrait étre en
partie reliée au climat des sites d’origine des accessions étudiées. En particulier, les
populations originaires de sites présentant une température moyenne plus élevée
tendraient a avoir une moindre densité de stomates a la surface des feuilles, et a
allouer moins de biomasse aux racines. Cependant, le faible nombre d’accessions
utilisé dans notre étude ne permettait pas de conclure. Des études réalisées sur des
effectifs plus importants montrent que différentes populations d’A. thaliana sont
trés probablement adaptées le long de gradients altitudinaux et climatiques
(MONTESINOS-NAVARRO et al. 2011), et que certaines réponses au stress hydrique
(MCKAY et al. 2003), et aux températures élevées (TONSOR et al. 2008)
confereraient un avantage sélectif. Cependant, dans une analyse interspécifique et
une comparaison de résultats déja publiés au niveau intra-spécifique, LOVEYS et al.
(2002) concluaient que I'origine thermique d’une espeéce n’est probablement pas
un bon prédicteur de la production de matiere seche en réponse a un changement
de la température de croissance. Actuellement, nous utilisons un grand nombre
d’accessions (~ 400 accessions) pour mener une étude de génétique d’association
sur la réponse adaptative et les déterminismes génétiques de la croissance en
conditions de température élevée et de stress hydrique. Une premiére expérience,
menée en condition témoin, montre une tres forte variabilité génétique pour des
traits reliés a la croissance et a la morphologie des feuilles (Section 5.1.2).

4.3. Variabilité génétique des réponses aux stress et variabilité
inhérente des traits

Un autre aspect de la réponse des plantes a des stress concerne les relations avec la
variabilité inhérente des traits biologiques. La question fondamentale étant de
savoir comment la variabilit¢ des traits d’'un génotype, d’'un ensemble de
génotypes ou d’'une espece, telle quobservée dans des conditions optimales ou
quasi-optimales, renseigne sur leur capacité de réponse a des modifications des
conditions environnementales (Figure 2). La définition de la variabilité inhérente
pose le probléme des conditions dans lesquelles elle doit étre quantifiée dés lors
que l'on s’intéresse a la comparaison d’organismes génétiquement diverses.
L’utilisation de protocoles standardisés et de méthodes d’acquisition rapides
(haut-débit) sont des conditions inévitables pour une approche comparative
efficace (GRIME et al. 1988, CORNELISSEN et al. 2003, FURBANK & TESTER 2011,
PEREZ-HARGUINDEGUY et al. 2013, ANDRADE-SANCHEZ et al. 2014). Le stockage et
lacces aux données représente aussi un levier important (FABRE et al. 2011,
KLUKAS et al. 2014). Le cadre d’analyse doit étre correctement défini, et prendre en
compte la capacité de changement d’échelle - «scalabilité » - des traits et
processus étudiés (DUARTE et al. 1995, [A11] VIOLLE et al. 2007, SADRAS &
RICHARDS 2014, SUZUKI et al. 2014), afin de ne pas compromettre les
interprétations (BRESSON et al. 2013a, GRANIER & VILE 2014). La croissance des

18



Interactions haute température et déficit hydrique

plantes est un trés bon exemple de trait intégré qui a suscité de nombreux débats
sur les protocoles de détermination, l'utilité de la mesure de la croissance
potentielle ou de ces composantes (POORTER & GARNIER 1996), et la « scalabilité »
de ce trait ([A6] VILE et al. 2006a).

4.3.1. Compromis entre taille des plantes et tolérance au déficit hydrique

Dans notre étude des dix accessions d’A. thaliana, certains traits (masse séche
totale, biomasse allouée aux racines) mesurés en conditions témoins (T = 20 °C,
disponibilité en eau ne limitant pas la croissance) étaient reliés a la réponse au
déficit hydrique. Nous avons trouvé une relation négative entre la taille moyenne
des génotypes en conditions témoins et leur tolérance au déficit hydrique. Nous
avons retrouvé ce compromis chez arabidopsis dans une analyse de données non
publiées obtenues sur 20 accessions capturant une grande part de la variabilité
génétique mondiale et 88 accessions issues d’'une nouvelle collection d’Europe et
d’Asie ([S1] BOUTEILLE et al. soumis), et de données publiées par d’autres groupes
(BOUCHABKE et al. 2008, SKIRYCZ et al. 2011). Le compromis observé ici est
compatible avec les résultats rapportés par HE et al. (2010) selon lesquels les
plantes de grande taille originaires de populations naturelles de Centaurea stoebe
sont moins tolérantes a des stress multiples, dont le stress hydrique. Une premiére
explication pour ce compromis serait que les plantes de grande taille consomment
plus d’eau et subissent donc une plus forte restriction en eau. Cependant, dans les
études menées sur arabidopsis citées ci-dessus, il est peu probable que le protocole
d’irrigation, qui consistait a maintenir la teneur en eau du sol constante sur une
base journaliere, ait favorisé les petites plantes. L’étude des compromis entre la
taille des plantes et la tolérance aux stress sera poursuivie dans le cadre de futurs
encadrements d’étudiants.

4.3.2. Similarités entre les réponses aux hautes températures et a la faible
lumiére : un réle majeur pour le carbone dans la réponse aux hautes
températures ?

La relation entre la taille des plantes et la tolérance au stress thermique était plus
faible et non significative. Nous n’avons pas identifié d’autre trait dont la variation
en conditions témoins permettrait d’expliquer la tolérance au stress thermique.
L’angle d’insertion des feuilles par rapport a la position horizontale, un parametre
de la réponse hyponastique de croissance (croissance différentielle entrainant une
modification de l'angle d’orientation des feuilles en réponse a un stimulus)
pouvait étre un bon candidat car impliqué dans la régulation de la température des
feuilles (JONES 1992, JONES & ROTENBERG 2001, SALVUCCI & CRAFTS-BRANDNER
2004). Cependant, la réponse hyponastique a la température élevée variait entre les
accessions mais n’était pas significativement relié a la thermotolérance. Par contre,
I’hyponastie et d’autres modifications morphologiques observées spécifiquement
en réponse a la température (augmentation de la surface foliaire spécifique,
diminution de I'épaisseur) rappelaient les modifications observées chez des
plantes exposées a une faible intensité lumineuse et suggéraient un rdle du
métabolisme du carbone (voir section 6).
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4.4. Perspectives d’'une premiére étude sur la réponse des plantes
a la température élevée et au déficit hydrique

Les résultats de cette premiére étude ont dégagé des perspectives qui m’ont
conforté dans la structuration de mon projet de recherche au LEPSE (Figure 3).

La forte variabilité des réponses entre accessions ouvrait des perspectives
pour Pétude de leurs déterminismes génétiques. Les déterminismes génétiques de
la croissance en réponse au déficit hydrique ont été étudiés avec Christine
GRANIER et son étudiant en thése Sébastien TISNE ([A15] TISNE et al. 2008, 2009,
[A18] TISNE et al. 2010) sur des populations de lignées recombinantes. Le
financement d’une theése CIFRE (VASSEUR 2012) avec la compagnie BAYER CROP
SCIENCE a permis d’étudier les déterminismes des interactions entre température
élevée et déficit hydrique dans une autre population de lignées recombinantes et
pour des traits rarement mesurés a haut débit comme la photosynthése et la
transpiration, qui donnaient accés a un parametre important de la réponse des
plantes a la sécheresse, l'efficacité d’utilisation de 'eau (section 5). Une étude de
génétique d’association ‘genome wide’ qui utilise un grand nombre d’accessions
couvrant différentes échelles biogéographiques a été initiée et sera poursuivie dans
mon projet (Section 5.1.2).

La similarité des réponses aux hautes températures et a la faible intensité
lumineuse suggérait un role significatif du métabolisme du carbone dans la
réponse aux hautes températures. La thése de Frangois VASSEUR et une
collaboration avec Florent PANTIN (2011) ont permis de réaliser une premieére
étude sur ce sujet ([A22] VASSEUR et al. 2011) qui s’est prolongée par un travail
intégrateur en cours de valorisation (Section 6).

5. Déterminismes génétiques des réponses aux hautes
températures et au stress hydrique

Cette partie est une synthése de travaux réalisés au cours de la thése de Frangois VASSEUR (2012). Au-
dela de confirmer les résultats précédemment obtenus sur les réponses d’A. thaliana a la
combinaison d’une température élevée et d'un stress hydrique a partir d’'un faible nombre
d’accessions naturelles, il s‘agissait de développer i) des méthodes de phénotypage de la
transpiration et de la photosynthése a un débit suffisamment élevé pour permettre une analyse de
génétique quantitative sur ces caractéres, et ii) un cadre d’analyse de l'espace phénotypique
multivarié.

Le controle génétique de la performance des plantes sous contraintes
environnementales est une question centrale. Cependant, la performance dépend
d’'un grand nombre de traits dont les déterminismes peuvent étre complexes et
dont la variabilité défini un espace phénotypique multidimensionnel étendu. Dans
cet espace, la sélection naturelle devrait favoriser des combinaisons de traits
optimales en fonction de I'environnement sélectif (WAGNER & ZHANG 2011). Pour
un ensemble de génotypes, une modification de I'environnement devrait ainsi
entrainer un déplacement de I'espace phénotypique selon les interactions entre
Ienvironnement et les contraintes génétiques et biophysiques qui déterminent la
variation des traits reliés a la performance, favorisant certains génotypes au
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détriment des autres. De toute évidence, la multitude de facteurs
environnementaux qui peuvent différemment affecter les traits liés a la
performance devrait rendre le tableau des stratégies des plantes encore plus
complexe.

Dans cette partie, nous avons voulu i) évaluer comment les valeurs des
traits et les corrélations entre les traits sont affectées par la température élevée et
le déficit hydrique, et ii) cartographier les loci qui contrélent les réponses des
plantes a ces deux stress. Nous avons développé un cadre d’analyse multivarié
pour examiner Dlarchitecture génétique de traits potentiellement reliés a la
performance des plantes en prenant en compte 'environnement.

Douze traits liés a la croissance, au développement et a la physiologie des
plantes ont été quantifiés (Tableau 2, Figure 11) dans une population de 120
génotypes issus d’un croisement de deux accessions d’A thaliana, Landsberg
ERECTA (Ler) et Cape Verde Island (Cvi) (ALONSO-BLANCO et al. 1998b). Les
génotypes ont été cultivés dans la plateforme automatisée PHENOPSIS (GRANIER
et al. 2006) dans les mémes conditions que précédemment (VILE et al. 2012).

Nous souhaitions évaluer le role de lefficience d’utilisation de 'eau (BLUM
2009), un trait déterminant pour la réponse des plantes aux contraintes hydriques
et thermiques ; un investissement conséquent était donc nécessaire pour quantifier
la croissance, la transpiration et la photosynthése (Figure 11) ; ces deux derniers
traits n’ayant pas été globalement quantifiés dans la premiere étude. Dans ce
contexte, I'utilisation de 'automate PHENOPSIS a été un atout considérable pour
augmenter le débit de ces mesures, bien que la mesure de photosynthese nécessite
encore un investissement humain tres important.

Tableau 2. Moyennes (+ écart-type) de 12 traits dans la population de lignées
recombinantes Ler x Cvi a température témoin (CT, 20 °C) et a température élevée
(HT, 30 °C), et en condition bien irriguée (WW, 0.35 g H,0 g sol sec) et de déficit
hydrique (0.20 g H,0 g sol sec). Ayass, Aarea: taux net de photosynthése par unité de
masse séche et par unité de surface foliaire. Tarea, Thass : taux de transpiration par
unité de masse séche et par unité de surface foliaire. RGR : taux relatif de croissance.

