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Présentation générale de la structure d’accueil

Le centre IRSTEA — Institut National de Recherche en Sciences et Technologies pour
I’Environnement et 1’ Agriculture — Centre de Nogent-sur-Vernisson (figure A), est Installé sur
le site forestier du Domaine des Barres et composé d’une unique unité de Recherche
entierement dédié aux écosystemes forestiers (EFNO). Cette unité de recherche est composée
de quatre équipes ; BIODIV « BIODIVersité», FONA « interactions Forét ONgulés Activités
humaines », GeeDAAF « Diversité Adaptative des Arbres Forestiers » et FORHET « FORéts
HETérogenes ».

Mon stage de 6 mois de Master 2 s’est effectué au sein de 1’équipe FORHET, dirigée par
Philippe Balandier et a pour objectif de comprendre et modéliser le renouvellement, la
croissance et la dynamique forestiére. Depuis plusieurs décennies, les écosystemes forestiers
sont particulierement soumis au phénomene de changement climatique, d’ou la nécessité de
faire évoluer les pratiques sylvicoles et d'apporter aux gestionnaires des conseils et des éléments
d’aide a la décision pour la gestion des foréts de plaine.
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Fig. A : localisation de la structure d’accueil IRSTEA sur la carte



Remerciements

Mes premiers remerciements s’adressent a Philippe Balandier, directeur de recherche dans
1I’équipe FORHET et responsable de mon stage et Marine Fernandez ma co-encadrante qui pendant
toute la durée de mon stage m’ont guidé dans mon travail, dans mes analyses et ainsi que dans
la réalisation de ce rapport. lls ont fait preuve de pédagogie, d’enthousiasme, ils ont été disponibles
et ont pu répondre a toutes mes interrogations.

Je tiens a remercier toute 1’équipe FORHET, de m’avoir accueilli pendant ces 6 mois. Mes
remerciements s’adressent a Olivier Chaintreuil qui a été toujours disponible pour mes
déplacements sur terrains et qui m’a aidé a faire les mesures

Je remercie toute 1’équipe du laboratoire IRSTEA et aussi PIAF INRA de Clermont Ferrand
qui m’a également souvent accueilli pour certaines manipulations.

Je remercie tous les autres membres de 'IRSTEA avec qui j’ai pu échanger et qui se sont
montrés avenant et chaleureux, mes collégues stagiaires présents dans les meilleurs moments
comme dans les plus stressants.

Merci également a I’ONF pour avoir financé ce projet.

Toutes ces expériences ont été pour moi tres gratifiantes et épanouissantes, tant au niveau
personnel que professionnel en me permettant de gagner en confiance, en autonomie et en rigueur
scientifique



Résumé

La régénération forestiére, naturelle ou artificielle, est sujette a de nombreux échecs en
raison d’une compétition importante entre les jeunes plantules d’arbres et les espéces de sous-
bois. La disponibilité en azote minéral dans le sol et sa captation par les espéces en compétition
pourraient constituer des éléments importants de 1’établissement du rapport de dominance entre
les deux espéces étudiées : le chéne sessile (Quercus petraea (Matt.) Liebl.) et la molinie bleue
(Molinia caerulea (L.) Moench). L’objectif de cette étude a été de comprendre la capacité
d’absorbance de I’azote du chéne sessile en compétition avec la molinie. Apres I’installation et
I’acclimatation des plants de chéne agés de 2 ans cultivés en pots en présence ou pas de molinie
et d’un traitement fongicide, la croissance des parties aeriennes et des systémes racinaires a eté
déterminée et les capacités d’absorption du nitrate et de I’ammonium a partir de racines excisées
ont été caractérisées grace a I’utilisation de 1’isotope lourd *°N. Une étude in situ a été mise en
place afin de comparer les résultats obtenus en pots. Des modifications structurales en réponse
au type de voisin et au fongicide ont été observées chez les deux especes notamment une baisse
de biomasse aérienne pour le chéne et racinaire surtout pour la molinie. D’un point de vue
fonctionnel, il ressort que la capacité d’absorption pour la molinie a été plus altérée par le
fongicide, et pour le chéne par la compétition.

