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Résumé

L’intensification du prélévement forestier aboutit & une modification de la disponibilité des ressources
(rayonnement, eau et éléments minéraux) dans la parcelle forestiere. Cette derniere va réduire la
régénération du peuplement en raison de la compeétition entre les jeunes arbres et les espéces de sous-bois.
La disponibilité en azote minéral du sol et sa captation par les especes en compétition pourraient constituer
un ¢élément important de 1I’établissement du rapport de dominance entre le chéne sessile (Quercus petraea
(Matt.) Liebl.) et la molinie bleue (Molinia caerulea (L.) Moench). L’objectif de cette étude est donc de
tester ’hypothese selon laquelle la captation massive de 1’azote du sol par la molinie au détriment du jeune
plant de chéne résulterait a la fois d’une meilleure prospection du systeme racinaire et / ou d’une capacité
intrinséque d’absorption de I’azote minéral du sol supérieure a celle du chéne. Une expérimentation menée
en serre a permis de caractériser la croissance et la morphologie des systemes racinaires du chéne et de la
molinie en compétition soumis a deux niveaux de disponibilité en azote minéral du sol. Parallelement, les
cinétiques d’absorption du nitrate et de I’ammonium chez le chéne et chez la molinie en chambre de culture
ont été déterminées par I’utilisation du °*N. 1l ressort que la molinie a une capacité de prospection du sol
plus importante que chez le chéne en raison (i) d’une longueur spécifique supérieure a celle du chéne, (ii)
une biomasse plus abondante et (iii) de racines plus fines. D’un point de vue fonctionnel, les capacités
d’absorption du nitrate sont plus élevées chez le chéne alors que celles de I’ammonium sont plus fortes chez
le molinie. Pour des concentrations faibles de nitrate ou d’ammonium dans la solution nutritive, cette étude
met aussi en exergue I’importance de prendre en compte 1’équilibre entre les concentrations en nitrate et en

ammonium de la solution du sol dans les capacités d’absorption des deux ions chez chaque espece.
Mots clés : Absorption, compétition, chéne, Molinia, *°N, nitrate, ammonium, racine

Intensification of forest intake leads to modification in resource availbility (light, water and nutriments)
into forest field. This may decrease regeneration ability due to competition exerted by understorey species
on young trees. Availability of mineral nitrogen as well as its capture by competing species may
significantly contribute to establishment of dominance between sessile oak (Quercus petraea (Matt.) Liebl.)
and purple moor (Molinia caerulea (L.) Moench). This study aims at investigating to what extent massive
capture by Molinia root may be explained by larger root growth and / or higher intrinsic capacity in root
uptake compared to oak root. Growth and morphology of root compartment of both intercropped species
have been characterized when grown under two levels of soil mineral N availability. Concomitantly,
kinetics of root nitrate and ammonium uptake in both species based upon use of N have been established
under controlled conditions. From a structural viewpoint, results showed a better prospection of root in
Molinia due to (i) a higher specific root length, (ii) a larger allocation of C resulting in increased root
biomass and (iii) thinner root allowing visiting a wider range of soil pore size. From a functional viewpoint,
oak roots exhibit larger capacities to take nitrate up whereas roots in Molinia show larger capacity to take
ammonium up. However, under low concentrations of nitrate or ammonium in external solution, this study
also reveals that ratio between nitrate and ammonium concentration on external solution has to be accounted
as this may greatly inhibit either nitrate or ammonium uptake. Level of inhibition depends on species.

Key words: Absorption, competition, oak, Molinia, °N, nitrate, ammonium, root
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Figure 1 : Volume de bois sur pied des principales essences dans les foréts (privées et publiques)
francaise. D’aprés 1’observatoire Forét Bois France (2015).



Introduction

Introduction

A. La structure d’accueil

L’Unité Mixte de Recherche « Physique et Physiologie Intégratives de 1’ Arbre Fruitier et Forestier »
547 résulte de I’association de deux établissements : 1’Université Blaise Pascal-Clermont Il et ’'INRA
(Institut National de la Recherche Agronomique). L’INRA est un organisme de recherche scientifique
publique finalisée. Placé sous la double tutelle du ministére de I'Alimentation, de I’ Agriculture et de la
Péche et du ministere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche, il constitue par sa taille (8000
personnes) le premier institut de recherche agronomique en Europe et le troisieme EPST (établissement
publique a caractére scientifique et technologique) en France, aprés le CNRS et 'INSERM. Les missions
de ’INRA sont de fournir des connaissances par la recherche et de les valoriser afin de tendre vers une
agriculture a la fois durable, économiquement compétitive et capable de produire une alimentation saine et
équilibrée. Rattachée aux departements EA (Environnent — Agronomie) et EFPA (Ecosystémes Forestiers,
Prairiaux et Aquatiques) de I’'INRA, les recherches menées au sein de ’'UMR PIAF visent a mieux
comprendre le fonctionnement de 1’arbre soumis a des contraintes biotiques et abiotiques en tenant compte
des aspects fonctionnels et architecturaux tout au long du cycle annuel des espéces étudiées (Noyer,
Pommier, Peuplier, Hévéa, Chéne). Les niveaux d’études s’échelonnent de la molécule au couvert végétal
en passant par la cellule et ’organe. L unité est composée de quatre équipes distinctes : MEA (Micro
Environnement et Arbres), HYDRO (Hydraulique et résistance a la sécheresse des arbres) et MECA
(Contraintes Mécaniques et activité des zones en croissances). J’ai été accueillie par 1’équipe MEA qui
focalise plus précisément ses recherches sur 1’écophysiologie de 1’arbre en caractérisant les interactions
entre le couvert végétal et sa structure ainsi que la conduite de 1’arbre et I’environnement microclimatique,
en particulier dans le cadre de la vulnérabilité des plantes aux bio-agresseurs, gel, phénologie hiverno-

printaniére, et aux contraintes multiples et récurrentes telles que les risques liés au changement climatique.
B. Contexte général

Avec un chiffre d’affaire d’environ 60 milliards d’euros par an et 440 000 emplois (organisme
France Bois Forét, Les chiffres clés de la forét privée édition 2015), la filiere bois francaise a un poids
économique considérable. La France est rapidement devenue le premier pays producteur de chénes en
Europe et le deuxiéme dans le monde, aprés les Etats-Unis (Forét Privée Francaise — la sylviculture du
chéne). Cet arbre représente 47 % du volume de bois sur pied feuillu en forét privée. Les chénes pédonculés
et sessile (rouvre) sont les deux essences prédominantes en forét francaise (Figure 1) et font 1’objet d’une

exploitation accrue depuis quelques années.



Figure 2 : Aire de distribution européenne du Chéne sessile (Quercus petraea (Matt.) Liebl.). D’apreés
EUFORGEN (2009).
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Ainsi, I’accroissement du prélévement en bois dans les chénaies peut s’expliquer par plusieurs raisons : (i)
qualité du bois récolté (a forte valeur unitaire économique) et volume sur pied disponible, (ii) utilisation de
la biomasse comme alternative intéressante a « I’apres-pétrole » pour lesquelles les chénaies pourraient étre
un fournisseur non négligeable et (iii) les changements climatiques. Dans le dernier cas évoqueé,
I’intensification du prélévement des arbres permettrait de réduire la demande en eau pendant les périodes
critiques et ainsi de limiter les effets nefastes sur la croissance et le développement des individus restants.
Cependant, ce recours a un retour plus fréquent sur les chénaies doit s’inscrire dans une gestion durable et
donc modifiée des pratiques forestieres afin de préserver, a long terme, le potentiel économique et
environnemental des chénaies (Kuster et al., 2013). En effet, dans le cadre de la limitation de 1’émission
des gaz a effet de serre, ces derniéres sont capables de fixer pres de 65 millions de tonnes par an équivalent
COo, représentant plus de 10% des émissions nationales (ONF — La France face au défi du changement
climatique). En outre, les chénaies continentales contribuent a la protection des milieux et des paysages
mais aussi au maintien d’une importante biodiversité. Le chéne sessile, largement étendu en Europe (Figure

2) est I’une des espéeces emblématiques de la forét francaise.
C. Contexte scientifique