CTxWW CTxWD HTxWW HTxWD
Age at reproduction (d) 40.55% 9.59 49.82 + 14.73 32.80+ 11.34 37.97+ 15.51
Vegetative dry mass (mg) 76.60+105.71  52.05 + 80.51 28.39+ 57.92 14.69+ 34.71
Reproductive dry mass (mg) 13.12+ 8.34 6.54 + 3.57 3.99+ 3.64 1.99+ 1.64
Total leaf area (cm’) 19.33+ 20.35 10.33 + 14.14 9.80+ 15.86 4.11+ 8.40
Leaf mass per area (LMA, g m~) 25.16+ 9.68 34.43 +12.52 15.75+ 4.88 20.15% 7.63
Relative water content (RWC, %) 73.92+ 5.72 67.46 + 5.47 87.11+ 4.69 74.46+ 5.98

Stomata density (st. mm?)
Amass (nmol CO2 s g™)

Aurea (nmol CO:z s cm™?)

195.07+ 55.98
200.09+105.20

316.05 + 89.39
114.55 £ 76.31

204.82+ 105.31
186.77+ 86.27

287.35+ 115.75
36.79+ 132.88

0.42+ 0.13 0.33 £0.14 0.28+ 0.12 0.08+ 0.23
Tinass (mg H>0 d"' mg™) 72.64+ 64.38 34.15 +32.78 309.16+ 256.19  242.33+ 202.27
Turea (mg H20 d™' cm™) 145.93+ 89.65 89.03 +49.58  415.34+288.48  392.67+ 281.83
RGR (mg d' mg™) 0.76+ 0.17 0.79 + 0.01 0.89+ 0.23 0.83+0.11
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Figure 11. Protocole de mesure des traits liés a la croissance et a la physiologie des
plantes. Les plantes sont cultivées et photographiées (images zénithales dans le
spectre visible, 'infra-rouge, ou en fluorescence, images latérales) dans la plateforme
automatisée PHENOPSIS. A une date ¢ ou un stade donné, le sol est isolé avec un
film plastique pour déterminer la transpiration par gravimétrie. La photosynthése
plante entiére est mesurée. Les plantes sont récoltées pour déterminer les traits

morphologiques.

Nous avons examiné les stratégies des plantes en modélisant la plasticité de
la matrice génétique de variance-covariance (appelée matrice G ; voir Encadré 1).
La structure et la plasticité de la matrice G sont des déterminants importants de
I'adaptation a des stress environnementaux (DES MARAIS et al. 2013, JUENGER
2013). Un locus unique qui contrdle plusieurs traits, c.a.d. un locus pléiotrope,
induit des corrélations phénotypiques qui contraignent la variation des traits, et
donc leur réponse a la sélection. Par exemple, il a été montré que la sélection est
favorisée dans la direction des axes majeurs de variation et qu’elle est limitée dans
les autres directions (SCHLUTER 1996). Fisher (1930) a été le premier a modéliser la
structure génétique de 'espace phénotypique en faisant I'hypothése que chaque
gene affecte chaque trait. Cependant, avec I'avénement de la biologie moléculaire
et de la génétique quantitative, le point de vue de Fisher a été revisité. Récemment,
il a été démontré que, contrairement a ’hypothese de pléiotropie universelle, « la
plupart des génes affectent une faible proportion de traits alors que les genes qui
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affectent plus de traits ont des effets plus fort pour chaque trait » (WANG et al.
2010). Donc, puisque les effets génétiques sur un trait spécifique, s’ils existent,
sont beaucoup plus faibles que les effets génétiques sur plusieurs traits, les
résultats des analyses de génétique quantitative (telles que les analyses QTL),
devraient identifier en premier lieu les effets pléiotropes a effets forts.

Encadré 1. Analyse génétique de la plasticité multivariée.

Décomposition de la matrice de variance-covariance en composantes principales a
Pintérieur et entre les environnements. Une analyse factorielle multiple duale (DMFA)
est utilisée pour analyser la géométrie de la matrice de variance-covariance pour
I'ensemble des traits a 'intérieur et entre les environnements. La DMFA est similaire a
I'analyse en composantes principales classiques, mais elle prend en compte la
structuration interne pour décomposer les valeurs propres de la matrice a l'intérieur et
entre les groupes d’individus, et elle permet la représentation superposée de nuages de
points de différents groupes d’individus dans un espace commun (ABDI et al. 2013). La
DMFA permet de quantifier la contribution relative de chaque trait aux composantes
principales et aussi les corrélations entre composantes principales de chaque groupe
(environnement).
Cartographie QTL des effets GXE sur la matrice génétique. Les effets génétiques et de
I'environnement, additifs et non-additifs, sont estimés par un modele mixte ajusté sur les
valeurs de chaque trait et sur les coordonnées des individus sur les premiers axes
principaux de la DMFA selon :

Pivi = Gi + Wy, + T: + W xT: + GiXW,, + GixT; + GixW,,xT;
ou W, et T;sont les effets fixes de I'irrigation et de la température de l'air. G; est l'effet
aléatoire du génotype i. GxW, + GxT: + GixW,XxT; sont les réponses spécifiques du
génotype i aux environnements w et .
Les meilleurs estimateurs linéaires non-biaisés (BLUP) des effets G et GXE sont alors
extraits du modele mixte, et utilisés dans une analyse QTL afin d’identifier les régions du
génome qui sont associées a des variations des principales dimensions de l'espace
phénotypique.

\

Nos résultats ont mis en évidence trois QTL pléiotropes a effets majeurs
(Sections 5.2-5.4). Ces QTL avaient des effets contrastés sur l'acquisition du
carbone via la photosynthese en fonction i) de la température mais pas de la
teneur en eau dans le sol et ii) de la valeur d’autres traits liés a la phénologie, la
croissance, la transpiration et la morphologie foliaire. Un autre QTL controlait la
réponse de la photosynthese i) a des combinaisons spécifiques de température et
de déficit hydrique et ii) indépendamment de I'age, de la taille, de la croissance ou
de la transpiration de la plante. Notre cadre d’analyse multivariée a ainsi permis
d’identifier des polymorphismes qui contrdlent des réponses communes a
différents environnements pour des traits reliés a Pallocation de biomasse, la
croissance et la transpiration, et des réponses spécifiques a certains
environnements pour des traits reliés a Pacquisition du carbone (Sections 5.2-
5.4). Nous avons mis en évidence qu'un faible nombre de loci pouvait étre a
lorigine d’une grande proportion de la variation de I'économie des ressources et
des relations allométriques en conditions témoins de température et d’irrigation
(Section 5.1).
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5.1. Des génes majeurs a l'origine de la diversité du
fonctionnement des plantes

Ces travaux entrent dans le cadre d’une collaboration avec Brian J. ENQUIST (University of Arizona,
USA) et Cyrille VioLLE (UMR CEFE, CNRS, France), et ont fait I'objet d’une publication ([A25] VASSEUR et
al. 2012).

Deux théories permettent de mieux comprendre l'origine de la diversité du
fonctionnement des végétaux : d’une part la Théorie Métabolique de I’Allométrie
(WEST et al. 1997, 1999, ENQUIST & BENTLEY 2012), qui relie la taille des
organismes au métabolisme des principales fonctions biologiques (photosynthese,
respiration, croissance), et d’autre part le « spectre d’économie des feuilles »
(WRIGHT et al. 2004), qui caractérise les différentes stratégies de gestion des
ressources nécessaires a la plante (eau, carbone, énergie). Dans les deux cas, des
relations entre les caractéristiques biologiques des organismes rendent comptent
des compromis entre I'acquisition et I'utilisation des ressources pour la croissance,
la survie et la reproduction, et ainsi de leur valeur sélective.
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Figure 12. Relations entre le taux de photosyntheése, la masse spécifique des feuilles
(LMA) et la teneur en azote (a) au niveau interspécifique (~2500 espéces, WRIGHT et
al. 2004) et (b) dans 120 lignées recombinantes de la population d’A. thaliana Ler x
Cvi ([A25] VASSEUR et al. 2012). Dans (b), les effets des QTL CRY2 et FLG sont mis
en évidence : types parentaux Cvi/Cvi (carrés jaunes) et Ler/Ler (cercles verts), et
types recombinants Cvi/Ler (triangles bleus) et Ler/Cvi (triangles inversés rouges)
respectivement aux loci CRY2/FLG.

Notre étude a révélé qu’il existe, au sein des deux accessions Ler et Cvi,
suffisamment de variabilité génétique pour générer de fortes variations des
caractéristiques foliaires (photosynthese, teneur en azote, durée de vie ; Figure 12)
et de 'allométrie de la croissance (c’est-a-dire de la relation entre la taille et la
croissance ; Figure 13) dans la population de lignées recombinantes issue de leur
croisement. Nous avons montré que ces variations sont comparables a celles
rapportées au travers d'un grand nombre d’espéces, et qu'elles sont en grande
partie déterminées par deux QTL pléiotropes CRY2 et FLG. Les genes CRY2
(codant pour une protéine cryptochrome sensible a la lumiere bleue, et impliqué
dans la régulation du la floraison) et HUA2 (un facteur de transcription qui
intervient dans la différentiation florale) ont déja été identifiés comme
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contributeurs majeurs des effets pléiotropes dans la région de ces deux QTL (Fu et
al. 2009).
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Figure 13. Allométrie de la vitesse de croissance dans 120 lignées recombinantes de
la population A. thaliana Ler x Cvi ([A25] VASSEUR et al. 2012). (a) Relation
allométrique dans les quatre sous populations selon la combinaison allélique aux loci
CRY2/FLG. Les effets des QTL CRY2 et FLG sont mis en évidence : types parentaux
Cvi/Cvi (carrés jaunes) et Ler/Ler (cercles verts), et types recombinants Cvi/Ler
(triangles bleus) et Ler/Cvi (triangles inversés rouges) aux loci CRY2/FLG. Les lignes
représentent les régressions linéaires dans chaque sous-population. Chaque point
représente un individu. (b) Distributions et boites & moustaches du coefficient local
d’allométrie.

Ces résultats démontrent qu'un nombre restreint de loci affectant de
nombreux processus biologiques pourrait étre responsable de la gestion des
ressources par les plantes, en lien avec I'optimisation des capacités métaboliques,
nécessaires a leur survie. Nous avons suggéré que les valeurs intermédiaires de la
taille des individus et des caractéristiques d’histoire de vie (date de floraison, durée
de vie), habituellement observées dans les populations naturelles d’Arabidopsis
thaliana, pourraient étre le résultat de laction stabilisatrice de la sélection
naturelle pour optimiser les compromis physiologiques (photosynthese,
croissance). En d’autres termes, les combinaisons alléliques menant a des valeurs
non optimales seraient exclues par la sélection naturelle. Cette étude montre que
les valeurs de coefficients d’allométrie observés dans la nature pourraient étre le
résultat de la sélection naturelle, et elle tend vers une unification de la théorie
métabolique de Pallométrie et du spectre d’économie des ressources au sein d’un
cadre génétique commun.

Ces résultats ont fortement encouragé des études supplémentaires qui
constituent la base de mon projet de recherche pour les 4-5 années a venir pour
analyser le réle de ces compromis dans le succés compétiteur des individus
(Section 5.1.1 ; [M2R] BONTPART 2012) et dans le fonctionnement de
communautés de diversité génétique contrastée (Financement d’un projet « Pari
scientifique » par le Département EA de 'INRA), les effets de 'ontogénie sur ces
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compromis ([M1] KocH 2013), la variabilité de ces compromis dans un large
panel d’accessions pour une analyse des déterminismes génétiques sur I'ensemble
du génome (GWA, ‘genome-wide association mapping’; coll. F. Roux et O.
AYALA-GARAY ; Section 5.1.2), et la variabilité de ces compromis en réponse a la
sélection artificielle sur des espéces d’intérét agronomique (projets ERC et ANR
Jeune Chercheur soumis par C. VIOLLE en cours d’évaluation).

5.1.1. Spectre d’économie des ressources, diversité génétique et succes
compétiteur dans des populations de diversité génétique
contrastée

Dans VASSEUR et al. (2012), nous avons proposé que les génotypes présentant des
valeurs extrémes de traits liés a I’économie des ressources (sous I'influence de QTL
a effets additifs) auraient une aptitude compétitive plus faible a cause des effets
corrélés sur la croissance. Par ailleurs, DONOVAN et al. (2011) ont fait I'hypothese
quun déplacement univarié dans le spectre d’économie des ressources
représenterait une modification dommageable du fonctionnement physiologique
optimal, et serait donc associé a une diminution significative du succes
reproducteur. Ces deux hypothéses sont tres importantes pour I'évolution des
plantes et la dynamique des populations, mais elles n’ont jamais été testées a notre
connaissance.