Mots clés : Compétition, absorption, °N, chéne, molinie, mycorhize

Temperate forest ecosystems are prone to regeneration failures because of strong
competition between understorey species and tree seedlings. Availability of mineral nitrogen
as well as its capture by competing species may significantly contribute to establishment of
dominance between the two species studied, sessile oak (Quercus petraea (Matt.) Liebl.) and
purple moor (Molinia caerulea (L.) Moench). This study aimed to improve our understanding
of the absorbance capacity of sessile oak nitrogen in competition with molinia. After installation
and acclimatization of two year old’s oak grown in pots in the presence of purple moor and
fungicide treatment, we determinate the growth of the upper part of the plant and the root
system. We also incite absorption capacities of nitrate and ammonium from excised roots
through the use of heavy isotope 15N. An on-site study was carried out in order to compare
results with the potted plants. Structural changes in response to neighbor or f fungicide treatment
were observed in both species notably a decrease in the above-ground biomass of oak and
mostly the roots of molinia. From a functional viewpoint results showed that the absorption
capacity for the moliniq was more altered by the fungicide, however for the oak was altered by
competition.

Key words: Competition, absorption, >N, oak, molinia, mycorrhize



Liste des abréviations

Ai Abondance isotopique

cm Centimétre

F Fongicide

HATS High affinity transport system
LATS Low affinity transport system
IGN Institut national de I'information géographique et forestiére
In Influx massique

mg Milligramme

MM Masse moléculaire

Mm Millimétre

moyDia Moyenne des deux diamétres Nord et Sud
MS Matiére Seche ()

N Azote

nmoles Nanomoles

BN Azote 15 (isotope)

ONF Office National des Foréts
PA Partie aérienne

ON Quantité d"azote

SE Erreur standard

SR Systéme racinaire

UM Micro-molaire

%Ntot Teneur en azote total (%MS)
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Introduction

Introduction

A. Contexte général de I’étude :

La France métropolitaine dispose d’une richesse forestiére de plus de 16 millions d’hectares
avec une dominance d’especes feuillues telles que le chéne sessile (Quercus petraea) et
pédonculé (Quercus robur). lls représentent 28% de la_forét francaise (source ONF), faisant de
ce pays le premier pays producteur de chénes en Europe et le deuxiéme dans le monde, apres
les Etats-Unis (Forét Privée Francaise — la sylviculture du chéne). Cette espéce est une ressource
indispensable pour les différents secteurs écologiques, économiques et culturels et notamment
au vue de la qualité du bois qu'il est possible de produire avec cette essence.

Néanmoins, les foréts francaises subissent de nombreuses perturbations anthropiques
(éclaircie, coupe rase, coupe partielle, pollution, etc.) et naturelles (incendie, tempéte,
ennoiement des systemes racinaires, secheresse, etc.) pénalisant ainsi la production du bois
(Douzon G. 2005). Pour faire face a ces contraintes, les écosystemes forestiers sont capables
d'effectuer une forme de résilience écologique : la régénération. Cela permet a ces écosystémes
de se renouveler et de se reconstituer. Cette régénération des peuplements est devenue une
technique de gestion forestiére qui garantit la diversité biologique, la productivité, la capacité
de renouvellement et la vitalité. Le succes de la régénération naturelle dépend de nombreux
facteurs (production de graines, germination, prédation) mais aussi de la capacité des jeunes
arbres a résister a la compétition de la végétation interférente (Gaudio et al, 2011). De ce fait,
essayer de mieux comprendre les interactions entre plantes devient primordial pour la réussite
de la régénération.

Des études ont mis 1’accent sur I’effet de la lumiére sur les interactions entre plantes. En
effet, une ouverture de la canopée arborée par réduction du nombre d’arbre sur pied se traduit
par une augmentation des ressources (rayonnement, nutriments, eau) dans 1’écosystéme
forestier. Ces ressources additionnelles peuvent profiter & certaines espéces monopolistes, dont
les herbacées, et entrainer une colonisation du sous-bois par ces espéces compétitrices pour les
ressources du milieu et donc pouvant altérer la régénération des jeunes arbres (Provendier &
Balandier, 2008).