1. L’accés aux ressources entre le jeune arbre et les espéces de sous-bois

1.1. Impact des prélévements forestiers sur la disponibilité des ressources

De facon générale, la quantité de rayonnement photosynthétiqguement actif (PAR) disponible au sein
d’un couvert végétal fermé est considérée comme le principal facteur limitant pénalisant la croissance et le
développement des jeunes arbres et des espéces de sous-bois (Gemmel et al., 1996). L’intensification du
prélévement des arbres forestiers entraine la formation d’une trouée dans laquelle le PAR incident n’est
plus limitant pour les deux types de végéetaux. Le poids relatif de la disponibilité des ressources du sol (eau
et nutriments) dans la compétition pour I’accés a ces derniéres entre les jeunes ligneux et les poacées
augmente alors. Ainsi, il a été clairement mis en évidence qu’une contrainte hydrique apparaissait dans les
sites ouverts au point de réduire la croissance voire la survie lors de la phase de régénération (Kozlowski
et Davies, 1975 ; Coll et al., 2003). Cette contrainte résulte a la fois (i) d’un bilan énergétique augmentant
I’évaporation en lien avec un PAR incident plus important, (i1) et d’un systeme racinaire se développant
plus rapidement, en plus grande quantité et de fagcon plus superficielle chez les poacees que chez les jeunes
arbres (Coll et al., 2004). Un effet indirect induit par la variation de la disponibilité en eau dans le sol est
la chute de la disponibilité en azote minéral (L6f et Welander, 2004 ; Barber, 1962) due a une production
(minéralisation de 1’azote organique) amoindrie (L6f, 2000 ; Rennenberg et al., 2009) et a une mobilité
réduite (chute du flux de masse du nitrate NOs). Davis et al (1999) ont élaboré un modéle décrivant

comment I’azote, I’eau et la PAR affectent la régénération du chéne sous les climats tempérés (Figure 3).
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Figure 4 : Schéma conceptuel illustrant la maniére dont la cinétique d’absorption des nutriments,
ainsi que de divers autres facteurs, peuvent influencer la disponibilité et I'absorption des nutriments
en réponse a la concentration élevée de CO2, I'augmentation de la température du sol et des dépots
d'azote atmosphérique. Le diagramme montre également que des changements concernant d'autres
caractéristiques racinaires telles que la croissance, la morphologie, l'architecture, la durée de vie et
I'association mycorhizienne, pourraient contrebalancer et/ou éviter les ajustements de la cinétique qui serait

autrement étre obtenue (BassiriRad, 2000).
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Par ailleurs, si les écosystémes forestiers contiennent des quantités importantes d’azote, dont pres de 90%
sont sous forme organique séquestrée dans la biomasse végeétale ou animale, la litiére ou le sol, il est a noter
que I’arbre n’utilise que I’azote inorganique (nitrate NO3z™ et ammonium NH4") qui représente moins de 1%
et dont la concentration est comprise entre 10 et 100 uM. De plus, les augmentations en température, en
CO2 et en dépots d’azote atmosphérique (Berger et Glatzel, 1994) affectent la cinétique d’absorption de
nitrate et d’ammonium (Zerihun et BassiriRad, 2001) et alterent la physiologie des végétaux (Figure 4)

ainsi que les processus de régénération des ligneux dans les écosystémes forestiers.
1.2. Compétition pour I’azote entre les ligneux et les herbacées

Au stade adulte, le caractére pérenne des plantes ligneuses impose une gestion saisonniére de I’azote
variable au cours de la vie de la plante. Les espéces ligneuses forestiéres sont le plus souvent cultivées avec
un stock d’azote limitant et constant ce qui suppose des mécanismes permettant un recyclage efficace de
cet élément tout au long du cycle de développement : depuis la phase de remobilisation et d’absorption a
partir du débourrement jusqu’a la pleine feuillaison, puis le stockage de 1’azote foliaire vers organes puits
a l'automne. Par ailleurs, I’allélopathie négative pour 1’azote est tres fréquente entre les ligneux
(gymnospermes et angiospermes) eux-mémes. Malgré la stratégie de recyclage de ’azote et la résistance
aux conditions de sécheresse modérée, le chéne sessile est fortement concurrencé par les systémes
racinaires de 1’érable dans le cas ou le dép0t en azote augmente significativement, comme c’est le cas depuis
les dernieres années (BassiriRad et al., 2015). De méme, les racines fines du hétre colonisent les zones
riches en azote dans les horizons organiques de la forét de facon plus optimales que celles du chéne. Cette
compétition asymétrique interspécifique en faveur du hétre est également due & une biomasse racinaire
supérieure (Leuschner et al., 2001). Ces éléments mettent en évidence I’importance des caractéristiques
racinaires tant au niveau de I’architecture que des capacités d’absorption de 1’azote minéral du sol. Ceci est
d’autant plus important dans le cas de ’acquisition de I’azote minéral du sol quand plusieurs especes sont
en compétition pour 1’acces aux ressources. Au stade jeune plante, les travaux menés au PIAF ont mis en
¢vidence une modification rapide et précoce du fonctionnement du jeune chéne. L’ouverture du couvert
entraine une réduction significative de la photosynthese chez le chéne tandis que chez la poacée (molinie
bleue), une augmentation a été observée. Il s’avere que 1’azote du sol est plus largement capté par la molinie,
en raison d’un systéme racinaire plus prospectif. L’ouverture du couvert va accentuer 1’avantage de
compétition pour I’acquisition de cette ressource en raison d’une demande azotée plus importante par les
parties aériennes chez la molinie. Dans ce cas, I’azote est massivement alloué vers les PA pour assurer la
mise en place des feuilles afin d’optimiser la photosynthése et, in fine, la croissance et I’allocation de masse
séche vers les racines pour une prospection améliorée chez la poacée. 1l va alors y avoir une interaction

directe entre la nutrition azotée et carbonée (Agren et Ingestad, 1987)
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Figure 5 : Vitesse d’élution du 3N [log (cpm libéré).gt.min1] en fonction du temps d’élution chez des
racines intactes d’épinette blanche (Picea glauca [Moench] Voss.) placées dans une concentration de
100 uM de [NOs7] (A) ou de [NH4*] (B). Les racines ont été préalablement exposées a du 100 pM de de
13N-NO3™ ou de *®N-NH4* pendant une heure avant d’étre transférées dans une solution non marquée. Les
quantités de 3N mesurées dans la solution non marquée permettent de suivre I’élution du 13N a partir des

3 compartiments : la surface racinaire, 1’espace libre et le cytoplasme. (Kronzucker et al., 1995a et 1995b).
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Dans un milieu ou des especes a la morphologie et a la physiologie différentes cohabitent et ou
certains nutriments deviennent rapidement limitants, il est d’autant plus nécessaire de comprendre les
mécanismes d’absorption azotée afin de permettre la régénération d’especes rentables et écologiquement

intéressantes.

2. Meécanismes d’absorption de ’azote minéral chez les végétaux

Pour la plupart des especes végétales, la machinerie cellulaire (photosynthése, respiration,
orientation du flux de carbone...) et plus spécifiquement la synthése protéique dépendent en grande partie
du prélévement de ’azote minéral du sol. L’absorption de cet élément minéral est rendu possible par la
fourniture en azote par la rhizospheére, par I’activité des systémes de transport racinaire et par les symbioses
bactériennes et mycorhiziennes (Harley et Smith, 1983). En effet, les bactéries et les champignons vont
transformer 1’azote organique en ammonium (NH4"). Celui-ci va étre oxydé en nitrates (NO3") par des
bactéries chimiotrophes utilisant le CO2 comme source de carbone, ou par des bactéries hétérotrophes se
servant de la matiere organique comme source de carbone et d’azote (De Boer et Kowalchuk, 2001). Les
especes a feuilles caduques tendent a faciliter la nitrification (Son et Lee, 1997). Ce sont principalement
les racines fines (< 2 mm) trés abondantes dans la litiére, qui vont assurer ’activité d’absorption. Elles
forment un chevelu racinaire qui correspond a 90% de la longueur de I’arbre et a 10% de sa masse totale

(Leuschner et al., 2001).