Afin d’évaluer l'avantage ou le désavantage compétitif de certaines
combinaisons de traits et/ou d’alleles, nous avons mis en place des dispositifs en
microcosmes dans lesquels 'individu n’est plus considéré seul mais comme un
compétiteur faisant partie d’'une matrice d’autres individus (Figure 14).

Natural and lab-manipulated

genetic variation
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Figure 14. Performance des individus isolés et en population. (a) Diagramme
illustrant la démarche et (b) photographie de populations artificielles de diversité
contrastée.

Dans un premier temps, une approche originale d’analyse QTL des résidus
des relations entre traits a permis d’identifier des loci responsables d’un écart
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univarié (un trait indépendamment d’un autre) pour des traits liés a I'allométrie et
I'économie des ressources (carbone, eau). Ces résultats et ceux précédemment
obtenus sur la position des génotypes le long des relations allométriques et
d’économie des ressources ont permis de sélectionner des lignées quasi-
isogéniques (KEURENTJES et al. 2007) — des lignées homozygotes portant une
portion de génome introgressée par rétrocroisements récurrents qui chevauche un
locus d’intérét — pour tester I'effet des QTL et d’évaluer leur influence sur le succes
reproducteur, notamment en situation de compétition.

L’effet multivarié des QTL pléiotropes génére des valeurs extrémes de traits
foliaires qui étaient associés a des différences significatives de performance et de
reproduction (BONTPART 2012). D’autre part nous avons pu mettre en évidence
des associations entre succes reproducteur et écart univarié au spectre d’économie
de la feuille. Par exemple, en condition de stress hydrique, le locus MSAT2.22
affectait significativement 'efficience d’utilisation de 'eau, indépendamment de la
taille des plantes (voir Figure 20), et cet effet s’est traduit par une diminution du
succes reproducteur (masse de graines produites) chez les lignées portant l'allele
Cvi a ce locus, que ce soit chez les individus isolés ou en présence de compétiteurs
(Figure 15). Ces résultats tendent a valider hypothése de sélection stabilisante
sur les traits liés au spectre d’économie des ressources et a lallométrie, et
suggerent que la variabilité génétique permet l'existence de différentes stratégies
foliaires sur lesquelles la sélection naturelle pourrait opérer. De nouvelles
expérimentations, en particulier de sélection artificielle, seront réalisées pour
compléter ces analyses.

|| NO COMPETITION COMPETITION i x|
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Figure 15. Effets du locus MST2.22 sur le fonctionnement de la plante et sur le succes
reproducteur chez des plantes isolées (cultivées en pots individuels dans
PHENOPSIS) et chez des plantes cultivées en présence de compétiteurs en
conditions fluctuantes (serre).
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5.1.2. Vers une cartographie « genome-wide » du spectre d’économie des
ressources dans un large panel d’accessions naturelles

Nous avons sélectionné 400 accessions naturelles réparties selon différentes
échelles géographiques (mondiale, européenne, francaise et régionale, BRACHI et
al. 2013b). Ces accessions ont été cultivées en 2013 dans une expérience en
conditions témoins (20 °C, irrigation ne limitant pas la croissance, 12 h de
photopériode ; 175 ymol m™ s PAR), et les traits de croissance et de morphologie
foliaire, le taux de transpiration et le taux de photosynthese ont été déterminés
comme précédemment (Figure 11). Les résultats préliminaires montrent une assez
bonne concordance pour la date d’initiation florale entre nos données et celles
obtenues en serre (Figure 16a, BRACHI et al. 2013b). Nous avons observé une forte
variabilité pour la masse spécifique foliaire (LMA), un trait majeur du spectre
d’économie des ressources (Figure 16b). Cette variabilité est comparable a celle
observée dans la population de lignées recombinantes (Figure 12). De plus, les
valeurs de masse spécifique foliaire déterminées sur la premiére feuille mature
(non ombragée) étaient significativement corrélées (R* = 0.76; P < 0.001) aux
valeurs déterminées sur I'ensemble des feuilles de la rosette. Ceci suggere que la
variation observée sur I'ensemble des feuilles pour les traits reliés a 'économie des
ressources (VASSEUR et al. 2012) refleéte la variabilité inhérente du fonctionnement
des feuilles individuelles telle qu’elle est communément déterminée en écologie
fonctionnelle (PEREZ-HARGUINDEGUY et al. 2013). Nous poursuivons les analyses
des données de cette expérimentation afin d’étudier les relations allométriques et
les compromis fonctionnels d’économie des ressources, et réaliser une analyse de
génétique quantitative « genome-wide ». Nous prévoyons également d’examiner la
réponse de ces accessions aux stress thermiques et hydriques.
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Figure 16. Variabilité de la phénologie et de la morphologie foliaire chez 400
accessions d’A. thaliana d’origines géographiques diverses. (a) Relation entre la date
d’apparition de l'inflorescence déterminée précédemment en serre (BRACHI et al.
2013b) et dans notre étude en chambre de culture (n = 371). Les points gris
représentent les accessions chez lesquelles la montaison n’a pas été observée apres
115 jours de croissance. (b) Variabilité de la masse spécifique foliaire (LMA)
déterminée sur toutes les feuilles de la rosette et sur une feuille méture non
ombragée quatre jours aprés de I'apparition de I'inflorescence (n = 366).
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5.2. Géométrie de I'’espace phénotypique a haute température et
en déficit hydrique

Pour les quatre environnements de température et de disponibilité en eau, les trois
premiéres composantes principales de I'analyse factorielle expliquaient 84% de la
variance des 12 traits (Figure 17). Le premier axe (PC1) était expliqué par deux
groupes de traits corrélés négativement : i) la taille des plantes, I'age a floraison et
la masse foliaire spécifique (LMA, g m™; inverse de la surface spécifique foliaire),
et ii) le taux de transpiration, la vitesse relative de croissance (RGR, d) et, dans
une plus faible mesure, la densité stomatique, aussi corrélée au deuxiéme axe
(PC2). Le taux de photosynthese nette était corrélé a PC2. La projection des
individus dans le premier plan de la DMFA intergroupe faisait apparaitre un effet
fort de la température (Figure 17b). Le troisiéme axe (PC3) était majoritairement
expliqué par la teneur relative en eau.
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Figure 17. DMFA de I'espace phénotypique sur 'ensemble des environnements de
température et d’irrigation. Représentation 3-D (a) des variables (voir Tableau 2) et
(b) des individus dans les trois premiers plans. CT : température témoin (20 °C) ;
HT : haute température (30 °C) ; WW: bien irrigué (0.35 g H,0 g sol sec); WD:
déficit hydrique édaphique (0.20 g H,0 g sol sec).
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A lintérieur de chaque environnement, il n’était pas étonnant de trouver de
fortes corrélations entre les variables associées a la taille des plantes (relations
allométriques) qui structuraient le premier axe de la DMFA intragroupes. Par
contre, cette analyse a permis de mettre en évidence des réponses spécifiques aux
différents environnements. L’effet de la température a induit une modification de
la structure des corrélations. En particulier, alors que la photosynthese était
fortement corrélée a I'axe PC1 (taille des plantes, transpiration, RGR) en condition
témoin de 20 °C, les corrélations avec ces traits étaient plus faibles, voire inversée,
en condition de température élevée de 30 °C. Contrairement a la photosynthese, il
y avait une faible corrélation entre I'axe PCI et la densité stomatique en condition
témoin de 20 °C, mais une forte corrélation a haute température, impliquant une
forte corrélation entre la densité stomatique et la transpiration dans ces
conditions.

En accord avec ce que nous avions observé précédemment ([A24] VILE et al.
2012), les effets de la température élevée et du déficit hydrique étaient
majoritairement additifs sur les traits reliés a la taille. Par contre, I'analyse de traits
supplémentaires, tels que la transpiration et la photosynthese, a révélé de fortes
interactions entre ces deux stress. Une proportion élevée de la variabilité des
traits était due a des effets génétiques, sauf pour la photosynthése pour laquelle
les effets interactifs GxT et GxTxW étaient élevés (respectivement > 30% et
>10%). Comme attendu, la transpiration était diminuée en condition de déficit
hydrique. A haute température, 'augmentation observée du taux de transpiration
peut refléter une adaptation physiologique pour éviter I'échauffement des tissus
foliaires (CRAWFORD et al. 2012), ou un effet de bord des modifications
architecturales et morphologiques (augmentation de l'angle d’insertion des
feuilles, feuilles plus fines, pétioles allongés) induites par un statut carboné altéré
(voir ci-dessous, VASSEUR et al. 2011, PANTIN et al. soumis).

5.3. Quantification et cartographie QTL des effets G et GXE

Les modeles a effets mixtes réalisés a partir des coordonnées des individus sur les
trois premieres composantes de la DMFA intergroupe (Encadré 1) ont révélés
qu'une grande partie de la variabilité phénotypique associée a 'axe PCI était
attribuable a des effets génétiques indépendants de I'environnement (> 87%),
alors qu'une faible part de la variabilité était attribuable a des interactions
génotype x environnement (GXE < 3%). Au contraire, les effets G représentaient
qu’une faible part de la variance (< 1%) et les effets GXE avaient une contribution
relativement forte sur les axes PC2 et PC3 (GxT = 34% and 14% sur PC2 and
PC3, respectivement; GxTxW = 11% sur PC2).

Quatre QTL pléiotropes étaient associés aux effets génétiques sur I'axe PC1 :
CRY2 (aussi nommé EDI), sur le chromosome 1, et FLC (marqueur BH.180C) et
FLG (marqueur GH.473C), en interaction épistatique sur le chromosome 5
(Figure 18A). CRY2 et FLG avaient aussi des effets sur l'axe 2 mais qui
dépendaient de I'environnement. Au QTL CRY2, les alléles Cvi avaient des effets
positifs sur la position le long de I'axe PC2 (Figure 18B) a température témoin,
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mais des effets négatifs a haute température (plus fort en conditions bien irriguée
qu’en déficit hydrique). Etant donné que 'axe PC2 était majoritairement expliqué
par la photosyntheése, ceci indiquait un effet pléiotrope antagoniste de CRY2 sur
Passimilation de carbone dépendant de la température. A FLG, les alleles Cvi
avaient un effet négatif sur la position le long de I'axe PC2 a température témoin
mais n’avait pas d’effet significatif a haute température, ce qui illustrait un effet
neutre conditionnel a la température au niveau de ce marqueur. A cause des effets
additifs opposés de CRY2 et FLG sur I'axe PC1 et sur 'axe PC2, les combinaisons
alléliques Ler/Cvi et Cvi/Ler étaient caractérisées par la plasticité phénotypique la
plus extréme, comme illustré par 'orientation de I'espace phénotypique dans le
premier plan de la DMFA (Figure 17b). Ainsi, les petites plantes (Cvi/Ler a
CRY2/FLG), qui avaient un taux élevé de photosynthese nette a température
témoin, avaient un taux de photosynthese nette diminué a haute température. Au
contraire, les grandes plantes, (Ler/Cvi a CRY2/FLG), présentant un faible taux de
photosynthése nette a température témoin, avaient un taux de photosyntheése
augmenté a haute température.

Un QTL a la fin du chromosome 2, au marqueur MSAT2.22, expliquait >
12% de la variation sur I'axe PC2, mais avec des effets GXE contrastés en condition
de haute température et de déficit hydrique. Les alléles Cvi a ce marqueur avaient
un effet négatif sur la position le long de PC2 seulement a température témoin,
indiquant un effet neutre conditionnel a la température (Figure 18B). De plus,
Peffet a MSAT2.22 était plus fort en condition de déficit hydrique, indiquant un
effet différentiel a ce marqueur selon I'irrigation.