Suite a des erreurs sylvicoles telles que des coupes trop intensives non suivies de
régénération, le chéne sessile n’échappe pas a ce phénomene de colonisation par des especes
compétitrices (Harmer & Morgan, 2009; Annighdfer et al., 2015). L’une de ces especes
monopolistes qui compromet la croissance des jeunes chénes a cause de leur compétitivité pour
la lumiére ainsi que 1’eau et les nutriments est la molinie bleue (Molinia caerulea) (Timbal et
al., 1990; Vernay et al., 2016). C’est une espece dont les propriétés allélopathiques ont déja été
suggérées (Becker & Lévy, 1982), mais les processus clés de sa compétition avec le chéne sont
encore mal compris.

La compétition entre les herbacées et les arbres pour la lumiere et I'eau a fait le sujet de
plusieurs études comme celles de Coll et al, 2003 ; Balandier, 2006 ; Gaudio et al, 2011 ;
Vernay 2016, tandis que peu de recherches ont mis I'accent sur la compétition pour les
ressources minérales comme I"azote, un élément nutritif essentiel a la croissance et au
développement (Morot-Gaudry, 1997).

D’ou 1'objectif de 1’étude durant ce stage qui a consisté a étudier la compétition entre les
jeunes plants de chéne sessile (Quercus petraea) et la molinie (Molinia caerulea), une graminée
trés compétitive pour I"azote (N) au détriment de la regénération des arbres.

B. Synthése bibliographique

En forét, les plantes comme tous les organismes vivant dans un méme habitat sont en
compétition pour 1’accés a des ressources essentielles a leur croissance et survie comme la
lumiére, I’eau et les macro et micro nutriments. La compétition peut avoir lieu entre différentes
especes, la compétition interspécifique, ou bien entre différents individus de la méme espeéce,
la compétition intra-spécifique. Cette compétition est induite par le fait que les plantes
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consomment une méme ressource limitée influengant ainsi la performance de 1’individu (Begon
et al.,, 1996). La compétition est ’'un des mécanismes majeurs expliquant la présence et
I’absence d’espéce dans une communauté végetale (Keddy 2001).

Les mécanismes de la compétition sont multiples : au niveau de la partie aérienne,
I’ombrage des strates herbacées par les plantes voisines de plus grande taille, et au niveau de la
partie souterraine, le développement et la ramification des racines des plantes pour explorer le
sol a la recherche d'eau et de nutriments, ainsi que la sécrétion d’exsudats allélochimiques
pouvant influencer la croissance, la survie et la reproduction des plantes voisines.

Il existe deux grands types de compétition :

e Par interférence : il s’agit d’un cas d’interactions antagonistes directes entre les
compétiteurs (Kennedy, 2010), nous pouvons notamment citer l'allélopathie qui
consiste en la production de molécules inhibitrices par une espéce a 1’encontre d’une
autre pour en réduire I'acces aux ressources (de Kroon et al., 2003 ; Schenk, 2006).

e Par exploitation : il s’agit d’un cas d’interactions indirectes entre les compétiteurs et
lorsqu’une espéce consomme les ressources jusqu’a un niveau trés faible au détriment
des autres, ce qui permet de déterminer la performance des différentes especes face aux
ressources limitées dans le sol. En ce sens on peut alors distinguer I'effet d'un
compétiteur sur la quantité de ressources et la réponse des autres especes a ce
changement (Goldberg, 1990, Figure 1).

Compartiment aérien J o (
J&
NE ~
/A rj;",‘\ Modéle de compétition adapté
Les différents types de 5 de Goldberg 1990
compétition NV, B s
VL ( plante plante
A : compétition par exploitation 4.0 o ™
(Ex. Nutriment : Azote (N) ) 6(, F/u
B : compétition par interférence \ e

ressource

Compartiment souterrain

Fig. 1 : Compétition au sein des communautés végétales, différents types de compétition
par exploitation ou par interférence (figure a gauche). Effet d'un compétiteur sur la
guantité de ressources et la réponse des autres especes a ce changement (Goldberg, 1990
figure a droite).

Ces types de compétition sont modulés par :

I LA LUMIERE

La lumiere est une ressource primordiale au fonctionnement de toute espéce végétale. Elle
est non €puisable, mais non stockable et disponible de facon trés inégale au sein d’un couvert
plurispécifique. Aussi il est bien établi que la lumiére est la ressource la plus limitante dans de
nombreuses foréts pour la croissance et la survie des jeunes arbres (Gaudio et al., 2011b). Dans
une forét, I'effet d'ombrage exercé par les espéces les plus hautes et/ou présentant la plus grande
surface foliaire limite le passage de la lumiere pour les especes inférieures de sous-bois. Cela
se traduit le plus souvent par un effet inhibiteur sur la production de la biomasse de ces dernieres
(photosynthese réduite), de sorte que l'interaction entre les especes associées est plutdt de nature
négative que positive. Il s’agit donc de compétition pour la lumiére. (Justes et al., 2014).