2.1. Compartimentation du nitrate et de ’ammonium dans les racines

L’azote absorbé par la plante correspond aux particules azotées exogénes ayant traversees le
plasmalemme racinaire via des transporteurs spécifiques et se trouvant alors dans le cytoplasme des
cellules. Le mouvement de ces molécules chargées est influencé par des différences de potentiels
électriques de part et d’autres de la membrane. Le passage a I’intérieur de la cellule nécessite de transiter a
la fois en surface de la racine puis dans la paroi cellulaire. Cette compartimentation a été mise en évidence
par des mesures d’efflux (flux orienté de I’intérieur vers ’extérieur d’un compartiment) de nitrate et
d’ammonium en fonction du temps (Figure 5). Trois compartiments aux cinétiques distinctes ont donc été
identifiés, représentant I’adsorption de surface, I’espace libre de la paroi cellulaire et le cytoplasme. Seul
I’azote ayant pénétré le cytoplasme est considéré comme absorbé par la plante, le reste correspond a de

I’adsorption.
2.2. Systemes de transport impliqués dans I’influx de nitrate et de I’ammonium

L’entrée de I’azote dans la plante est un processus hautement régulé. Des approches physiologiques
ont permis de caractériser différents types de transport membranaire pour le nitrate et I’ammonium. Deux
grandes catégories de systéemes de transport subdivisés en différentes familles multigéniques forment un

réseau organisé entre tous les organes de la plante (Nacry et al, 2013).
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Figure 6 : Influx massique (umol.gt(MSr).h) de nitrate NO3z (A) et d’ammonium NH4* (B) en
fonction de la concentration (mM) de I’ion azoté chez I’épinette blanche (Picea glauca [Moench]
Voss.). Les données sont les moyennes +SE. La courbe a une allure biphasique représentative du
fonctionnement des systemes de transport HATS et LATS, séparés par le trait pointillé sur les graphiques.

(Kronzucker et al., 1995c et 1996).
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Elles ont été mises en évidence par des mesures d’influx unidirectionnel a travers la membrane plasmique
et par leur affinité spécifique avec leur substrat respectif. L’influx correspond a la vitesse d’absorption de
I’ion par les racines en fonction de sa concentration dans le milieu extérieur. Généralement rapporté a la
masse séche des racines, il peut aussi 1’étre a la longueur spécifique racinaire (SRL en cm.g?), révélatrice
de la vitesse de prolifération du systéeme racinaire (Eissenstat, 1991). Les caractérisations cinétiques ont
permis d’établir que 1’influx suivait une allure biphasique (Figure 6) formée par les deux systémes. D une
part un systeme de transport a forte affinité (HATS) et faible capacité (Wang et al., 1994), présentant une
cinétique de type Michaelis-Menten, saturable a partir de concentrations en ions azotés atteignant 200 a
500 uM selon les espéces (Doddema et Telkamp, 1979) et pouvant étre caractérisée par deux parametres,
la constante apparente d’affinité (Km) et ’influx maximal (Im). Le caractére constitutif (CHATS) est
majoritaire mais il est également inductible (IHATS) par son substrat aprés une phase de latence de
quelques dizaines de minutes a quelques heures (Mack et Tischner, 1994). Ce systéeme a forte affinité
D’autre part, un systéme de transport a faible affinité (LATS) et forte capacité. Il forme la composante
linaire du transport des ions azotés. Il ne fonctionne que lorsque son substrat est présent dans le milieu a
une concentration relativement élevée et contrairement au HATS, il n’est pas saturable. Longtemps
considéré comme étant exprimé de fagon constitutive (CLATS) (Siddiqi et al., 1990 ; Glass et Siddiqi,
1995), des études moléculaires plus récentes ont confirmées I’existence d’un systéeme LATS inductible
(ILATS) (Faure-Rabasse et al., 2002). Le contrdle des transporteurs responsable de cet influx est sous
dépendance d’acteurs moléculaires d’origine diverses (phytohormones, ions azotés endogeénes, acides
aminés, acides organiques, sucres) et de facteurs environnementaux (température). L’absorption et
I’assimilation de 1’azote varient au cours de la journée mais également au cours de la vie de la plante,
notamment lors de la transition entre la phase végétative et la phase reproductrice ou au moment de la
frondaison.

Les racines sont donc I’organe moteur de I’absorption de I’azote chez les plantes. Par des régulations
du systéeme architectural et de I’activité des transporteurs, elles ont la capacité de répondre a la disponibilité
en nutriments exogenes et permettent le maintien de 1’homéostasie de ces ¢léments nutritifs au niveau

endogéne (Aibara et Miwa, 2014).
D. Problématique du stage

L’intensification du prélevement forestier dans les chénaies va aboutir a une modification du microclimat
y régnant (températures, rayonnement, humidité). Des résultats préliminaires obtenus au laboratoire
montrent une réponse rapide du fonctionnement de jeunes plants de chéne sessile, photosynthése
notamment, lors de sa mise en compétition avec des espéces herbacées telles que la molinie bleue. En effet,
cette espece a été décrite comme 1’'un des végétaux les plus nuisibles a la croissance des jeunes chéne a

cause de sa compétitivité pour 1’eau, la lumiére et les nutriments (Davies, 1987 ; Frochot et al., 1986).
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Son fort potentiel allélopathique (Becker, 1984 a et b ; Becker et Levy, 1983) est également a 1’origine
d’une altération du systéme mycorhizyien chez le chéne adulte (Timbal et al., 1990). Cette capacité a capter
intensément les ressources du milieu est due a son systéme racinaire plus développé et plus véloce pour
explorer le sol. Cependant, dans les horizons du sol prospectés par les racines des deux espéces, 1’avantage
de captation de I’azote minéral du sol au profit de la molinie pourrait aussi s’expliquer par une activité
potentielle des systémes du transport azotés plus élevée que celle dans les racines de plants de chéne en
phase de régénération. Cette hypothese est renforcée par le fait que le chéne ait une plus faible capacité
d’absorption que les autres ligneux des écosystémes forestiers (Lajtha, 1994). Au regard de la bibliographie,
leur potentiel de croissance en sera limité et leur survie sur le long terme pourra en étre affectée. Ainsi,
I’objectif de cette étude est de tester cette hypothése en s’intéressant a (i) I’architecture racinaire
(croissance) du chéne sessile (Quercus petraea (Matt.) Liebl.) et de la molinie bleue (Molinia caerulea (L.)
Moench) et (ii) a la cinétique d’absorption de ces derniers par des mesures d’influx via I’utilisation de °N

a différentes concentrations de NOs  ou de NH4*.
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1. Expérimentations en serre

L’objectif de cette expérimentation est de caractériser la croissance et la morphologie des systémes
racinaires du chéne et de la molinie, et ce pour deux niveaux de disponibilité en azote minérale du sol. Dans
le cadre de la thése d’Antoine Vernay, (sujet de thése : « Réle des interactions azote eau du sol dans les
rapports de compétition entre plantes »), des plants de chéne et de molinie, cultivés dans un méme pot
depuis novembre 2014 (Annexe 1), ont été soumis dés le mois de mars 2015 a la variation de trois facteurs :
la lumiére (L+/L-), ’eau (W+/W-) et I’azote minéral (N+/N-). Pour mon étude, nous n’avons retenu que
les traitements pour lesquels la lumicre et I’eau n’étaient pas limitants (L+/W+). En revanche, le facteur N
(N+ et N-) a été pris en compte. Au total, 10 pots ont été utilisés : 5 pots (L+/W+/N+) et 5 pots (L+/W+/N-
). Des mesures ont permis d’établir que la teneur initiale en nitrate NOs™ était de 129,6 kg/ha et celle en
ammonium NH; de 5,3 kg/ha. Le 25 mars, le 16 avril et le 27 mai 2015, 0,5L de solution contenant du
nitrate et de ’ammonium a une concentration de 20 mM a été déversée dans cing pots, soit la moitié. Ceci

représente un apport total de 90 kg d’azote par hectare et par pot.



Tableau 1 : Composition nutritive de la solution hydroponique des chénes et des molinies.