Deux autres QTL expliquaient une part significative de la variation le long
de I'axe PC3, en interaction avec la température (Figure 18C).

Plusieurs zones du génome a effets pléiotropes forts (« pleiotropic
hotspots ») ont été identifiées chez les especes naturelles et cultivées (MCKAY et al.
2003, JUENGER et al. 2005, KEURENTJES et al. 2006, FU et al. 2009, HASELHORST et
al. 2011, EDWARDS et al. 2012, FOURNIER-LEVEL et al. 2013). Les QTL pléiotropes
peuvent avoir des effets similaires dans différents environnements (pas
d’interaction G x E) ou avoir des effets contrastés tels que la neutralité
conditionnelle ou la pléiotropie antagoniste (EL-SODA et al. 2014). Cependant,
pour des raisons pratiques, les analyses de génétique quantitatives se focalisent
souvent sur un faible nombre d’environnements et/ou un faible nombre de traits.
Ici, grace a un investissement important dans le phénotypage et lutilisation de
modeéles statistiques multivariés, nous pouvons combiner 'analyse des effets de
Penvironnement sur Pespace phénotypique, représenté par des traits liés a la
performance des plantes (croissance, reproduction, assimilation du carbone,
utilisation de 'eau), et la recherche de leurs déterminismes génétiques.

L’analyse des normes de réaction de chaque trait permet de compléter
lillustration des effets G et GXE sur I'espace phénotypique a ces différents locus
(Figure 19). Les effets forts de CRY2 sur I'axe PC1 sont cohérents avec ses effets
sur la biomasse végétative a floraison et I'dge de floraison indépendamment de
Ienvironnement (Figure 19A,D,G). Au contraire, en accord avec les résultats de
'analyse des coordonnées sur les axes, les effets de CRY2 et de MSAT2.22 sur la
photosynthése dépendaient des conditions d’irrigation et de la température
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(Figure 19],K). Le QTL au marqueur FD.98C n’avait pas d’effet sur les variables de
I'axe PCI1 et de I'axe PC2, mais avait un effet sur la teneur en eau relative en
fonction de 'environnement (Figure 190).
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Figure 18. Cartographie des QTL des effets génétiques (G) et environnementaux
(GXE) sur les trois premiers axes d’une analyse factorielle de I'espace phénotypique.
CT: température témoin (20 °C); HT: haute température (30 °C); WW: bien
irrigué (0.35 g H,0 g sol sec); WD: déficit hydrique édaphique (0.20 g H,0 g™ sol
sec). Les fleches vers le haut et vers le bas représentent respectivement un effet positif
ou négatif de I'alléle porté par Cvi. La longueur des fleches représente I'intervalle de
confiance (1.5LOD) et le niveau de gris représente la proportion de variance
expliquée selon la 1égende.
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Figure 19. Effets alléliques aux loci CRY2, MSAT2.22 et FD.98C sur les normes de
réaction de la biomasse, 'age de reproduction, la transpiration, la photosynthese
nette et la teneur en eau en réponse a la température élevée et au déficit hydrique
édaphique. CT : température témoin (20 °C) ; HT : haute température (30 °C) ; WW:
bien irrigué (0.35 g H,0 g sol sec); WD: déficit hydrique édaphique (0.20 g H,0 g™
sol sec). Pour chaque locus et chaque traitement, les étoiles représentent des
moyennes significativement différentes entre les valeurs pour l'allele porté par Cvi
(triangles inversés) et 'alléle porté par Ler (cercles) au seuil de 99.9% (***), 99% (**)
et 95% (*) selon un test post-hoc de Tukey apres une ANOVA.
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5.4. Effets de QTL sur I'efficience d’utilisation de I'eau

D’apres les effets opposés et additifs des QTL CRY2 et FLG (marqueur
GH.473C) sur la masse de plantes et le taux de transpiration, et leurs effets,
spécifiques a l'environnement, sur le taux de photosynthese nette, il était
important d’examiner les effets de ces QTL sur l'efficience d’utilisation de 'eau
(‘water use efficiency’ ; WUE). L’analyse de la relation entre efficience d’utilisation
de Teau et taille de la plante a révélé une relation convexe qui indiquait une
efficience maximale pour une taille intermédiaire dont le déterminisme était causé
par la présence d’alléles parentaux aux deux loci CRY2 et FLG (Figure 20A). Cela
suggere une sélection stabilisante sur la taille des plantes pour éviter les effets
délétéres de la pléiotropie antagoniste sur la physiologie des plantes en
conditions stressantes.

Les effets de MSAT2.22 sur la WUE ont aussi été examinés a travers I'analyse
des résidus de la relation entre WUE et taille des plantes (Figure 20B-C). Comme
attendu d’apres I'analyse QTL, MSAT2.22 était associé aux variations de WUE en
réponse a la température et a l'irrigation de fagon interactive (les effets étaient
différents a température témoin et a température élevée, et étaient plus fort en
condition de déficit hydrique a température témoin) mais indépendante de la
taille des plantes. Des études précédentes avaient déja identifié MSAT2.22 comme
étant impliqué dans la plasticité de la WUE estimée par la discrimination
isotopique du carbone (MCKAY et al. 2003, HAUSMANN et al. 2005).
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Figure 20. Effets alléliques aux loci CRY2, FLG (GH.473C) et MSAT2.22 sur la
relation entre la biomasse et l'efficience d’utilisation de 'eau (WUE). (a) Projection
des individus selon les combinaisons alléliques aux loci CRY2 et GH.473C (Cvi/Cvi :
triangles pleins ; Ler/Ler : cercles pleins ; Cvi/Ler : cercles vides ; Ler/Cvi: triangles
vides). Les courbes représentent des ajustements quadratiques dans chaque
condition environnementale. (b) Projection des individus selon I'identité allélique au
locus MSAT2.22 (Ler: cercles pleins; Cvi: triangles vides). (c) Effets de I'identité
allélique a MSAT2.22 sur les résidus de l'ajustement quadratique dans chaque
environnement. Des lettres différentes indiquent des différences significatives apres
un test de Kruskall-Wallis au seuil 95%. CT : température témoin (20 °C); HT:
haute température (30 °C) ; WW: bien irrigué (0.35 g H,0 g sol sec); WD: déficit
hydrique édaphique (0.20 g H,0 g™ sol sec).
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6. Réle du carbone dans la réponse aux hautes
températures

Cette section est le développement de la troisiéme perspective des travaux sur les effets de la
combinaison des stress thermique et hydrique sur le phénotype des plantes d’A. thaliana (Section 4.4
p. 20 ), il s'agit d'une synthése des travaux réalisés dans le cadre de la thése de F. VASSEUR et en
collaboration avec F. PANTIN (étudiant en thése au LEPSE avec T. SIMONNEAU, B. MULLER), T.
SIMONNEAU, B. MULLER, C. FOURNIER (IR INRA, LEPSE) et R. VALLURU (post-doctorant au LEPSE sous la
direction de B. MULLER). Je consideére que ces travaux sont un exemple de biologie intégrative ([A22]
VASSEUR et al. 2011, [S4] PANTIN et al. soumis). Nous proposons que le statut carboné de la feuille
représente non seulement un signal qui induit la croissance hyponastique (vers le haut) des feuilles
de la rosette d’arabidopsis sous haute température, mais il est aussi la cible de cette adaptation.

L’évolution des végétaux a sélectionné différents mécanismes pour éviter
I'échauffement de leurs tissus jusqua des niveaux dommageables pour leur
fonctionnement physiologique. Parmi ces mécanismes, une augmentation de la
transpiration permet de refroidir les parties aériennes grace a I'évaporation de
I'eau contenue dans leurs tissus qui en soustrait de la chaleur. Une augmentation
de la transpiration peut étre obtenue par I'ouverture des stomates — de petites
ouvertures situées dans I'épiderme des feuilles -, par 'augmentation de la densité
de stomates, ou par des modifications de l'architecture de la plante et de la
morphologie des organes qui facilitent le renouvellement de l'air autour des
organes (FU & EHLERINGER 1989, JONES 1992, TURGUT & KADIOGLU 1998). Les
modifications de larchitecture peuvent aussi limiter les augmentations de
température des tissus dues au rayonnement. Par exemple, une augmentation des
angles d’insertion des feuilles entraine une réduction du rayonnement intercepté
et donc 'absorption de chaleur par les feuilles (MEDINA et al. 1978, FALSTER &
WESTOBY 2003). Que ce soit la conséquence de modifications stomatiques ou
architecturales, le refroidissement des feuilles est une des composantes majeures
de T'adaptation des plantes aux hautes températures. Ainsi, les génotypes qui
présentent un taux de transpiration supérieur et un refroidissement efficace des
tissus sont mieux adaptés a des conditions de hautes températures dans lesquelles
I'eau n’est pas un facteur limitant (LU et al. 1998). Néanmoins, une augmentation
de température entraine une augmentation de la demande évaporative de 'air et se
combine souvent avec un déficit hydrique édaphique. L’adaptation des végétaux
aux hautes températures est donc tributaire d'un compromis entre bénéfice du
refroidissement et cotit de la perte d’eau.

Une augmentation de température n’entraine pas seulement une
augmentation des pertes d’eau mais elle modifie aussi négativement le statut en
carbone (PANTIN et al. 2012, FATICHI et al. 2014). En effet, 'augmentation de la
vitesse des processus physiologiques due a 'augmentation de la température est
associée a une augmentation de la demande énergétique, alors que les effets
négatifs sur la photosynthese en diminuent la disponibilité (MORISON & LAWLOR
1999, PARENT et al. 2010b, GENT & SEGINER 2012). Chez le soja (Glycine max)
cultivé au champ, l'effet stimulant d’une teneur en CO, atmosphérique élevée est
contré par les effets délétéres de la température élevée sur la photosynthese et la
productivité (RUIZ-VERA et al. 2013). Chez arabidopsis, la photosynthese et la
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croissance a haute température peuvent étre restaurées en modifiant la stabilité
thermique de la Rubisco activase (KUREK et al. 2007) ou, comme nous 'avons
montré, en augmentant I'intensité lumineuse (Figure 21 ; [A22] VASSEUR et al.
2011). Des modifications de l'architecture aérienne capables de diminuer la
température des feuilles pourraient améliorer la photosynthese ; cependant, des
telles modifications peuvent également pénaliser 'assimilation du carbone en
diminuant I'interception du rayonnement. Il s’agit alors de comprendre comment
les plantes exposées a une température élevée résolvent les compromis entre
refroidissement, économie d’eau et fixation du carbone.
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Figure 21. Analyse en composantes principales sur des traits reliés a la morphologie
des feuilles et architecture de la rosette de cinq génotypes d’A. thaliana cultivés en
conditions contrastées d’intensité de rayonnement. Projection dans le premier plan
(a) des variables, et (b) des individus (symboles gris) et des centres de gravité pour
chaque environnement et chaque accession (An-1, cercles; Col-0, losanges ; Cvi-0,
carrés ; Ler, triangles ; LER, triangles inversés). Les plantes ont été cultivées a 20 °C
en condition de rayonnement intermédiaire (ML, 175 pmol m? s*; symboles
blancs), et & 30 °C en condition de rayonnement faible (LL, 70 pmol m? s*;
symboles noirs), intermédiaire (ML, 175 pmol m? s ; symboles gris foncé) et élevé
(HL, 330 pmol m™? s ; symboles gris clair). LDMC: teneur en matiére séche des
feuilles ; SLA : surface spécifique foliaire.
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La plasticité de larchitecture d’arabidopsis en réponse aux hautes
températures offre une bonne opportunité pour améliorer notre compréhension
de ces compromis. Lorsqu’elles sont exposées a des températures modérément
élevées (28-32 °C), les feuilles d’arabidopsis sérigent suite a une croissance
différentielle du pétiole, ou croissance hyponastique (KOINI et al. 2009). Comme
décrit dans la section précédente, I'hyponastie a haute température est
accompagnée de modifications a long-terme de la forme des feuilles, incluant une
réduction de la surface et de I'épaisseur du limbe, et incluant un allongement du
pétiole ([A24] VILE et al. 2012). Tous ces changements morphologiques des
parties aériennes contribuent potentiellement a diminuer la température des
feuilles (BRIDGE et al. 2013). Ainsi, CRAWFORD et al. (2012) ont proposé que
I’évolution a sélectionné des architectures qui favorisent le refroidissement des
organes aériens plutot que la conservation de I'eau. Néanmoins, ces modifications
architecturales ressemble fortement au «syndrome d’évitement de 'ombre »
(SMITH & WHITELAM 1997, FRANKLIN 2008, 2009). Le syndrome d’évitement de
I'ombre répond a un faible rapport rouge clair/rouge sombre dans la composition
spectrale de la lumiere, lequel se produit en particulier lorsqu’il y a une
compétition pour la lumiére entre plantes voisines. Indépendamment de la qualité
de la lumiére, la faible intensité lumineuse induit aussi une réponse qui
s’apparente au syndrome d’évitement de 'ombre et qui repose au moins en partie
sur les mémes mécanismes que ceux mis en place en réponse a la qualité
(VANDENBUSSCHE et al. 2003). Les deux types d’'ombrage pourraient donc étre
interprétés par les plantes comme un signal précoce de privation de lumiére et
donc d’un déficit de carbone; le syndrome d’évitement de I'ombre serait alors
considéré comme une réponse adaptative pour assurer la fixation du carbone. De
la méme fagon, les réponses morphologiques et architecturales dues a
I'augmentation de température peuvent étre le résultat d’un statut carboné altéré,
et avoir évoluées pour éviter une carence en carbone.