Pour survivre, les plantes des sous étages doivent adopter des stratégies liées au niveau de
luminosité. Par exemple sous forte luminosité elles doivent maximiser la croissance des tiges
et feuilles pour étendre rapidement leur surface foliaire au-dessus de leurs voisines (Balandier
2016). En faible luminosité, elle doivent avant tout maintenir un bilan de carbone positif par

2



Introduction

I'optimisation de la capture de la lumiére a I'ombre (feuilles minces, orientation des feuilles
préférentiellement vers les trouées de lumiére, architecture de la couronne permettant de réduire
I'auto-ombrage et maximiser la capture de la lumiére), par la diminution du taux de respiration
et par I’allongement de la durée de vie des tissus (faibles cotts de renouvellement) et une faible
biomasse totale (Kozlowski et al., 1991).

La Molinie bleue (Molinia caerulea) est une graminée trés compétitive pour les jeunes
arbres, en particulier les chénes. Elle se développe facilement sous une large gamme d”ombre
(6% de lumiére) a la pleine luminosité (Taylor et al., 2001; Gaudio et al., 2011a). Sa croissance
est donc plus importante dans une large gamme de lumiére au détriment du chéne, notamment
grace a une plus grande capacité de gain de carbone (Vernay 2016). De ce fait, une trop forte
ouverture au niveau de la canopée arborée peut menacer la croissance et la survie des plantules.
La lumiére n’étant plus limitante, la végétation de sous-étage va alors les concurrencer pour les
ressources souterraines qui deviennent un facteur limitant (Harmer et Morgan, 2007
Provendier et Balandier, 2008).

1. LES ELEMENTS MINERAUX :

Les éléments minéraux et notamment l'azote (N) sont essentiels dans le processus de
nutrition et de croissance des plantes. L’azote est un composant essentiel des protéines, des
enzymes, de la chlorophylle et de bien d'autres composés majeurs comme les vitamines.
Il existe sous plusieurs formes : organique, il constitue la partie la plus importante de l'azote
du sol et n'est en général pas absorbé directement par les racines des plantes et minérale (trés
majoritairement sous forme nitrique NOs™ et accessoirement sous forme ammoniacale NH4")
pour étre disponible et prélevé par la plante.

Le nitrate (NO3’) est également une molécule-signal qui intervient dans le contrdle de
nombreux processus physiologiques de la croissance des plantes (Vidal et al., 2014). Il peut
induire I'expression de plusieurs genes impliqués dans le transport et I'assimilation des nitrates
(Bi et al., 2007, Medici et Krouk, 2014). De ce fait, une alimentation azotée insuffisante
perturbe profondément le développement et la croissance des plantes et aussi se manifeste par
une chlorose due a I'inhibition de la synthése des chlorophylles.

L’accés a 1’azote dépend fortement des conditions du milieu et en particulier de la
disponibilité en eau. Dans certaines études, Collet et al. (1996) ont constaté que la diminution
du développement des jeunes plants de chéne sessile mélangés a des graminées n'était pas due
a la compétition pour I'eau pendant les deux premiéres années de croissance, mais pouvait
résulter de la compétition pour I'azote inorganique du sol. En effet, la disponibilité en eau du
sol contrdle la production et la mobilité des nitrates et de I'ammonium par un flux massique
vers les racines via la transpiration (Hepworth et al., 2015).

Des études réalisées dans la chaine des Puys en France sur le pin sylvestre et des graminées,
Coll et al (2003) ont mis en évidence que les racines des graminées se diffusaient rapidement
dans la partie superficielle du sol au niveau de laquelle se développe le systeme racinaire des
nouveaux plants d’arbre. Ces herbacées croissent rapidement et forment un systéme racinaire
dense au début du printemps (Balandier et al., 2008), bien avant le développement des racines
des jeunes arbres, entrainant un épuisement précoce des ressources minérales et de la teneur en
eau dans le sol. Les graminées sont donc susceptibles d’induire une compétition souterraine
forte vis-a-vis des jeunes arbres.