Elément Molarité solution finale (mM)
Macroéléments
K* 4
Mg?* 0,55
Ca? 0,73
NH4* 0,1
Na*
cr 0,09
POs 2
SO4 1,38
NOs 1
Microéléments
Zn* 3,06 x 107
Mn?* 3,61x 10°
B 9,06 x 10’3
Cu®* 1,23 x 103
Mo** 0,51x 107
Fe2+ 0,0002%

Tableau 2 : Quantité de solution hydroponique non marquée dans laquelle ont été acclimatés les
différents lots de 6 plantes et nombre de plantes par bécher de 1L lors des manipulations de
marquage au °®KNOs" et au °(NH1)2S04*, chez le chéne (2 premiéres lignes) et chez la molinie (2
derniéres lignes). Les expériences de marquage sur le chéne qui ont été répétées une seconde fois pour
certaines concentrations sont indiquées par les astérisques (* : répétitions uniqguement pour un marquage au
KNO3, ** : répétitions pour un marquage au *KNOs™ et au *(NH4)2.S04%)). Pour la concentration 500

UM chez le chéne (italique), les marquages ont eu lieu lors de cette deuxieme série.

5 10 25 75 100 250 500 750 1000 3500 7500

N
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Quantité de sol.
d’acclimatation (L)
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2. Expérimentations en chambre de culture

2.1. Chénes sessiles (Quercus petraea (Matt.) Liebl.)

Plusieurs lots de glands de chéne sessiles en provenance de la sécherie de La Joux (ONF) ont été
mis a germer en serre courant mars. Aprés 7 a 10 semaines (en raison de 1’hétérogénéité de la germination
des glands), les jeunes plants de chéne ont été transferés sur une solution nutritive (Tableau 1) en conditions
hydroponiques. Un lot de jeunes chénes de 17 semaines a été utilisé ultérieurement pour répéter des mesures
d’influx. Ces plantes ont été utilisées au regard des mesures de croissance équivalentes a celles observées
chez les lots de 7 a 10 semaines. L’acclimatation en chambre de culture a duré deux semaines.
Parallelement, 50 chénes ont été acclimatés pendant 48 heures a ces mémes concentrations mais sans
marquage, pour des analyses morphologiques racinaires sur les effets de la concentration en nitrate et en

ammonium.
2.2. Molinies bleues (Molinia caerulea (L.) Moench)

Les plants de molinies ont été prélevés dans le domaine forestier de Paray-le-Fresil (Annexe 3) et
ramenés au laboratoire le 12 juin. Les feuilles ont été coupées a une hauteur de 15 cm a partir des racines
puis transférées en pot avec de la vermiculite, dans la serre. 160 ont été transférées en chambre dans une
cuve rectangulaire (140L) de solution hydroponique identique a celle du chéne (Annexe 2). Les

expérimentations ont débutées le 6 juillet.

3. Mesure d’influx de NO3” et NHs*

Un lot de 10 béchers de 1 a 5 litres (Tableau 2) a été placé dans la chambre de culture (Annexe 2).
48 heures avant la mesure de I’influx, 6 plantes ont été¢ placées dans des solutions nutritives dont la
concentration en NO3™ ou NH4" correspond a celle utilisées pour ces mesures d’influx. (chéne : 1, 2, 5, 10,
25, 75, 100, 250, 1000 et 3500 uM ; molinie : 10, 25, 75, 100, 250, 500, 750, 1000, 3500 et 7500 uM). Le
but de ces démarches est d’acclimater les plantes et d’éviter d’induire des biais causés par des perturbations
(changement brutal de concentration, azote limitant) lors des mesures d’influx. La solution a été renouvelée
une fois. Apres ces 48h d’acclimatation, les végétaux sont transférés dans des béchers de 1L au nombre de
2, 3 ou 6 par béchers (Tableau 2), selon la concentration testée. Ces béchers contiennent les mémes
concentrations de nitrate ou d’ammonium auxquelles les plantes ont été acclimatés, mais sous forme
marquée (**N). Aprés 5 minutes de marquage, les plantes ont été transférées 5 secondes dans une solution
de rincage (1L) identique a la solution hydroponique afin d’éliminer le °N adsorbé en surface. Pour finir,
les racines ont été immergées pendant 5 minutes dans la solution de ringage (2L) pour enlever le °N dans
I’apoplasme. La durée de ces étapes est basée sur les demi-vies d'échange de NOs™ et NH4* de la surface de
la racine, I'espace libre, et le cytoplasme déterminé par analyse d'efflux (Kronzucker et al., 1995a et b).
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4. Reécoltes des plants en pot et des plants en chambre de culture

4.1. Récolte des chénes et molinies placés en pots

Le 1°" juillet, les racines des 10 chénes et 10 molinies ont été tamisées avec un tamis de diamétre 2
mm, afin d’éviter les pertes de matériel végeétal, puis lavées I’cau. Les racines ont été séparées des parties

aeriennes et placée a -70°C.
4.2. Récolte des chénes et des molinies placés en chambre de culture

Suite au ringage, les racines, les parties aériennes et le gland dans le cas du chéne ont été séparés
puis pesés afin de déterminer la masse fraiche. Ils ont ensuite été placés dans du papier d’aluminium et mis
aI’étuve 4 jours a 60°C. Pour les molinies, 48 heures suffisent. Aprés les avoir pesés pour définir la masse
seche, les PA, racines et glands (pour le chéne) ont été poolés plante par plante. Durant les expérimentations,
15 chénes et 11 molinies restées dans la cuve de solutions hydroponiques ont été récoltés et seules les

racines ont été conservées a -70°C pour les analyses de morphologie racinaire.

5. Broyage et dosage *N/°N

Chaque chéne marqué provenant de la chambre de culture a ensuite été broyé a 1’aide d’un broyeur
muni d’une plaque 0,75 mm et la poudre obtenue a été transférée dans des tubes en plastique de 10 mL. Les
molinies ont été prédécoupées manuellement. L’utilisation d’un broyeur a bille a permis d’obtenir une
poudre plus fine afin d’en prélever 3 a 3,5 mg et de la transférer dans des microcapsules en étain. Les
¢échantillons, disposés dans des microplaques 96 puits, ont été envoyés a I’'INRA de Nancy Champenoux

pour une analyse de la quantité de °N au spectrométre de masse a ratio isotopique (Annexe 4).

6. Analyse morphologigue des systemes racinaires

Les racines récoltées dans les deux expérimentations (serre et chambre de culture) ont été scannées
(scanner Epson). La totalité de ces racines a ensuite été placée a 1’étude (60°C) pendant une semaine, puis
pesées pour déterminer la masse séche. Les scans ont été traités par un logiciel d’analyse d’image nommé
WInRHIZO spécialement concu pour des mesures racinaires (morphologie, topologie, architecture,
analyses couleur). Seules les données de diamétre, surface et longueurs racinaires ont été retenues. Les
masses séches et la longueur racinaire ont permis de calculer la longueur racinaire spécifique (SRL encm.g’

1. Le schéma récapitulatif des manipulations est présenté en figure 7.
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7. Calculs et analyses statistiques

7.1. Calcul de la quantité d’azote total et de 1°N dans la plante

La quantité d’azote total (Nwt, mg) dans un échantillon est déterminée par le calcul suivant :

%N total x MS

N =
tot 100

x 1000, avec % N total : teneur en azote (% MS) ; MS : masse séche (g). La quantité
— (Algchantition= Alnat)x Neot

d’azote marqué (*°N) est donnée par le rapport suivant : *°N ™

, avec Algchantillon

(%) : abondance isotopique en 15N de I’échantillon marqué ; Alnat (%) : abondance isotopique de

I’échantillon non marqué. L’abondance isotopique correspond a la proportion d’azote 15 de la quantité

15
d’azote total présent dans I’échantillon, soit : AI = Ty sy X 100.

7.2. Calcul de P’influx de N et cinétique de Michaelis-Menten

A partir de I’excés isotopique et de la teneur en azote total d’un échantillon, il est possible de calculer

Ntotx E

la vitesse d’influx (umol.g(MS,)%.h1) du nitrate avec la formule suivante : 100100 5 1()Q x 10° avec
dxMSrx15x EI

MS : masse seche de I’échantillon en g ; Nt : teneur en azote total de I’échantillon en % ; E : ’exces
isotopique de I’échantillon en % ; El : I’excés isotopique de la solution nutritive marquée au *°N, ici El =
0,3678 ; d : durée de I’incubation exprimée en heure ; MSr : masse séche des racines en g.