Nous avons combiné différents outils de phénotypage en conditions
contrélées, de génétique, et de modélisation afin de tester ’hypothése que la
croissance hyponastique a haute température est a la fois la conséquence du
déficit de carbone et une adaptation pour améliorer le bilan carbone de la
plante. Les résultats sont présentés en trois parties :

i) La modélisation du bilan carbone de la feuille et des expériences de
bioluminescence montrent que la température élevée provoque un
déficit de carbone avec une dynamique temporelle similaire a celle de
la croissance hyponastique.

ii) L’étude de lignées transgéniques et des manipulations de
Ienvironnement démontrent que ’hyponastie est induite par le
statut en carbone plutdt que par la température de la feuille.

iii) La modélisation biophysique de la rosette et des analyses de
génétique quantitative (QTL) mettent en évidence que I'’hyponastie
est associée a une réponse adaptative qui améliore le bilan carboné
au niveau de la plante entiére, incluant le refroidissement des feuilles,
mais pas seulement.

37



Meétabolisme du carbone et réponses aux hautes températures

D’apres les résultats, nous proposons que les modifications de I'architecture
aérienne des végétaux a haute température représentent une conséquence
fonctionnelle de la sélection adaptative pour maximiser I'équilibre entre
acquisition et utilisation du carbone.

6.1. Les hautes températures entrainent une diminution du bilan
carboné chez A. thaliana

Les résultats de simulations d’'un modeéle de photosynthése en C; (VON
CAEMMERER 2000) montrent que des températures supérieures a 25 °C devraient
entrainer un déficit de carbone au niveau de la feuille (Figure 22).
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Figure 22. Modélisation de la réponse de la photosynthese a la température chez A.
thaliana. Simulations (a) de I'assimilation nette de carbone, (b) de la respiration
(moyennes * sem; n = 3-8) et (c) du bilan carboné journalier (en supposant une
photopériode de 12h). [COz]um = 400 ppm; PAR = 200 ymol m? s”'. Modeéle de
photosynthése en C; (VON CAEMMERER 2000) paramétré pour arabidopsis selon
WALKER et al. (2013) et des données originales de réponse a la température de la
conductance stomatique et de la respiration.

Nous avons évalué si la dynamique du déficit de carbone dii aux hautes
températures était compatible avec celle de la croissance hyponastique. Deux
lignées génétiquement modifiées qui portent I'insertion d’une séquence codant
pour la protéine bioluminescente luciférase placée sous le controle du promoteur
du géne rapporteur de déficit carboné Atlgl0700 ont été utilisées: une lignée
construite a partir de 'accession Col-0 (GRAF et al. 2010) et une lignée construite a
partir du mutant isal (don personnel d’Alison Smith), qui est un mutant construit
a partir de Col-0 dont la synthése d’amidon est réduite suite & une déficience de
I'enzyme « isoamylase-type debranching » (DELATTE et al. 2005).

Comme attendu sous '’hypothése d'une coordination de la synthese et de la
dégradation quasi-totale d’amidon (respectivement au cours de la journée et de la
nuit) pour assurer une croissance optimale chez A. thaliana (SULPICE et al. 2009,
StiTt & ZEEMAN 2012), le déficit de carbone (tel que mesuré par la
bioluminescence associée au gene rapporteur Atlgl0700) a augmenté
significativement chez les plantes cultivées a une température de 20 °C mais
soumises a une période de nuit prolongée (Figure 23a). Chez Col-0, I'indication de
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déficit carboné est observée 3 h apres le début de la nuit prolongée, alors que chez
isal, dont la concentration en amidon est fortement réduite par rapport a Col-0, le
déficit carboné augmente dés la fin attendue de la nuit (Figure 23a). L’angle
d’insertion des feuilles a la fin attendue de la nuit était supérieur chez le mutant
déficient en amidon (P = 0.03). Pendant la période de nuit prolongée, la
dynamique de croissance hyponastique suivait celle de la bioluminescence, avec
une augmentation significative de 'angle apres 8 h de nuit prolongée chez les deux
génotypes (Figure 23b). Lors d’un stress thermique de 30 °C (10 °C au dessus de la
température contrdle) imposé 1 h apres le début de la nuit, 'indication de déficit
carboné (bioluminescence) et 'augmentation de I'angle d’insertion ont commencé
plus tot et plus rapidement qu’a la température controle. L’ensemble de ces
résultats s’est traduit par une corrélation positive entre le déficit carboné et
Phyponastie (Figure 23c).
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Figure 23. Similitudes entre déficit de carbone et croissance hyponastique chez A.
thaliana a 20 °C et a haute température (30 °C). (a) Bioluminscence de la luciférase
fusionnée au promoteur du géne rapporteur de déficit carboné At1g10700 chez Col-
0 (lignes pleines) et chez le mutant isal (lignes pointillées) au cours d’une nuit
prolongée a 20 °C et a 30 °C (appliquée 1 h apres le milieu de la nuit) aprés deux
semaines de croissance en sol (photopériode = 12 h; 20 °C). Les symboles et les
barres d’erreurs représentent la moyenne = sem (8 < n < 24). (b) Illustrations
représentatives de la bioluminescence et de I'architecture de la rosette au milieu de la
nuit (6 h; gauche), a la fin attendue de la nuit (12 h; milieu), et aprés 8 h de nuit
prolongée (droite). La moyenne de 'angle d’insertion des feuilles est aussi présentée
(27 < n £ 50; les lettres différentes indiquent des différences significatives entre les
moyennes selon un test de Kruskal-Wallis au seuil de 0.05). (c) Relation entre la
bioluminescence et I'angle d’insertion des feuilles (mémes symboles que pour (a)).
Expérimentations réalisées par Florent PANTIN.

6.2. Le statut en carbone contréle I’'architecture de la rosette
d’Arabidopsis thaliana

Deux hypotheses peuvent expliquer la réponse hyponastique a haute température
chez les plantes ayant une architecture en rosette comme A. thaliana : i) le déficit
carboné induit une croissance hyponastique; ii) le refroidissement des tissus
foliaires contrdle la croissance hyponastique. Afin de tester la premiere de ces
deux hypothéses nous avons étudié la croissance hyponastique de plantes
soumises a une faible concentration atmosphérique en CO; et une faible intensité
lumineuse, des conditions environnementales qui induisent un déficit carboné.
Nous avons aussi utilisé des mutants affectés dans métabolisme de I'amidon.

6.2.1. Les variations de [CO.l..mn induisent des changements opposés
d’angle d’insertion des feuilles

A la température témoin de 20 °C, une faible [CO,].m a induit une augmentation
significative de I'angle d’insertion des feuilles chez I'accession Col-0 (Figure 24). A
linverse, une forte augmentation de [CO,Jum a entrainé une faible, mais
significative, diminution de I’hyponastie induite par une haute température de 30
°C (Figure 24b). Chez ost2-2, un mutant présentant une fermeture stomatique
altérée (MERLOT et al. 2007), la température élevée a induit une réponse similaire a
celle du sauvage Col-0, mais la forte [CO:]um a induit une plus forte diminution
que chez Col-0 (Figure 24b). Ceci est en accord avec une meilleure disponibilité
du CO; chez ce mutant, dont la fermeture des stomates est moins sensible a [CO,]
par rapport au sauvage, qui devrait améliorer le statut carboné et entrainer une
diminution des angles d’insertion. Ces résultats confirment que le déficit carboné
induit Uhyponastie non seulement a haute température mais aussi a faible

[C02]utm-
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Figure 24. Effets de la température élevée et de la concentration atmosphérique en
CO; sur la croissance hyponastique chez I'accession sauvage d’A. thaliana Col-0 et
chez le mutant ost2-2 affecté dans la fermeture des stomates. (a) Photographies
représentatives de 'architecture et (b) angles d’insertion des feuilles de plantes ayant
subi une journée de traitement a haute température et a faible [CO;]um, (50 ppm) ou
forte [COsJam (1500 ppm) aprés avoir été cultivées pendant 4 semaines & 8 h de
photopériode et [CO:]um ambiante et (c) transférées dans des cloches régulées en
[COs)um. Les barres d’erreurs représentent la moyenne * sem (12 < n < 24).
Expériences réalisées par F. PANTIN au CEA Cadarache (coll. B. GENTY).

6.2.2. Au cours de la journée, les mouvements des feuilles et leur statut
carboné sont coordonnés

A la température témoin de 20 °C, les angles des feuilles de I'accession Col-0 et de
trois autres accessions (Ang-0, KI-0 et Mh-1) diminuaient rapidement apres le
début de la période lumineuse, puis augmentaient progressivement au cours de la
journée (Figure 25). Au contraire, chez pgm et sexl, deux mutants respectivement
affectés dans la synthese (CASPAR et al. 1985) et la dégradation (CASPAR et al.
1991) de 'amidon, qui présentent un déficit carboné la nuit et qui accumulent des
concentrations élevées de sucres solubles la journée, les angles des feuilles étaient
plus élevés en fin de nuit, quand les plantes présentent le plus fort déficit carboné,
et diminuaient ensuite progressivement jusqu’a la fin de la journée, quand les
sucres solubles sont en exces. L’amplitude de variation de 'angle était deux fois
supérieure chez ces deux mutants que chez le sauvage Col-0.

Par ailleurs, une faible intensit¢é lumineuse a induit une réponse
hyponastique plus rapide chez Col-0 (Figure 25) et chez Ang-0 (non montré). Un
effet semblable a été observé chez pgm et sexl, et la réduction diurne de I'angle
spécifique a ces mutants était inhibée (Figure 25).
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Ces résultats indiquent que les modifications journaliéres de Iangle
d’insertion des feuilles sont coordonnées au statut carboné de la feuille, et que le
déficit de carbone influence positivement I’élévation des feuilles.
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Figure 25. Effets de la faible intensité lumineuse et d’'une forte demande évaporative
de Tair (VPD) sur la variation journaliére de 'angle d’insertion des feuilles a une
température non stressante. Chaque génotype est présenté dans un graphique
différent. Les plantes ont été cultivées pendant 4 semaines a 20 °C, déficit de pression
de vapeur d’eau (VPD) = 0.7 kPa, PAR = 190 umol m™? s™’. Pour le traitement faible
lumiére, l'intensité lumineuse été abaissée & 70 umol m™ s le jour des mesures. Pour
le traitement VPD élevé, le VPD a été augmenté a 1.2 kPa le jour des mesures. Les
périodes nocturnes (barres noires) et diurnes (barres blanches) sont indiquées en
abscisse. Les barres d’erreurs représentent la moyenne + sem (10 < n < 24).
Expériences réalisées R. VALLURU, post-doctorant au LEPSE sous la direction de B.
MULLER.