Au niveau des mécanismes, 1’azote absorbé par la plante correspond aux particules azotées
exogenes ayant traversé 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’autre 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 2) Trois compartiments aux cinétiques distinctes ont donc été
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identifiés, représentant 1’adsorption de surface, 1’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.
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Fig. 2: Vitesse d’élution du 13N [log (cpm libéré).g-1.min-1] en fonction du temps
d’élution chez des racines intactes d’épinette blanche (Picea glauca [Moench] Voss.)
placées dans une concentration de 100 pM de [NO3-] (A) ou de [NH4+] (B). Les racines
ont été préalablement exposées a du 100 uM de de 13N-NO3- ou de 13N-NH4+ pendant une
heure avant d’étre transférées dans une solution non marquée. Les quantités de 13N mesurées
dans la solution non marquée permettent de suivre 1’¢lution du 13N a partir des 3 compartiments
: la surface racinaire, I’espace libre (1’apoplasme) et le cytoplasme. (Kronzucker et al., 1995a
et 1995b).

En tant que nutriment, le nitrate peut étre réduit a I'intérieur de la cellule par la nitrate
réductase en nitrite, qui est ensuite réduit en ammonium par la nitrite réductase (Meyer et Stitt,
2001). La cinétique d'absorption (ou influx) de NO3™ ou de NH4" des racines en fonction de la
concentration externe présente généralement un profil biphasique (Crawford et Glass 1998).
Pour faire face aux concentrations faibles ou élevées de nitrate dans les sols, deux systemes de
transports existent dans les racines des plantes (Figure 2): dans la gamme des faibles
concentrations, les systemes de transport de haute affinité (HATS) sont capables de piéger les
ions azotés du sol a des concentrations aussi faibles que 1 uM. Et dans l'intervalle de
concentrations élevée (généralement> 0,5-1 mM), l'activité des systemes de transport de faible
affinité (LATS) apparait, superposée a celle du systeme HATS (Glass et Siddigi, 1995).

L’absorption de NO3™ et NH4* via HATS sont tous deux saturables, et leur activité peut
étre modélisée en utilisant la formule de Michaelis- Menten (Wang et al., 1993) tandis que celle
médiée par le LATS n'est pas saturable, mais montre généralement une augmentation linéaire
avec une concentration externe croissante (Wang et al., 19).
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Fig. 3 : Influx massique (umol. g-1(MSr).h-1) de nitrate NO3- (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 (erreur standard). 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).

1. LES MYCORHIZES

Le systeme racinaire forme le lien entre la plante, I'eau du sol et les ressources nutritives
(Atkinson, 2000) et le site d’établissement des mycorhizes. Ces derniers sont une association
entre deux partenaires, une symbiose ancestrale entre les racines des végétaux et les filaments
mycéliens souterrains du champignon (hyphes) du sol. Chaque individu optimise son
développement grace a cette symbiose, ¢’est-a-dire caractérisée par des flux croisés de matieres
entre les deux partenaires.

Le role majeur des mycorhizes est le prélevement et le transport vers la plante des éléments

nutritifs trés peu mobiles dans le sol comme P, N, K, Mg, Na, S, B, Br, Cl, Cu, Cr, Cs, Co, Fe,
Mo, Mn, Ni, Si, Zn (He & Nara, 2007) et a I’inverse la plante les alimente en molécules
carbonées provenant de la photosynthese.
Il existe deux groupes principaux de champignons mycorhiziens : les endomycorhizes et les
ectomycorhizes. Les membres du premier groupe sont invisibles a I’ceil nu et leurs filaments
mycéliens souterrains pénetrent les cellules de la plante ou des échanges métaboliques directs
peuvent se produire, tandis que ceux du deuxiéme groupe, sont visibles a 1’ceil nu, ils se
développent a I’extérieur des cellules racinaires, les filaments mycéliens souterrains du
champignon entourent la racine pour former un manteau fongique. Ces champignons forment
une symbiose avec la plupart des pins, épinettes et feuillus, incluant hétres, bouleaux, chénes et
saules (mykepro.com/mycorhizes-benefices-application-et-recherche.aspx) et permettent a la
plante d’améliorer 1’absorption et 1’assimilation de 1’azote inorganique sous forme
d’ammonium et de nitrate (Plassard et al., 2002).