L’équation cinétique de Michaelis-Menten permet de décrire I’influx d’ion en fonction de la

I max

concentration de nitrate ou d’ammonium au niveau racinaire : I,, = - Avec In (influx massique : pmol.g°

m

Lhl; influx surfacique : umol.g.cm.h’!) I’influx ionique ; Imax est I’influx maximal ; Km (UM) est la

constante de Michaelis-Menten et elle représente la concentration a laquelle I’influx est égal a 0,5Im.
7.3. Analyses statistiques

Dans les différentes expériences, chaque plante est considérée comme une unité expérimentale. Pour
les expérimentations en pots, les mesures de diameétre, surface, masse seche, longueur et SRL ont été
comparées intraspéficiquement puis interspécifiquement pour chaque traitement, par un test de Student
indépendant (a = 5%), avec le logiciel R (package Rcmdr). Pour les expériences en chambre de culture, les
comparaisons statistiques de masse et de teneur en eau des différentes parties de la plante ont été réalisées
par un ANOVA 1 (facteur : masse ou teneur en eau, modalité : concentration, a = 5%). Les classes
statistiques sont établies par ce programme et permettent de mettre en évidence des différences
significatives, ainsi que leur degré de variation a 1’échelle de toutes les concentrations (n = 11 pour le chéne,
n = 10 pour la molinie). Pour les mesures de longueur racinaire et de SRL chez le chéne, les mémes

comparaisons statistiques ont eté appliquées, pour un nombre de répétions égal a 5.



Tableau 3 : Diameétre, surface, masse, longueur et longueur racinaire spécifique d’un lot de dix chénes

et dix molinies cultivés en pot ayant recu (+N) ou non un apport d’azote de 90 kg.ha™* (un pot contient

un chéne et trois molinies, dont une seule a été utilisée pour les mesures). Un test de Student indépendant

(o0 = 5%) a été réalisé pour chaque mesure. Les valeurs sont les moyennes des 5 répétitions (+ SE). La

probabilité que la différence entre les deux traitements (N+/N-) ou les deux espéces soit significative est

représentée par la valeur p.

Mesures  Traitement Chéne p chéne Molinie p molinie pN
racinaires azoté N+/N- N+/N- chéne/molinie
T N+ 3+0,19 0,38 + 0,01 < 0,05
Diametre <005 >005
(mm) N- 1,72 + 0,04 0,42 + 0,01 < 0,05
N+ 37 £ 0,98 44 + 0,38 < 0,05
Surfazce <0,05 >0,05
(cm?) N- 46 + 0,48 43+0,17 <0,05
N+ 9,30+ 0,32 91,20 + 8,42 < 0,05
Masse >005 >005
seche (g) N- 10,35 + 0,79 49,71 + 4,44 < 0,05
N+ 79+ 7,45 63820 + 5301 < 0,05
Longueur <005 >005
(m) N- 129 + 3,31 31357 + 2678 < 0,05
SRL N+ 821 + 51 71688 + 3653 <0,05
) < 0,05 > 0,05
(cm.g™) N- 1310 + 73 65317 + 2972 <0,05




Résultats et discussion

Résultats et discussion

1. Expérimentation en serre : caractérisation des systemes racinaires de chéne et de molinie

placés en compétition avec ou sans apport d’azote

Dans le traitement N+, la croissance racinaire de la molinie est nettement supérieure a celle du chéne
en termes de matiére séche produite (x 9,1 supérieure), et, dans une moindre mesure, en termes de longueur
racinaire (x 1,85 supérieure). Il en résulte une valeur de SRL supérieure chez la poacée (Tableau 3). Ces
résultats rendent compte d’une meilleure allocation du carbone vers les parties racinaires. De plus, une
valeur supérieure de SRL traduit une meilleure utilisation du carbone pour accroitre la capacité de
prospection racinaire. Bien que statistiquement supérieures chez la molinie, les valeurs de surfaces
racinaires mesurées sont proches : 37 = 0,98 cm? pour le chéne et 44 + 0,38 cm? pour la molinie, malgré
des longueurs différentes. Cela s’explique par des valeurs de diamétre nettement supérieures chez le
chéne (3 + 0,19 mm) par rapport & la molinie (0,38 £ 0,01 mm). Chez cette derniere, la faible valeur de
diamétre racinaire permet une pénétration dans les espaces du sol les plus étroits facilitant ainsi la
prospection du milieu. Ceci confére également une capacité de captation de I’eau et des nutriments
supérieure a celle du chéne. De plus, le systeme radiculaire des graminées, par sa croissance rapide et son
abondance va avoir tendance a former une enveloppe qui serait susceptible d’étouffer celui des jeunes
ligneux. Le developpement du chéne est donc fortement concurrencé par celui de la molinie au niveau

morphologique et physiologique.

Dans le traitement N-, qui correspond a un niveau d’influx plus limité en azote du sol quand les
deux especes sont cultivees simultanément, la comparaison interspécifique de la croissance racinaire
montre des valeurs toujours supérieures chez la molinie. Ces observations sont constatées aussi bien pour
la biomasse seche (10,35 + 0,79 g chez le chéne et 49,71 + 4,44 g chez la molinie) que pour la longueur
racinaire (129 + 3,31 m chez le chéne et 63820 + 5301 m chez la molinie). En revanche, 1’analyse
intraspécifique des résultats met en évidence une réponse contrastée a la disponibilité en azote : la longueur
et la surface sont significativement augmentées dans le traitement N- chez le chéne (+ 63% pour la longueur
et +24% pour la surface racinaire). Chez la molinie les mesures racinaires entre les différents traitements
sont statistiquement identiques. Ainsi, dans la gamme de 1’offre en azote testée dans cette expérimentation
a I’échelle du systéme racinaire, il est constaté qu’une réduction de cette offre entraine une amélioration de
la prospection racinaire chez le chéne (SRL de 821 + 51 cm.g™ et de 1310 + 73 cm.g 2, pour les traitements
N+ et N-, respectivement), résultant d’une utilisation du carbone plus optimale. Néanmoins, les valeurs de
SRL restent nettement inférieures a celle de la molinie. En termes de capacité pour 1’acces aux ressources
du sol, ces dernieres sont améliorées, aboutissant a une surface racinaire Iégerement supérieure chez le
chéne (Tableau 3).
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Tableau 4 : Masse séche (MS) des parties aériennes (PA), des racines (R), du rapport parties

aériennes sur racines (PA/R) et de la plante entiere (PE), et teneur en eau (TE = %) des parties

aériennes, des racines et de la plante entiére, en fonction de la concentration en nitrate ou en

ammonium, chez le chéne (n=6). SRL et longueur racinaire (Long. R) (n=5).

[KNOs1] 1 2 5 10 25 75 100 250 500 1000 3500
NOs/NH4* 0,006 0,01 0,03 0,06 0,14 0,42 0,56 1,39 2,78 5,56 19,4

PA 0,55ab 06ab 0,67b 046ab 0,48ab 0,60b 0,39ab 0,33a 0,40ab 0,37ab 0,42ab

C R 0,55a 0,6a 0,57a 042a 050a 060a 045a 04la 06la 040a 0,37a
‘é’ PA/R 1,13a 1,1la 1,19a 1,26a 098a 1,1l1a 09a 093a 0,71a 142a 14la
PE 2,62ab 3,46bc 353b 2,33ab 2,2lac 2,69ab 2,17ac 2,02a 2,16ab 2,37ab 2,37ab
PA 0,69a 066a 062a 064a 068a 064a 066a 0672 0,62a 0,69a 0,67a
E R 0,83b 0,82ab 0,83b 0,78ab 0,78ab 0,77ab 0,78ab 0,78ab 0,72a 0,84b 0,82ab
PE 0,74a 0,70a 0,70a 0,69a 0,70a 069a 0,70a 0,71a 0,68a 0,71a 0,69
SRL 6779, 4977, 6176, 3604, 6825, 5545,
(cm.gh 43a 12a 71a 67a 90a 00a
Long. R 2180, 2594, 3284, 1971, 1901, 2496,
(cm) 36a 41a 71a 53a 68a 58a
[(NH4)2S04*] 1 2 5 10 25 75 100 250 500 1000 3500
NOs/NH4* 500 250 100 50 20 6,667 5 2 1 0,5 0,143
. PA 0,48a 0,61a 0,55a 0,56a 054a 0,42a 0,64a 0,62a 0,52a 0,79a  0,60a
= R 0,54a 0,60a 0,66a 0,68a 0,57a  0,52a 0,62a 047a 0,57a 0,77a  0,43a
‘é’ PA/R 0,90a 1,02a 0,89a 0,97a 1,10a 1,10a 1,11a 1,54a 1,12a 102a 1,86a
PE 2,64a 2,75a 2,63a 2,89a 2,64a 2,47a 2,73a 2,60a 2,25a 3,44a 2,47a
PA 0,65a 064a O066a 066a 064a 063a 063a 0,63a 060a 064a 0,63a
,"'_J R 0,80ab 0,78ab 0,80ab 0,78ab 0,79ab 0,72ab 0,71ab 0,79ab 0,72a 0,82b  0,77ab