6.2.3. Le refroidissement des feuilles n’affecte pas directement
I'hyponastie

Afin d’analyser si le refroidissement des feuilles pouvait inhiber la réponse
hyponastique indépendamment du statut carboné de la feuille nous avons utilisé
deux mutants dont la transpiration est affectée de maniére contrastée: ost2-2
présente des stomates constitutivement ouverts (MERLOT et al. 2007), alors que le
mutant Pro35S:NCEDG6 présente des stomates plus fermés que le sauvage Col-0 a
cause d'une surproduction d’acide abscissique (LEFEBVRE et al. 2006). Comme
attendu, la conductance stomatique était respectivement plus forte chez ost2-2 et
plus faible chez Pro35S:NCED6.
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Par contre, bien que les feuilles de ces deux mutants étaient respectivement
plus froides et plus chaudes, elles ne présentaient pas de contraste d’angle
d’insertion par rapport au sauvage Col-0 (Figures 25 et 26 ; [A22] VASSEUR et al.
2011); ce qui ne supporte pas I’hypothése que le refroidissement des feuilles
inhibe ’hyponastie. Une augmentation de la demande évaporative (VPD) n’a pas
non plus modifié significativement la réponse de 'angle d’insertion des feuilles,
sauf peut-étre la dynamique chez ost2-2 (Figure 25).

Il est possible que le role du refroidissement ne soit significatif qu’en
condition de haute température. Cependant, nous avons montré que ces deux
mutants ne présentaient pas de réponse significativement contrastée a la
température élevée de 30 °C ([A22] VASSEUR et al. 2011). De plus, une intensité
lumineuse modérément élevée diminuait I'angle d’insertion des feuilles malgré
une augmentation de la température foliaire, et contrait donc leffet de la
température élevée ; alors qu'une faible intensité lumineuse augmentait I'angle
d’insertion des feuilles malgré une diminution de leur température, et augmentait
donc l'effet de la température élevée (Figure 26).

Ces résultats permettent de conclure que la croissance hyponastique n’est
pas controlée directement par la température de la feuille, mais se met en place
dans des configurations génétiques et environnementales qui induisent un déficit
de carbone.
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Figure 26. Découplage des modifications architecturales de la rosette, de la
température et de la transpiration. L’accession arabidopsis sauvage Col-0, le mutant
ost2-2 (affecté dans la fermeture stomatique) et la lignée transgénique
Pro35S :NCED6 (affectée dans louverture stomatique) ont été soumis a une
température témoin (20 °C) et une température élevée (30 °C) et a trois niveaux de
rayonnement (faible : 70 pmol m? s ; témoin : 175 pumol m? s ; élevé : 330 pmol m"
2 s1), 2 12 h de photopériode. Les images rondes sont des images infra-rouge qui
indiquent la température de surface (indiquée en dessous; 5 < n < 16). Des valeurs
indépendantes de transpiration sont aussi indiquées en bleu (5 < n < 10). Une
photographie représentative des rosettes est montrée a gauche, avec l'angle
d’insertion foliaire moyen (7 < n < 15). Les lettres différentes indiquent de
différences significatives selon un test de Kruskal-Wallis au seuil 95%. D’aprés [A22]
VASSEUR et al. (2011).

6.3. Signification fonctionnelle de I'hyponastie a haute
température

Nous avons analysé comment 'hyponastie peut améliorer le statut carboné sur le
court terme en utilisant un modele biophysique. Nous avons aussi analysé la
concordance des déterminismes génétiques de I’hyponastie, de la photosynthese et
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du refroidissement des feuilles par une analyse QTL dans la population de lignées
recombinantes Ler x Cvi.

6.3.1. Modifications du microenvironnement de la feuille induites par
I'hyponastie: conséquences pour les échanges gazeux

L’hyponastie peut favoriser les échanges de gaz et de chaleur avec I'air environnant
suite a une augmentation de la conductance de la couche limite qui augmente avec
I'exposition des parties aériennes aux flux d’air. Afin de quantifier cet effet, des
magquettes, construites en aluminium, de rosettes d’arabidopsis avec des feuilles
planes ou érigées (Figure 27a) ont été exposées a différentes vitesses de vent et la
température des surfaces a été mesurée avec des thermocouples. Pour des vitesses
de vent tres faibles, aucune différence de conductance de la couche limite pour la
vapeur d’eau g (calculée, en I'absence de transpiration, selon Annexe 8 dans JONES
1992 ) n’a été détectée entre les répliques planes et érigées (Figure 27b). Lorsque la
vitesse du vent a été graduellement augmentée, les feuilles érigées présentaient une
conductance significativement plus élevée. La traduction de cette augmentation de
la conductance de la couche limite en une augmentation de l'assimilation de
carbone et de la transpiration dépend des conséquences de I'hyponastie sur
interception de la lumiere.

Afin de quantifier les effets de I'hyponastie sur linterception du
rayonnement, nous avons réalisé des simulations a partir d'un modeéle 3D de la
rosette d’arabidopsis (Figure 27c,d). Ces simulations montrent que la perte
d’interception du rayonnement par la face adaxiale des feuilles hyponastiques est
en partie compensée par linterception de la face abaxiale. Par ailleurs, la
croissance hyponastique des feuilles supérieures diminue l'auto-ombrage des
feuilles inférieures.

Un modele du bilan d’énergie de la feuille a ensuite permis de simuler la
température foliaire et les échanges gazeux en fonction de I'hyponastie. En
moyenne, 'hyponastie diminue de 1 °C la température de la feuille le jour, alors
qu’elle tend a 'augmenter la nuit (Figure 27e). L’inertie thermique estimée, qui
prend en compte la diminution de I'épaisseur du limbe & haute température, était
plus faible pour les feuilles érigées et fines que pour les feuilles horizontales et plus
épaisses. Les feuilles hyponastiques sont donc moins protégées contre les
fluctuations rapides de 'environnement. Nos estimations des modifications de la
température des feuilles 'hyponastiques, de la conductance de la couche limite et
de l'interception du rayonnement ont ensuite été utilisées pour simuler les effets
de I'hyponastie sur les échanges gazeux. Le taux de transpiration augmentait
d’environ 20% lors de Uhyponastie (Figure 27g), Par contre, le taux net
d’assimilation du carbone n’était pratiquement pas affecté (Figure 27h). Ceci
était le résultat d’'une compensation entre diminution de linterception du
rayonnement et facilitation de la diffusion du CO,, et diminution de la
température chez les feuilles hyponastiques. Ainsi, malgré une réduction de
Pinterception du rayonnement, 'hyponastie induit un refroidissement des tissus
sans pénaliser assimilation du carbone.
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Figure 27. Effets de 'hyponastie sur le micro-environnement de la rosette et
conséquences pour les échanges gazeux. (a) Maquettes en aluminium de rosettes
avec des feuilles planes ou érigées (coll. Y. BOURSIAC, P. HAMARD) ; les feuilles
supérieures sont équipées de thermocouples. (b) Estimation (annexe 8 de JONES
1992) de la conductance de la couche limite des maquettes en aluminium soumises a
différentes vitesses de flux d’air. Les barres représentent le moyennes + s.em (3 <n <
11), et les lettres différentes représentent des différences significatives aprés un test
LSD au seuil 95%. (c) Modéle 3D d’interception du rayonnement simulé pour des
plantes virtuelles d’arabidopsis avec des feuilles supérieures planes ou érigées. (d)
Estimation de la proportion (par rapport a I’horizontale) du rayonnement intercepté
par les feuilles inférieures et supérieures des rosettes virtuelles (somme des faces
abaxiales et adaxiales). Les barres représentent le moyennes + s.e.m (6 < n < 4) et les
lettres différentes représentent des différences significatives apreés un test de Kruskal-
Wallis au seuil 95%. (e-h) Modélisation biophysique de la température foliaire (e) et
de linertie thermique (f) le jour et la nuit. Les données de température foliaire, de
conductance et d’interception du rayonnement sont ensuite utilisées pour estimer le
taux de transpiration (g) et le taux de photosynthése (h) diurnes des feuilles planes
(bleu) et érigées (corail).
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6.3.2. Une connexion génétique entre I'hyponastie et I'assimilation de
carbone dépendante de la température

Afin d’analyser la concordance des déterminismes génétiques de I’hyponastie, de
la photosynthese et du refroidissement des feuilles nous avons mené une analyse
QTL dans la population de lignées recombinantes Ler x Cvi (ALONSO-BLANCO et
al. 1998b) cultivée a 20 °C ou a une température élevée de 30 °C dans les mémes
conditions de demande évaporative de l'air (Section 5).

A 20 °C, quatre QTL de biomasse a floraison ont été détectés (Figure 28).
Ces QTL co-localisaient avec des QTL de date de floraison précédemment
identifiés comme étant CRY2 (aussi nommé EDI) sur le chromosome 1, et FLC
(FLF), FLG et FLH sur le chromosome 5 (ALONSO-BLANCO et al. 1998a, [A25]
VASSEUR et al. 2012). Ces QTL de biomasse étaient négativement associés a des
QTL de photosynthese et/ou de transpiration. Les génotypes qui produisent des
plantes de grande taille, aprés une longue période de croissance végétative,
présenteraient donc un faible taux d’assimilation du CO2, ainsi qu’un faible
taux de transpiration. Deux caractéristiques qui peuvent étre dues a une faible
densité stomatique, comme le montrent les co-localisations de QTL a CRY2 pour
la densité stomatique et le faible taux d’échange gazeux (Figure 28a). Il a été plus
difficile de montrer dans quelle mesure le déterminisme de I’hyponastie pouvait
étre impliqué dans cette régulation des échanges gazeux sur le long terme car le
seul marqueur le plus proche associé significativement a une variation de I'angle
d’insertion des feuilles était situé a 20 cM en dessous de CRY2, et la grande taille
de Tintervalle de confiance chevauchait CRY2 et 6hEl, un QTL d’hyponastie
induite par I'éthylene précédemment identifié dans la méme population (VAN
ZANTEN et al. 2010b). De maniére surprenante, le seul QTL, détecté sur le
chromosome 2, pour la température foliaire n’était pas associé a des variations
de transpiration ou d’angle d’insertion. Ce QTL co-localisait avec un QTL
d’efficience d’utilisation de 'eau précédemment identifié dans la méme population
(JUENGER et al. 2005), et récemment cartographié comme étant MPKI2, un géne
codant pour une kinase répondant a I'acide abscissique (DES MARAIS et al. 2014).