Janos, 1980 et Gobat et al., 2003 ont montré qu’il existe certaines especes végétales ne
pouvant assurer leur croissance qu’avec leur symbiote fongique dont elles sont alors fortement
dépendantes et avec qui elles ont co-évolué. Il les rend plus résistantes aux stress hydrique et
salin, et aussi aux agents pathogenes racinaires. La stabilité de I’association est un critere tres
important dans la description de 1’état symbiotique entre deux organismes (Garbaye 2013).

V. L’ALLELOPATHIE :

L’allélopathie correspond a la propriété de certaines plantes de nuire a leurs voisines par un
effet négatif, direct ou indirect, via des composés biochimiques toxiques (acides phénoliques,
flavonoides, terpénoides et alcaloides) qu’elles émettent au niveau des racines (Rice, 1984).
Ces substances allélopathiques peuvent influencer la coexistence entre especes végétales en
inhibant leur germination, leur croissance ou leur survie (Vaughn & Berhow, 1999; Ridenour
& Callaway, 2001).
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La colonisation rapide des plantes invasives est souvent due au mécanisme d’allélopathie ;
a terme, elles constituent des communautés monospécifiques (Stinson et al., 2006).

La molinie fait partie des especes qui ont probablement de fortes propriétés allélopathiques
(Becker & Lévy, 1982), en particulier envers le jeune chéne. Cette derniére peut, directement
ou indirectement, avoir un impact négatif sur les semis de chéne (Timbal et al., 1990), en
altérant différents processus lors de la germination, de la croissance, et du développement.

Dans d’autres études, Nilsson et al. (1994) ont observé les effets allélopathiques
d’Empetrum hermaphroditum sur le pin sylvestre et ont déduit que plus la concentration en
extraits foliaires d’Empetrum était importante, plus la croissance diamétrale du champignon
mycorhizien Paxillus involutus était diminuée.

A. L’hypothése principale de I’étude et les sous-hypothéses :
D’apres ce qui précéde, I’hypothése principale de cette étude est que la présence de molinie
a un effet négatif sur la croissance et le développement du chéne.
Sous hypothéses :
e Les mycorhizes facilitent ’absorption de I’azote au niveau des racines des chénes et des
molinies ;
e Lalumiére a un effet positif sur le développement du chéne et de la molinie ;
e Ladensité de molinie affecte la croissance du chéne ;
e L’absence ou la réduction des mycorhizes impactent la croissance et le développement
du chéne et de la molinie via une altération de 1’absorption de 1’azote.

MATERIEL ET METHODES

A. Espéces végétales etudiées

Le chéne sessile (Quercus petraea)

Le choix de travailler sur le chéne sessile (Quercus petraea) s’est basé sur I’importance
de sa valeur économique en Europe (IGN 2014) mais aussi sur sa tolérance a la sécheresse dans
un contexte de changement climatique. C’est une espéce commune des foréts tempérées et
notamment des foréts francaises, qui colonise rapidement les milieux ouverts et peut supporter
des densités de peuplements élevées tant au niveau aérien que racinaire. Il résiste bien aux
milieux oligotrophes. Les racines du chéne pénetrent profondément dans la terre via un systeme
pivotant, au détriment des racines latérales moins développées, et elles peuvent atteindre un
rayon de 20 m de la partie superficielle du sol (Drénou, 2006). Dans le contexte global de notre
étude, cette essence posseéde de nombreuses caractéristiques faisant d’elle un candidat potentiel
dans les plans de régénération (Timbal and Aussenac, 1996).

La molinie bleue (Molinia caerulea)

La molinie, est une poacée commune, tres répandue en France et résiste a un ombrage
modérée (Gaudio et al., 2011a). Son systéme racinaire peut atteindre 80 cm de profondeur
(Taylor et al., 2001), et se développe en fonction des quantités d’azote et d’eau présentes dans
le sol limitant ainsi I'accés de ses concurrents a ces ressources (Balandier et al., 2010).

La molinie présente un caractére d'exclusion (allélopathique) vis-a-vis des autres plantes (Gama
et Dumas, 1999). Elle nuit aux autres végétaux notamment par la libération de composés
toxiques lors de la décomposition de ses feuilles (Becker, 1984).