PE 0,72a 0,71a 0,76a 0,71la 0,7la 068a 068a 070a 065a 0,73a 0,67a

SRL 4724, 5171, 6474, 6041,
(cm.g?) 29a 65a 65a 98a
Long. R 1836, 2239, 1407, 1844,

(cm) 40a 44a 56a 55a




Résultats et discussion

Enfin, ’exploration du sol est aussi optimisée chez le chéne en raison d’une réduction significative du
diametre racinaire d’un facteur 1,74. Lorsque ’azote devient limitant, il semblerait qu’il y ait une
modification de I’allocation du carbone a I’échelle de la racine. La croissance en épaisseur diminue au profit
de la croissance en longueur, favorisant le nombre de racines fines. L’augmentation de la surface racinaire
accroit également le potentiel d’absorption. La masse étant quasiment inchangé, la SRL va étre plus
importante. Le chéne en situation de carence azotée va accentuer le phénomene de prolifération racinaire
afin de prospecter une quantité¢ de sol plus importante. Chez la molinie en revanche, il n’y a pas de
différence significative au niveau de la morphologie racinaire entre un traitement azoté et un traitement

sans apport d’azote.

En conclusion, cette expérience de culture interspécifique révéle que la molinie est plus tolérante
aux conditions azotées limitantes. A contrario, le chéne, fortement concurrencé, modifie sa croissance
racinaire de sorte a augmenter sa capacité de prospection du sol, les racines sont plus longues, plus fines,
et la SRL plus importante corrobore avec une prolifération racinaire supérieure en situation de carence

en azote.

2. Expérimentation en chambre de culture : cinétique d’absorption racinaire du nitrate et de

I’ammonium

L’objectif de ces expérimentations est de mesurer la réponse de I’influx de NO3™ et de NH4" a des
concentrations croissantes de ces deux ions dans la solution nutritive. A 1’ceil nu (Annexe 5), il est d’ores-
et-déja possible d’observer que les systémes racinaires de molinie sont plus petits, mais révelent aussi une

croissance journaliére supérieure.
2.1. Caractérisation du matériel végétal utilisé : biomasse seche et teneur en eau

Pour les jeunes plants de chénes utilisés, 1’acclimatation a différentes concentrations de NOs
pendant 48h n’a eu aucun effet sur les biomasses séches des racines, ni sur le ratio PA/R et ni sur les teneurs
en eau des PA et de la PE (Tableau 4). Des variations de la biomasse séche des PA (min : 0,33 g et max :
0,67 g), des PE (min : 2,02 g et max : 3,53 g) ainsi que de la TE des racines (min : 0,72 et max : 0,84) ont
pu étre observées. Dans le cas des MS des PA, cette hétérogénéité pourrait résulter (i) de la différence de
croissance initiale constatée apres la germination dans la serre et/ou (ii) de la taille des réserves initialement
présentes dans le gland et sur lesquelles la jeune plante va s’appuyer pour mettre en place ses PA. Cette
hétérogénéité n’est par ailleurs pas observée chez les plantes utilisées pour mesurer les influx de NH4". Ces
derniéres ayant bénéficiées d’une durée d’acclimatation plus longue (elles ont été prélevées une semaine
aprés) pourrait s’étre homogénéisées. Concernant les TE des racines, un effet « manipulation » lors des
premieres expérimentations pourrait expliquer cette variation, d’autant plus qu’a 1’échelle de la plante

entiere, cette teneur en eau ne varie pas, ce qui suppose que s’il y a une variation, elle reste globalement
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Tableau 5 : Masse seche (MS) des parties aériennes (PA), des racines (R), du rapport parties

aériennes par racines (PA/R) et de la plante entiére (PE), et teneur en eau (TE = %) des parties

aériennes, des racines et de la plante entiere, en fonction de la concentration en nitrate
([KNOs7) ou en ammonium ([(NH4)2S04*]), chez la molinie.

[KNOs1] 10 25 75 100 250 500 750 1000 3500 7500
NOs/NH4* 0,056 0,139 0,417 0,556 1,389 2,778 4,167 5,556 19,44 41,67

PA 0,14ab 0,15b 0,12ab  0,11ab 0,10ab  0,09ab  0,11ab  0,10ab 0,08a 0,10ab

C R 0,10a 0,13a 0,09a 0,09a 0,09a 0,11a 0,09a 0,09a 0,09a 0,09a
‘é’ PA/R 1,63a 1,17a 1,44a 1,20a 1,26a 1,02a 1,38a 1,20a 1,38a 1,45a
PE 0,23ab 0,28b 0,22ab  0,20ab 0,19ab  0,20ab  0,20ab  0,19ab  0,17ab 0,17a

PA 0,70a 0,71a 0,73a 0,69a 0,74a 0,73a 0,69a 0,74a 0,67a 0,69a

,"'_J R 0,81a 0,78a 0,82a 0,79a 0,81a 0,82a 0,79a 0,81a 0,78a 0,80a
PE 0,76a 0,75a 0,78a 0,75a 0,78a 0,73a 0,75a 0,74a 0,75a 0,73a
[(NH4)2S04*] 10 25 75 100 250 500 750 1000 3500 7500
NOs/NH4* 50 20 6,667 5 2 1 0,667 0,5 0,143 0,067
. PA 0,13a 0,12a 0,11a 0,10a 0,11a 0,13a 0,10a 0,11a 0,10a 0,13a
= R 0,12a 0,15a 0,12a 0,12a 0,08a 0,12a 0,07a 0,11a 0,13a 0,12a
‘é’ PA/R 1,18a 0,93a 0,99a 0,94a 1,71a 1,28a 1,78a 1,29a 0,93a 1,43a
PE 0,25a 0,27a 0,23a 0,22a 0,19a 0,24a 0,17a 0,22a 0,22a 0,25a

PA 0,71a 0,70a 0,70a 0,70a 0,72a 0,68a 0,70a 0,67a 0,65a 0,70a

,"'_J R 0,80a 0,76a 0,80a 0,80a 0,81a 0,80a 0,79a 0,73a 0,78a 0,81a

PE 0,76a 0,74a 0,76a 0,76a 0,76a 0,75a 0,74a 0,70a 0,73a 0,76a




Résultats et discussion

négligeable. De méme, pour deux manipulations (nitrate et ammonium), la longueur et la SRL n’ont pas
variées avec la concentration pendant I’expérience. Plusieurs hypotheses peuvent étre émises ; les chénes
n’ont peut-étre pas percu la modification de teneur en azote (durée insuffisante dans les expériences, il est
possible qu’ils aient utilisés leurs réserves et il se peut également que la croissance racinaire différent entre
une solution hydroponique et un sol compacte. De plus, dans les pots, les chénes étaient en concurrence
avec la molinie, ceci peut contribuer a accélérer le processus de prolifération racinaire. A 1’¢chelle de la
plante entiére, cette teneur en eau ne varie pas, ce qui suppose que s’il y a une variation, elle reste

globalement négligeable.