L’analyse QTL a révélé une relation génétique entre I’hyponastie et
Passimilation de carbone a 30 °C. A part FLH, les trois mémes QTL ont été
identifiés pour la biomasse (Figure 28b). Comme a 20 °C, ces QTL ont aussi été
détectés pour la transpiration, avec des effets opposés a ceux sur la biomasse.
CRY?2 et probablement FLG controlaient aussi la densité stomatique dans le méme
sens que la transpiration. Deux QTL ont été détectés pour la photosynthese nette.
Par rapport a 20 °C, le premier QTL chevauchait CRY2 et la variation de
photosyntheése suivait celle de la biomasse. Ceci suggeére que I'accumulation de
biomasse a haute température pourrait étre possible par une sélection a ce locus
permettant a la fois un fort taux d’assimilation nette et une faible transpiration.
Le deuxieme QTL pour la photosyntheése avait un large intervalle de confiance qui
englobait FLC et FLG. Par contre, le marqueur le plus proche pour ce QTL co-
localisait avec un QTL ayant un effet opposé sur I'angle d’insertion des feuilles. Si
ce QTL est responsable d’'un déficit de carbone a cause d’une faible assimilation,
alors il pourrait induire une croissance hyponastique, ce qui suggére une base
génétique commune pour la relation négative entre le statut carboné et
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Phyponastie a haute température. Deux autres QTL ont été trouvé pour I'angle
d’insertion des feuilles, un sur le chromosome 2, probablement ERECTA, qui a
déja été identifié dans la réponse hyponastique a I'éthyléne (VAN ZANTEN et al.
2010b), et un autre sur le chromosome 3. Aucun de ces deux QTL n’était associé a
un autre trait que 'angle (Figure 28b). Finalement, aucun QTL n’a été détecté
pour la température des feuilles. L’ensemble de ces analyses QTL sont en accord
avec l'idée que les bases génétiques de ’hyponastie sous haute température sont
en partie communes a celles qui gouvernent Passimilation de carbone, mais elles
semblent découplées de celles qui gouvernent le refroidissement des feuilles.
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Figure 28. Analyse QTL de l'hyponastie et de I'économie du carbone a haute
température. Analyse réalisée dans la population de lignées recombinantes Ler x Cvi
(a) a la température témoin de 20 °C et (b) a la température élevée de 30 °C. Pour
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chaque trait (biomasse séche, taux de photosynthése nette, taux de transpiration,
différence entre la température des feuilles et la température de l'air & proximité des
feuilles, angle d’insertion des feuilles, densité stomatique), la position la plus
probable des QTL significatifs (P < 0.01) sont représentés par une ligne horizontale
noire sur les chromosomes. Pour chaque QTL, les fleches représentent les effets
positifs (fleche vers le haut) et négatifs (fleche vers le bas) de I'allele Cvi par rapport a
lalléle Ler. La longueur des fleches représente l'intervalle de confiance (1.5 fois le
LOD) et l'intensité de gris représente la part de variance expliquée selon I'échelle
présentée.

6.4. L’hyponastie a haute température : refroidissement des
feuilles, relations avec le syndrome d’évitement de 'ombre

CRAWFORD et al. (2012) ont proposé que, chez les plantes en rosette comme
arabidopsis, la croissance hyponastique sous haute température est une réponse
adaptative de larchitecture qui favorise le refroidissement des tissus contre
I'économie d’eau. Lors de transferts réciproque, ces auteurs ont montré que des
plantes bien irriguées cultivées a 28 °C sont plus froides que des plantes
transférées a 28 °C apres avoir été cultivées a 22 °C, a cause d'une plus forte
transpiration provenant de modifications architecturales (hyponastie, limbes plus
fins, pétioles plus longs) plutdot que de modifications de la densité ou de
Pouverture stomatique. Deux hypothéses sont alors proposées : i) la température
est le signal qui induit la croissance hyponastique a haute température, et ii)
I’hyponastie est une réponse adaptative qui favorise le refroidissement des feuilles
dans ces conditions.

Nos résultats ne sont pas en faveur de ces deux hypotheses. Premiérement,
nous avons rejeté le role direct de la température comme signal inducteur de
Phyponastie car les manipulations génétiques ou environnementales qui
diminuent la température foliaire (o0st2-2, VPD élevé, faible intensité lumineuse)
ne sont pas nécessairement associées a une diminution de la croissance
hyponastique. Au contraire, une intensité lumineuse modérément élevée agit
contre la croissance hyponastique induite par la température élevée alors qu’elle
augmente la température des feuilles, et le mutant Pro35S::NCEDG6, qui présente
des feuilles plus chaudes que le sauvage, ne présente pas une réponse
hyponastique contrastée par rapport au sauvage ([A25] VASSEUR et al. 2011).

Concernant la deuxiéme hypothese, nous suggérons que 'interprétation est
incomplete. Le modéle énergétique simplifié que nous avons développé supporte
Phypothése que hyponastie réduit la température des feuilles a la lumiére. Ce
qui est aussi en accord avec le modele spatialement explicite de BRIDGE et al.
(2013). Par contre, 'hyponastie est responsable d’une augmentation de la
température des feuilles la nuit (Figure 27f). Ce mécanisme pourrait protéger les
feuilles contre les nuits fraiches, expliquant pourquoi la sélection naturelle aurait
favorisé une augmentation de l'angle d’insertion des feuilles la nuit chez
arabidopsis (MICHAEL et al. 2003). Le refroidissement des feuilles hyponastiques
représente un avantage dépendant des conditions environnementales. Nous
proposons que le refroidissement des feuilles d a 'hyponastie est seulement une
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des composantes d’une adaptation globale dont la cible est 'amélioration du bilan
carboné de la plante.

A haute température, les modifications de Darchitecture des parties
aériennes des végétaux ressemblent a celles du syndrome d’évitement de 'ombre
(SMITH & WHITELAM 1997, FRANKLIN 2008, 2009). De la méme maniere que le
syndrome d’évitement de 'ombre pourrait étre une réponse adaptative contre un
signal précoce de déficit carboné, induit par 'ombrage, nous proposons que i) la
température élevée induit un déficit carboné, ii) le déficit carboné controle
Phyponastie et iii) Phyponastie est une réponse adaptative pour améliorer le
bilan carboné (Figure 29).
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Light Carbon starvation
interception
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Figure 29. Modele conceptuel des réponses d’A. thaliana aux hautes températures.
Les lignes terminées par des fleches et des barres représentent respectivement la
promotion et 'inhibition. La température élevée défavorise le bilan carboné de la
plante a cause d’'une diminution de la photosynthése et une augmentation de la
respiration. Ceci se traduit par un déficit en carbone qui contréle des réponses
architecturales et morphologiques telles que 'hyponastie ou 'augmentation de la
surface spécifique, mimant ainsi le syndrome d’évitement de 'ombre. L’architecture
des parties aériennes exerce une action en retour sur le bilan carboné a travers
différents mécanismes qui opérent en journée. L’hyponastie augmente la
conductance de la couche limite qui accélére la diffusion du CO, et induit un
refroidissement par évaporation. L’hyponastie augmente alors I'interception de la
lumiére au niveau de la plante entiére, ce qui est une stratégie pour maximiser
linterception lumineuse sur le long-terme (fleche pointillée). Cependant,
l'augmentation de l'interception de la lumiére a pour conséquence un échauffement
des tissus foliaires. Sur le long-terme, la demande en carbone est réduite suite a une
réduction de Iépaisseur des limbes et de la surface (ligne pointillée terminée par une
barre). Les réponses architecturales a la température élevée sont a la fois une
conséquence du déficit carboné et une réponse adaptative pour améliorer le bilan
carboné. Selon ce modéle, augmenter l'intensité lumineuse ou la concentration en
CO2 agissent contre les effets des hautes températures.

La convergence entre les voies de signalisation impliquées dans I'évitement
de 'ombre et la détection des hautes températures a travers le PHYTOCHROME

50



Meétabolisme du carbone et réponses aux hautes températures

INTERACTING FACTOR 4 (PIF4) fourni des arguments supplémentaires quant
au rdle majeur du déficit carboné dans la réponse des plantes aux hautes
températures (PROVENIERS & VAN ZANTEN 2013, WIGGE 2013). PIF4 favorise
I'élongation cellulaire en conditions de faible éclairement en intégrant les voies de
signalisation de la lumiére et des gibbérellines (DE LUCAS et al. 2008), et régule le
phototropisme a travers la voie de lauxine (SUN et al. 2013). A hautes
températures, PIF4 controle I'élongation de I'hypocotyle et la croissance
hyponastique a travers la biosynthese de 'auxine (KOINI ef al. 2009, FRANKLIN et
al. 2011) sous le contrdle étroit des photorécepteurs (FOREMAN et al. 2011).
Finalement, la disponibilité des sucres régule la biosynthése de 'auxine via des
membres de la famille PIF (SAIRANEN et al. 2012). Il est donc probable que le
déficit carboné augmente la stabilité ou I'abondance de PIF4, et induise ainsi
I’hyponastie.

Si le syndrome d’évitement de 'ombre et les modifications architecturales et
morphologiques induites par la température élevée partagent des voies de
signalisation régulées par le déficit en carbone, elles peuvent étre activées par la
méme cible : le besoin en carbone. Par exemple, diminuer 'épaisseur du limbe en
condition de faible lumiére est un moyen de maintenir I'expansion en surface et
interception de la lumiére tout en maintenant un faible cotit en carbone (PANTIN
et al. 2011). Plusieurs indications suggeérent que ’hyponastie peut aussi améliorer
le bilan en carbone. Premiérement, ’hyponastie augmente le refroidissement de la
feuille en conditions lumineuses (Figure 27e), améliorant ainsi le bilan en carbone
(Figure 22). Deuxiémement, en augmentant la conductance de la couche limite
(Figure 27b), T'hyponastie facilite la diffusion du CO, vers les sites de
carboxylation, accélérant ainsi l'assimilation nette. Troisiétmement, et non-
intuitivement, ’hyponastie peut contribuer a la recherche d’interception de la
lumiere. L’hyponastie induite par le déficit de carbone peut étre vue comme une
mal-adaptation car une augmentation de 'angle d’insertion foliaire diminue la
quantité de lumiere interceptée par la face adaxiale des feuilles supérieures (Figure
23d), réduisant ensuite la photosynthese. Cependant, le modele 3D d’interception
du rayonnement indique aussi que I'élévation du limbe augmente aussi
linterception de la lumiére par la face abaxiale des feuilles hyponastiques.
L’ensemble de ses réponses permettent de maintenir une assimilation nette de
carbone par les feuilles hyponastiques tout en diminuant la température de leurs
tissus (Figure 27). Un modéle spatialement explicite de la photosynthése sera
nécessaire pour étudier si le partitionnement du rayonnement entre la face
abaxiale et adaxiale de la feuille augmente I'assimilation a haute température.
Plus généralement, comme abordé dans la revue bibliographique VAN ZANTEN et
al. (2010a), 'hyponastie est percue comme une réponse qui maximise 'acquisition
de carbone au niveau de la plante entiere. L’hyponastie réduit 'auto-ombrage,
augmentant ainsi la quantité de rayonnement regu par les feuilles inférieures. De
plus, a Péchelle de la communauté végétale, ’hyponastie augmente la probabilité
de passer au-dessus des feuilles des compétiteurs voisins, améliorant ainsi la
capacité des plantes a gagner la compétition pour la lumiere (PIERIK et al. 2005,
MULLEN et al. 2006, DE WIT et al. 2012). L’hyponastie peut donc étre vue a la fois
comme une stratégie a court- et a long-terme pour assimilation du carbone.
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7. Interactions plantes-sol-micro-organismes

Suite a des discussions sur l'intérét d'étudier les interactions plantes-sol-microorganismes dans des
colloques et avec des collégues de I'INRA de Clermont-Ferrand (J. BLOOR, UREP), de I'Université Aix-
Marseille (R. GRoS, IMEP), de I'Université de Lille (F. Roux), et de I'Université Montpellier Il (B. TOURAINE,
F. VAROQUAUX, LSTM), j'ai pris l'initiative d’essayer de fédérer nos approches sur cette thématique a
travers la soumission de projets et le co-encadrement de stages. A ce jour, seuls les travaux sur les
bactéries du sol promotrices de croissance (PGPR) ont pu étre développés avec succés dans le cadre
d’encadrements d’étudiants en collaboration avec le LSTM (BRESSON 2010, BONTPART 2011, CHECK
2012, BRESSON 2013, LABADIE 2013).