Cette espéce a été choisie du fait de son caractere fortement compétitif envers les jeunes arbres
particulierement les chénes et également de son abondance dans les chénaies tempérées (Vernay
2016).
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B. Dispositif expérimental

l. Expérimentation en pot : influence de la molinie sur
Pinflux d’azote

Dans le cadre de la these de Marine FERNANDEZ, qui travaille sur les mécanismes
fonctionnels de la compeétition entre la molinie et le chéne pour I'azote du sol, des plants de
chéne agés d’un an provenant d’une pépiniere, et des plants de molinies prélevés en forét
domaniale de Paray-le-Frésil (Allier) et ayant toutes la méme taille, ont été placés dans des pots,
soit seuls (pot de 5L), soit ensembles (un chéne et une molinie par pot de 10L), a raison de 12
répétitions par modalité « espéces » (figure 4). Les pots sont placés en extérieur a I’'INRA de
Clermont-Ferrand (UMR PIAF), remplis avec du sol forestier provenant de la méme forét d’ou
sont issues les molinies afin de se rapprocher des conditions naturelles et irrigués a la capacité
au champ. Pour comprendre le réle des mycorhizes dans I’absorption de I’azote, le dispositif
est doublé et un fongicide (Cherokee) a eté appliqué sur la moitié des pots. D’aprés la
bibliographie, I'une des substances fongicides les plus efficaces sur la totalité¢ des mycorhizes
est le propiconazole (Calonne et al., 2011). Ces pots ont été installés en mars 2018 et récoltés
au début de 1’été (24-29 juin 2018)

No fungicide Fungicide

Propssoginole

\ \

i i f

A
Fig. 4 : Expérimentation en pot dans différentes modalités, soit chénes et molinies seuls
soit ensembles avec les deux traitements (sans et avec fongicides)

Lors de la période de croissance, des relevés de croissance (longueur et diamétre des
parties aériennes) ont été effectués.

Les plants de chéne et molinie ont été extraits des pots disposés a 1’extérieur au cours
du mois de juin. Les systémes racinaires ont été tamisés avec un tamis de diamétre 2 mm, afin
d’éviter les pertes de matériel végétal, puis lavées sous I’eau. Les racines ont été séparées des
parties aériennes, reconnues selon leurs caractéristiques morphologiques (Annexe 1), réparties
en trois lots de racines : le premier et le deuxieme lots ont été conserves au congelateur jusqu’a
I’analyse morphologique du systeme racinaire et I’observation microscopique des mycorhizes,
tandis que le dernier lot a été utilisé pour les mesures d’influx d’azote (voir ci-dessous). La
partie aérienne a été placée dans un sac kraft et mise a I’étuve pendant 48 heures pour la mesure
de la biomasse séche et un échantillon du sol tamisé a été placé dans un sac en plastique et mis
a la congélation afin de mesurer ultérieurement la teneur native en nitrate et ammonium
(Figureb).

Pour I’expérimentation sur les influx d’azote, a partir de I’isotope °N, les échantillons
racinaires ont été maintenus vivants dans une atmospheére fraiche et humide le temps du
transport jusqu’au laboratoire du PIAF puis ils ont été utilisés 1’aprés-midi méme qui a suivi le
prélévement afin de s’assurer que ’activité d’absorption des racines était maintenue lors de
I’expérimentation (Lucash et al., 2007).
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*  Mesure de biomasse

_ Observation des mycorhizes (loupe)

Scanne de racines
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Fig. 5 : Les différentes étapes réalisées suite a ’extraction des chénes et molinies des pots

Les racines ont été triées, seules les racines fines avec un diamétre inférieur ou égal a 2
mm (i.e. responsables de 1’absorption) ont été conservées afin d’avoir des sous-échantillons de
racines de 1 g de matiére fraiche regroupées par espéces (chéne ou molinie) et type de traitement
(fongicide ou non), puis disposées dans des sachets de thé. Pour chacun de ces groupes,
I’absorption du nitrate et de ’ammonium a été mesurée.