Pour la molinie (Tableau 5), seules des différences de masse seche des parties aériennes et de la
plante entiére sont observées dans le cas ou la concentration en nitrate varie. La non plus, il n’y a pas de
lien qui peuvent étre établi entre la teneur en nitrate et la masse seche des plantes. Les autres mesures de
masse et la totalité des teneurs en eau sont constantes quand la concentration augmente. Pour ’ammonium,

cette uniformité des classes statistiques est observée pour toutes les analyses.

En conclusion, une concentration donnée de nitrate ou d’ammonium durant 48 heures n’impacte
ni la biomasse ni la teneur en eau de la plante. Dans certains cas, les variations constatées sont
hétérogénes, les classes statistiques ne montrent pas de liens particuliers avec une augmentation de la
concentration. Il semblerait que ce soit des différences qui étaient présentent au départ et qui ont persisté
durant les expériences. Cette hypothese est partiellement confirmée par les résultats obtenus avec les
expériences sur I’ammonium, chez le chéne et chez la molinie. Les plantes utilisées avaient passé plus de
temps en solution hydroponique. Il est possible que cette acclimatation au systéme de culture en chambre

climatique ait contribué a homogénéise le matériel végétal.

2.2. Cinétiques de I’absorption racinaires du nitrate et de ’ammonium
2.2.1. Courbes de réponse de I’influx de NOs

Pour le chéne et 1a molinie, I’absorption du nitrate suit une cinétique inattendue et différente selon
I’espéce (Figure 8 : A et B, au dos). Pour des concentrations inférieures a 100 uM, les valeurs d’influx
mesurées sont nulles (les valeurs négatives observées s’expliquent par la valeur de I’abondance isotopique
naturelle choisie). A partir de 100 uM, I’influx de nitrate augmente chez le chéne pour atteindre la valeur
de 4 umol.h.g(MSr) tandis que I’influx mesuré chez la molinie reste nul. A partir des données disponibles
pour le chéne, une équation de cinétique de type Michaelis-Menten a été ajustée afin de définir une cinétique
théorique dont les valeurs de Imax et de Km sont rapportés dans le tableau 6. La comparaison entre la
cinétique modélisée et celle mesurée met en évidence une réduction de 1’influx de NO3s™ chez le chéne pour

de faibles concentrations de 1’ion dans la solution nutritive.
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Figure 8 : Influx massique et de K’NOz™ (A et B) et de >(NH4)2SO4* (C et D) dans les racines de chéne

et de molinie. Les concentrations analysées sont comprises entre 1 et 500 (Systeme 1 : A et C) puis entre

500 et 7500 (Systéme 2 : B et D). Les courbes des systémes 1 sont définies d’aprés 1’équation cinétique de

Michaelis-Menten. Les courbes des systémes sont linéaires. Les traits pleins représente la cinétique du

chéne et les traits pointillés celle de la molinie (n=5). Les points représente la moyenne + 1’écart-type.

Tableau 6 : Imax et Km définie selon I’équation de Michaelis-Menten pour le systeme HATS

(concentration <500 uM) et coefficient a et b des droites représentant les cinétiques du systéme LATS

(concentration > 500 uM). R2 est le coefficient de régression (plus R2 est proche de 1, plus la probabilité

que l'équation fournie reflete correctement la relation entre les données est bonne). Dans les

expérimentations « nitrate » avec la molinie, les résultats n’ont pas permis d’obtenir une courbe type MM.

Nitrate Ammonium
Chéne Molinie Chéne Molinie
Imax 5 - 5 4
Km 30 - 150 75
R2 0.79 - 0.95 0.97
a 0,029 0,0017 0,0018 0,0038
b -10,037 -0,7301 1,0372 1,0562
R? 0,98 0,99 0,67 0,99
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Plusieurs hypothéses peuvent étre émises pour expliquer cette réduction : (1) au cours de I’expérimentation,
la concentration en ammonium est restée inchangée. Par conséquence le ratio [NOs]/[NH4"] a été d’autant
plus faible pour les gammes de concentrations comprises entre 0 et 100 pM. L’ammonium a pu exercer une
action d’inhibition sur I’activit¢ des systémes de transport (au niveau des activités intrinseque). Ce
processus a été clairement démontré chez plusieurs espéces (Pseudotsuga menziesii, Kamminga-Van Wijk
et Prins, 1993 ; Hordeum vulgare, Kronzucker et al., 1999 ; Pinus sylvestris, Gruffman et al., 2013). (2) La
seconde hypothese est qu’au-dela de 100 uM, I’influx maximal atteint correspond a ceux déja mesurés par
d’autres méthodes et dans d’autres situations (Mata et al., 1999), ce qui renforce I’hypothése d’une

inhibition par I’ammonium. Enfin, il ne faut pas exclure une erreur de manipulation.

En conclusion, dans la mesure ou les deux especes ont été maintenues dans des conditions
¢quivalentes (lumiére, température, concentration), il ressort aussi que la capacité d’absorption du nitrate
chez le chéne serait supérieure a celle de la molinie (Tableau 6) (coefficient de 0,029 et de 0,0017, pour
le chéne et la molinie, respectivement). Cette tendance est confirmée par les valeurs d’influx mesurées a
de fortes concentrations de NOs™ : I’influx suit une augmentation linéaire mais celle-ci est deux fois

supérieure chez le chéne.

2.2.2. Courbes de réponse de ’influx de NH4*

Une démarche équivalente a celle exposée pour le NO3z™ a été réalisée. Dans le cas du NH4™, les
cinétiques d’absorption racinaire chez le chéne et la molinie sont différentes (Figure 8 : C et D). En effet,
la courbe de réponse de I’influx de NH4" suit une cinétique de Michaelis-Menten chez la molinie pour
atteindre une valeur maximale de 4 umoles.h™.g™(MSr). En ce qui concerne le chéne, les valeurs d’influx
d’ammonium sont nulles jusqu’a 100 uM avant d’augmenter et d’atteindre une valeur équivalente a celle
de la molinie (4 et 3,8 pour le chéne et la molinie, respectivement). L ajustement d’une équation cinétique
de type Michaelis-Menten aux valeurs expérimentales d’influx de NH4" met en exergue deux points. Tout
d’abord, les cinétiques sont proches, ce qui suggere des capacités équivalentes d’absorption de I’ammonium
chez ces deux especes dans ces conditions expérimentales. Ensuite, la comparaison entre la courbe de
réponse mesurée et la cinétique modélisée met en évidence une réduction de I’influx pour de faibles valeurs
de [NH4*]. Encore, le ratio [NO3]/[NHs"] au profit du nitrate pourrait expliquer une absorption
préférentielle du nitrate et une inhibition par les produits d’assimilation liée a cette absorption de NO3™ de
I’activité des systémes de transports du NH4*. Par ailleurs, une carence en azote augmente fortement le

prélevement de NH4" alors qu’une fourniture d’azote induit une diminution de ce prélévement.
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Conclusion et perspectives

En conclusion, la vitesse d’absorption n’est généralement pas corrélée avec la teneur de 1’ion
dans les tissus. Ceci n’est pas en faveur d’un contréle de I’entrée de NH4" par I’ammonium intracellulaire
mais suggére plutot I’implication d’un produit de son assimilation, acide aminé par exemple (Wang et
al., 1993). Cette observation est corroborée par le fait qu’une augmentation de NH4" entrainerait une
augmentation de I’influx cet ion quand le ratio est tel que [NH4"]/[NO3] > 0,2. Pour de fortes
concentrations en NH4"*, I’absorption suit une relation linéaire et elle est supérieure chez la molinie
(Tableau 6) (coefficient de 0,0038 L. h't. g1(MSr) et 0,0018 L. ht. g™}(MSr), pour la molinie et le chéne,
respectivement). De maniére générale, les graminées ont une trés forte préférence pour I’ammonium

(Grassein et al., 2015), méme lorsqu’il est présent en beaucoup plus faible quantité que le nitrate.

Conclusion et perspectives

L’objectif de cette étude était d’identifier les caractéres fonctionnels et/ou structuraux pouvant
rendre compte d’une meilleure acquisition de I’azote minéral du sol par la molinie en compétition avec le

chéne.