La compréhension des interactions plantes-sol-microorganismes représente un
enjeu majeur pour prévoir l'évolution de la biodiversité, les flux d’éléments
minéraux, et la productivité dans les écosystéemes naturels et cultivés. En effet, la
flore microscopique du sol joue un role essentiel dans le recyclage de la matiére
organique en libérant des éléments minéraux assimilables par les plantes. La
capacité de certaines bactéries a fixer l'azote atmosphérique en fait des fertilisants
naturels des sols agricoles qui ont un impact indirect sur le rendement des
cultures. La flore bactérienne qui abonde au niveau de la rhizosphere des plantes
augmente la surface d'échange entre les racines et le sol. Certaines bactéries du sol,
appelées PGPR (« plant growth promoting rhizobacteria »), sont capables de
coloniser la rhizosphére et de stimuler la croissance de la plante par divers
mécanismes, et suscitent donc un intérét croissant en agronomie. Ces bactéries du
sol sont capables d’interagir avec le systéme racinaire des plantes et améliorer la
productivité végétale. Il a été largement décrit que certaines PGPR ont notamment
la capacité d'influencer la croissance de la plante en synthétisant des hormones
végétales ou en modifiant I'équilibre hormonal de la plante. Dans certains cas, ces
bactéries peuvent aussi augmenter la résistance des plantes a des stress biotiques et
abiotiques, notamment le stress hydrique. Peu d’études écophysiologiques sur les
interactions plantes-sol-microorganismes existent en conditions de stress
hydriques et thermiques.

La rhizobactérie P. brassicacearum STM196 améliore la
résistance a la sécheresse d’A. thaliana par des modifications
coordonnées de la physiologie et du développement

Un premier travail, qui a fait I'objet d’'un stage de Master 2 (BRESSON 2010) sous
ma direction et celle de F. VAROQUAUX au LSTM, a permis d’établir un cadre
d’analyse pour étudier le role d'une souche PGPR particuliere, Phyllobacterium
brassicacearum (STM196) dans les réponses d’A. thaliana a un déficit hydrique du
sol et a une augmentation de la température de I'air isolément et en combinaison,
selon le méme protocole que [A24] VILE et al. (2012). P. brassicacearum a été
isolée de la rhizosphere du colza dans des cultures frangaises (BERTRAND et al.
2001). Parmi les différentes souches isolées, la souche STM196 est la plus efficace
pour stimuler la croissance de cette espece cultivée.
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Comme précédemment (VILE et al. 2012), outre une réduction de la vigueur
des plantes, ces deux stress ont entrainé des réponses spécifiques et parfois
antagonistes. Alors que I'augmentation de température modifie I'investissement
de biomasse dans les feuilles (diminution de I’épaisseur et de la densité des
feuilles) et augmente la transpiration, le stress hydrique augmente la densité
stomatique, et réduit la transpiration et la photosynthese.

Nous avons mis en évidence qu'un retard du développement reproducteur
chez les plantes inoculées par la souche STM196 induit une augmentation de la
production de biomasse végétale, indépendamment des conditions d’irrigation
(BRESSON et al. 2013b). De plus, les plantes inoculées ont présenté une meilleure
tolérance au stress hydrique édaphique, illustrée par un gain de biomasse de 50%
(Figure 30). L'inoculation par STM196 a induit une modification coordonnée des
mécanismes physiologiques allant tous dans le sens d’une optimisation du
prélevement de I'eau dans le sol et une réduction des pertes d’eau par les feuilles.
En effet, la présence de la bactérie a été associée a une augmentation du systéme
racinaire, permettant une exploration plus importante du sol. STM196 a aussi
induit une réduction des pertes en eau par transpiration, probablement suite a la
fermeture des stomates due a une augmentation de la teneur en acide abscissique
(ABA) dans les feuilles. Des études menées en paralleles au LSTM ont permis
d’identifier des mécanismes et des acteurs moléculaires originaux de I'interaction
PGPR-plante in vitro (GALLAND et al. 2012, KECHID et al. 2013).
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Figure 30. Dynamique de la surface foliaire de plantes d’Arabidopsis thaliana Col-0
inoculées par la PGPR Phyllobacterium brassicacearum souche STM196 (I) et non
inoculées (NI) en condition bien irriguée (C) et lors d’un déficit hydrique (DH). Les
fleches indiquent l'apparition des bourgeons floraux. L’insert représente la masse
foliaire des plantes & l'apparition des bourgeons floraux; les lettres différentes
indiquent des différences significatives entre les moyennes.

Des résultats en cours de valorisation ([S5] BRESSON et al. soumis)
montrent que lors d’un stress hydrique plus sévére induisant une forte mortalité
des plantes (60% de mortalité), 'inoculation par la souche STM196 a permis une
amélioration remarquable de la survie (seulement 30% de mortalité chez les

53



Interactions plantes-microorganismes

plantes inoculées) via une meilleure tolérance a la déshydratation. De plus, la
reprise de croissance apres irrigation était plus forte chez les plantes inoculées ; ce
qui s’est traduit par une biomasse finale a floraison proche de celle des plantes non

stressées (Figure 31).
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Figure 31. Dynamique de la surface foliaire de plantes d’Arabidopsis thaliana Col-0
inoculées par la PGPR Phyllobacterium brassicacearum souche STM196 (I) et non
inoculées (NI) en condition bien irriguée (WW) et lors d’'un déficit hydrique sévére
(WD). Seules les plantes ayant survécu au déficit hydrique sont représentées. La
fleche indique la date de réirrigation des plantes ayant atteint le niveau cible de
déficit hydrique séveére. L'insert montre la surface totale au moment de la floraison.
Les lettres différentes indiquent des différences significatives aprés un test de
Kruskal-Wallis (P < 0.05;n=11-27).

L’inoculation par STM196 représente ainsi une valeur ajoutée aux stratégies
de résistance aux stress et de gestion des ressources intrinseques aux plantes. Les
résultats soulignent l'importance des interactions plantes-bactéries dans les
réponses des plantes a la sécheresse et offrent de nouvelles voies de recherches
pour améliorer la tolérance a la sécheresse dans les cultures.
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Conclusions et perspectives du projet

Considérer les interactions entre stress des le départ de mon projet de recherche
sur les hautes températures pouvait apparaitre comme un défit risqué. La premieére
étude sur les interactions entre déficit hydrique et haute température a permis de
dégager plusieurs perspectives qui ont été explorées pour partie et qui constituent
la base de mon projet pour les années a venir.

Le cadre d’analyse des interactions génotype x environnement prenant
explicitement en compte les relations entre les traits est en constante évolution
(Tableau 3). J’ai 'ambition de pouvoir intégrer ce cadre d’analyse de 'espace
phénotypique dans le «paradigme de Iécologie fonctionnelle étendu a
lagronomie » (Figure 2). Cela passera par lanalyse des déterminismes
écophysiologiques et de leur capacité de changement d’échelle (Figure 32).
L’approche comparative est appropriée pour évaluer la généralité au travers des
différents niveaux de diversité biologique, incluant les espéces d’intérét
agronomique. L’approche expérimentale, que ce soit en microcosmes ou au
champ, est aussi importante pour tester les hypothéses de capacité de changement
d’échelle. Enfin, la modélisation est un outil puissant pour 'exploration et pour la
prédiction qui continuera d’étre utilisée dans mon projet.

L’utilisation de l'espece modele A. thaliana s’est avérée efficace dans de
nombreuses études de biologie végétale. Les perspectives des travaux réalisés ces
derniéres années montrent bien que la communauté scientifique n’est pas arrivée
au bout du potentiel qu'offre I'analyse de cette espéce pour la «biologie
intégrative », sensu lato, c.a.d. depuis I'évolution des génomes au fonctionnement
des systémes écologiques et agronomiques. De toute évidence, il ne s’agit pas non
plus de négliger I'intérét des autres especes végétales. Par exemple, le projet
CROPTRAITS, que je construis avec C. VIOLLE (co-encadrement dune theése
prévu des que possible), a pour ambition de questionner dans quelles mesures la
domestication a entrainé des changements des traits écophysiologiques et
biophysiques liés I'économie des ressources, si les compromis associés ont
contraint la domestication et s’ils peuvent limiter les améliorations futures dans
des environnements changeants. Trois objectifs seront développés dans ce projet :
i) révéler l'existence (ou l'absence) d’'un syndrome de domestication pour
I'économie des ressources chez les especes cultivées, ii) élucider les compromis
écophysiologiques et biophysiques chez les especes cultivées, et délimiter
Ienveloppe des contraintes pour la sélection artificielle (Figure 32), et iii)
examiner la forme des compromis chez les espéces cultivées soumises a des stress.
Le mais, le riz, le tournesol, le colza, le blé, la vigne, la luzerne et le dactyle seront
parmi les espéces étudiées. S’il est financé, ce projet de grande envergure
combinera, avec les autres partenaires: des mesures au champ, le phénotypage
haut-débit, des expériences en jardin expérimental et en serres, des analyses
comparatives utilisant des bases de données, la modélisation et la génétique.
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Tableau 3. Avancées réalisées et perspectives a développer dans les différents volets
du projet de recherche. Voir Figures 3 et 32.

Volet de recherche

Avancées

Perspectives

Réponses des plantes
aux stress
environnementaux

Croissance, relations
allométriques et
économie des ressources

Phénotypage et
méthodes d’analyse

Ecologie fonctionnelle

Les facteurs environnementaux
(p. ex. haute température et
stress hydrique) ont des effets
additifs et interactifs sur
orientation et la position de
espace phénotypique multivarié,
en interaction avec des QTL
pléiotropes.

A haute température, le carbone
joue un role important dans le
déterminisme de I'architecture
végétale.

Les compromis liés a 'économie
des ressources varient fortement
dans une population de lignées
recombinantes, sous influence
d’un faible nombre de QTL liés
au déterminisme de la floraison

M¢éthodes a haut-débit et outils
statistiques et de modélisation
originaux pour explorer 'espace

phénotypique.

Certains traits ont un fort
potentiel pour réaliser des
changements d’échelle de
individu a la population ou aux
communautés (interactions
biotiques).

Utiliser une variabilité génétique
naturelle plus grande pour
explorer les déterminismes
génétiques des réponses aux stress
en interaction avec d’autres
facteurs environnementaux.
Quelle est la valeur adaptative de
ces effets ?

Analyser les conséquences de ces
modifications pour les
interactions entre plantes dans un
environnement changeant par
I'expérimentation et la
modélisation.

Analyser la variabilité naturelle de
ces compromis.

Tester le role des contraintes
écophysiologiques et
biophysiques dans la sélection
naturelle et la sélection artificielle.
Développer des méthodes non
invasives (imagerie de
fluorescence) pour augmenter la
résolution temporelle et spatiale.

Analyser les courbes de réponse a
des facteurs environnementaux et
développer des modeles de
simulation.

Transposer ces avancées a
d’autres espeéces, en particulier
d’intérét agronomique.
Continuer la valorisation des
bases de données par des méta-
analyses.

Tester des hypotheses de
changement d’échelle des traits
dans des populations artificielles
en conditions environnementales
fluctuantes.

56



Conclusions et perspectives

(a) Gene, cell, organ, plant (b) Ecophysiological and biophysical trade-offs
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Figure 32. Changement d’échelle « génotype-phénotype-communauté» des
contraintes écophysiologiques et biophysiques. (a) Le fonctionnement des végétaux
est étudié en interaction avec l'environnement. (b) La variabilité de I'espace des
contraintes écophysiologiques et biophysiques est examinée au travers des relations
entre traits liés a I'économie des ressources. Une question importante concerne la
généralité et le role de ces contraintes dans la réponse a la sélection (naturelle ou
artificielle). Par exemple, un génotype peut-il se trouver a I'extérieur de 'enveloppe
des contraintes ? Si oui, quelle est sa valeur sélective ? L’utilisation de matériel
génétique divers (espéces, accessions naturelles, variétés, mutants, lignées
transgéniques) permettra d’explorer cette question. Sur le graphique, les fleches
représentent les déplacements bivariés ou univariés dans le nuage de points. (c)
L’étude de la capacité de changement d’échelle (« scalabilité ») des traits aux échelles
supérieures représente un challenge pour mon projet de recherche qui peut étre
abordé a différentes échelles expérimentales, du microcosme de communautés
artificielles a la parcelle. De gauche a droite, communautés virtuelles de diversité
génétique contrastée, populations artificielles de diversité génétique d’arabidopsis
contrastée (vue d’ensemble de la culture en serre et photographie agrandie des
microcosmes), paysage méditerranéen composé d’'une mosaique d’espaces naturels,
cultivés et fortement anthropisés, champ de colza.
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