D’un point de vue structural, les résultats obtenus ont clairement mis en évidence un avantage
compétitif de la morphologie du systéme racinaire chez la molinie, par rapport au chéne. Ceci s’explique
par (i) une allocation plus importante du carbone dans les parties racinaire (biomasse, longueur, surface),
(i1) d’un investissement efficient du carbone dans la prospection racinaire (SRL molinie > SRL chéne) et
(ii1) d’une capacité accrue a explorer le volume poral de taille hétérogéne (diametre molinie < diamétre du
chéne). Il ressort également que la réduction de 1’offre en azote améliore les parametres du systéme racinaire

chez le chéne, méme si ces derniers restent en-deca de ceux de la molinie.

D’un point de vue fonctionnel, nos résultats montrent que les racines de chénes ont une capacité
intrinséque d’absorption du nitrate supérieure a celle de la molinie. A I’inverse, ce sont les racines de
molinie qui présentent les capacités supérieures d’absorption de ’ammonium. Les deux tendances sont
nettes pour de fortes concentrations en NOs et en NH4*, dans la gamme de concentrations de
fonctionnement du LATS. En revanche, pour de faibles concentrations, il ressort que les ratio [NO3s]/[NH4*]
ou [NH4*)/[NO37, pour les influx respectifs de NO3™ et de NH4*, sont aussi un élément important a prendre
en compte. En effet, en-deg¢a d’une certaine valeur (oscillant entre 0,2 et 0,5 dans ces expérimentations),
les influx de NOs™ ou de NH4" étaient fortement réduits. Enfin, la variabilité a cette inhibition est plus élevée
chez la molinie pour I’absorption du nitrate et chez le chéne pour I’absorption de I’ammonium. En fonction
de la nature du sol, du pH, de I’humidité, I’équilibre NH4"/NO3™ peut aussi piloter 1’absorption de 1’azote

minéral pour chaque espéce.

14






Réflexions personnelles

En termes de perspectives, plusieurs pistes peuvent étre proposeées :

- Prise en compte d’autres formes azotées disponibles dans le sol : seuls les influx de nitrate et
d’ammonium en tant que forme azotée ont été mesurés. Or, dans I’écosystéme sol, d’autres éléments
azotés pouvant étre absorbés par la plante sont a prendre en compte, tels que les acides aminés
(glycine par exemple, Warren et Adams, 2007).

- Prise en compte de la mycorhyzation : des formes d’azote organique peuvent étre assimilées grace
aux symbioses mycorhiziennes (Hodge et Storer, 2015) et ainsi étre plus compétitifs face a un autre
élément du sol : les microorganismes (Kuzyakov et Xu, 2013).

- Prise en compte de la disponibilité en eau du sol sur I’absorption de I’azote du sol : des analyses
d’évapotranspiration foliaire pourrait conduire a déterminer des cinétiques différentes de

I’absorption de 1’eau du sol, et donc des ¢léments minéraux

Réflexions personnelles

Cette premiere expérience en immersion dans un laboratoire de recherche m’a confirmé que la
démarche de réaliser un projet, depuis la réflexion bibliographique jusqu’a I’analyse et I’interprétation des
résultats en passant par les manipulations, me correspondait. En effet, I’opportunité de m’investir dans un
sujet qui me tient a cceur, a savoir I’impact des activités anthropiques et climatologiques sur la physiologie
de I’arbre forestier, n’ont fait que me conforter dans I’idée de poursuivre dans ce domaine. Le fait d’étre
actrice de mon travail pousse d’autant plus a développer de la rigueur et de I’autonomie. Le métier de la
recherche impose d’étre polyvalent et attise particulierement la curiosité, tant pour les techniques que pour

la compréhension du fonctionnement de la plante, consolidant et/ou apportant ainsi plus de connaissances.

Le travail d’équipe et les interactions avec les différents membres permettent aussi de progresser
sur le plan professionnel mais aussi personnel. La confiance qui m’a été accordée m’a incitée a étre
organisée et a étre réellement immergée dans la démarche de recherche. Ce sont ces investissements a la
fois intellectuels et physiques (je n’ai pas seulement développée de la rigueur et de I’autonomie, mes biceps

aussi ont bien travaillé...) qui font qu’aujourd’hui j’ai hate de revivre cette expérience.
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Annexes

Annexe 1 : Photographie du dispositif en serre. Les filets disposés sur certaines zones de plantations
servent d’ombriéres. Dans les expérimentations de ce rapport, seules les plantes placées sous lumiére

normale ont été utilisées. UMR INRA PIAF Clermont-Ferrand — Site de Crouél.
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Annexe 2 : Photographies du dispositif en chambre de culture. La cuve (au-dessus) contient des
molinies acclimatées a la solution hydroponique (maintenues par une plaque de polystyréne). Les béchers
(en-dessous) contiennent les chénes acclimatés 6 par 6 a différentes concentrations de nitrate ou
d’ammonium. Il y a 4 bulleurs pour oxygéner la cuve et 1 bulleur par bécher. UMR UBP PIAF Clermont-

Ferrand.







Annexe 3 : Localisation de Paray-le-Fresil (latitude : 46.6556 et longitude : 3.61083) en France
(Allier). La molinie bleue (Molinia caerulea (L.) Moench) a été prélevée dans un des domaine forestier

privé de cette zone géographique.
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Annexe 4 : Principe de I’analyse de ®N/**N par couplage analyseur élémentaire, analyseur de gaz et
spectrométre de masse a ratio isotopique (EA/GA-IRMS - Carlo Erba, Elementar, Finnigan,
Isoprime). UMR INRA EEF (Ecologie et Ecophysiologie Forestiere) Nancy Champenoux.

Les échantillons, sous forme de poudre séche trés finement broyée, sont pesés dans des capsules en
étain de 4 mm de diametre et de 6 mm de hauteur de fagon a injecter 80 & 100 g d'azote dans le spectrometre
de masse. La masse précise de I'échantillon est alors notée a + 1 pg. Les échantillons ainsi conditionnés
sont disposés dans un injecteur en téte de la colonne de combustion. Leur injection dans la colonne
d'oxydation est réalisée dans un flux d’hélium en légere surpression, afin d'éviter toute contamination par
le gaz carbonique et I'azote moléculaire de I'air. La combustion des échantillons a lieu en téte de colonne
d'oxydation (Cr203 et oxyde de cuivre a une température de 1000°C). Une élévation de temperature
(1600°C) assurée par un apport d'oxygéne conduit @ une combustion totale des échantillons. A la sortie de
la colonne d'oxydation, I'échantillon se trouve alors sous forme de N2, CO., H20 et d'oxydes d'azote. La
réduction de ces derniers en N est alors assurée par un passage sur une colonne de cuivre métallique a
600°C (colonne de reduction). Le piégeage de I'eau et du CO- est réalisé par passages successifs sur deux
colonnes contenant respectivement du perchlorate de magnésium et du "carbosorb"(PDZ Europa).

L'azote gazeux est injecté dans le spectrometre de masse ou il est dabord ionisé. Les ions
moléculaires positifs alors formes sont accélérés dans une chambre électrique, puis déviés dans un champ
magnétique. Leur angle de déviation est directement affecté par le rapport de leur masse (m) a leur charge
(2). Toutes les molécules de N ionisées étant de méme charge, leur angle de déviation est directement
affecté par leur masse. Ainsi, la déviation de I'azote moléculaire de masse 28 sera plus importante que celle
de l'azote de masse 29, elle-méme plus importante que celle de I'azote de masse 30.

Les ions sont ensuite collectés sur trois détecteurs. Les signaux qui en résultent sont ensuite
amplifiés puis transmis & un systeme informatique. La quantification de l'azote est réalisée en faisant la
somme des signaux obtenus a partir des masses 28 (**N'*N), 29 (**N°N) et 30 (**N*°N). L'abondance
isotopique en N est alors calculée par I'intermédiaire du rapport des signaux 29/28 pour de faibles excés

isotopiques et 30/29 pour des exces isotopiques éleves.






Annexe 5 : Photographie du systeme racinaire de la molinie (en haut) et du chéne (en bas) placés en
vermiculite. La photographie a été prise le 9 juillet. Le chéne a été mis a germé le 19 mars, tandis que la
molinie provenant du domaine forestier de Paray-le-Fresil a été transférée le 12 juin. Ses racines mesuraient

alors 1 cm.