Pour chaque forme d’azote minéral (NO3 et NH4") trois concentrations (6 répétitions) ont
été appliquées pour les modalités suivantes : chéne seul sans fongicide, molinie seule sans
fongicide, chéne voisin d’une molinie sans fongicide, molinie voisine d’un chéne sans fongicide
et la méme chose avec fongicide, mettant en jeu les systemes de transport a forte affinité
(HATS) 50 pM, 500 pM et a faible affinité (LATS) 1500 pM. Le protocole choisi pour
déterminer les cinétiques d’absorption du nitrate et de I’ammonium s’appuie sur des travaux
antérieurs réalisés chez des plantes cultivées en conditions contr6lées comme Zea mays (
Kochian et al., 1985) Quercus petraea et Molinia caerulea (Fernandez 2015 et Papon 2016) ou
en conditions naturelles comme Quercus robur (Goéransson et al. ; 2007).

1. Protocole de mesure de I’influx d’azote chez les racines excisées
Un lot de 15 béchers de 700 ml a été placé dans le laboratoire a température ambiante. Des
bulleurs ont été¢ mis en place pour oxygéner les solutions au cours de 1I’expérimentation afin
d’aérer et aussi homogénéiser continuellement les différentes solutions (figure 6). Le protocole
s’est déroulé en cinq étapes :

1.1. Lavage des racines en CaCl:

Au cours de cette étape, les racines excisées placées dans les sachets de thé sont rincées
pendant 30 minutes dans 0,5 mM de CaCl2 permettant d’enlever les débris résiduels et de
maintenir I’intégrité membranaire.

1.2. Acclimatation en azote

Les sachets de thé de racines ont ensuite été transférés dans une solution nutritive a la
concentration en nitrate et en ammonium testée (50, 500 et 1500uM) pendant 60 minutes. Cette
phase permet aux racines de s’acclimater a 1’environnement ionique dans lequel la mesure
d’influx sera réalisée. Plus précisément cette étape permet (i) I’équilibre entre la composition
de I’apoplasme et celle de la solution nutritive et (i1) d’atteindre un état d’équilibre pour lequel
I’influx atteint un état stationnaire résultant de I’équilibre entre les concentrations en nitrate ou
en ammonium entre I’apoplasme et le cytosol

1.3. Marquage au *N

Les racines excisées sont ensuite transférées dans un bain contenant une solution

nutritive identique a celle utilisée pour I’acclimatation mais contenant du K®NOs ou du
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(**NH4)SO4 (Exceés isotopique 98%) pendant 5 minutes a 3 concentrations différentes : 50, 500
et 1500 uM. La durée courte de marquage permet de mesurer spécifiquement la valeur d’influx.
1.4. 1°" Rincage
Suite a la période de marquage avec I’isotope lourd °N, les racines sont plongées dans
un bain d’eau distillée pendant 5 secondes afin d’exclure 1’azote marqué, adsorbé au niveau de
la surface racinaire.
1.5. 2™ Ringage
Pour éliminer le reste de *°N stocké a I’extérieur du cytosol, qui est adsorbé a la surface
racinaire et aux parois dans I’apoplasme, 5 minutes de ringage ont été réalisées.
La durée de ces étapes est basée sur les demi-vies d’échange de NO3™ et NH4"de la surface de
la racine, 1’espace libre et le cytoplasme déterminé par analyse d’efflux (Kronzucker et al.,1995
a, b, c,d).
Aprés les étapes de mesure d’influx, les racines ont été placées dans du papier
d’aluminium et mis a I’étuve 4 jours a 60°C. La matiere seche racinaire de chaque répétition
est ensuite pesée.

Fig. 6: Protocole de mesure de l’'influx d’azote chez les racines excisées, trois
concentrations d’azote marqué 50, 500 et 1500uM sur cinq étapes de mesure : lavage
CaCl2 (0.5mM), Acclimatation en Azote, marquage (**N), Rincage 1 et Rincage 2
dans I’eau distillée. Chaque étape est oxygenée par des bulleurs.

2. Broyage des racines et dosage du rapport *N/*°N

Les différents échantillons marqués ont ensuite été prédécoupés manuellement puis
transférés dans des tubes en plastique de 10 ml. L’utilisation d’un broyeur a bille a permis
d’obtenir une quantit¢ de 4 a 5 mg de poudre qui a été prélevée et transférée 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 quantité de 15N grace au
spectrometre de masse a ratio isotopique (IRMS). (Annexe 2)

1. Expérimentation en forét

Pour comparer les résultats obtenus en pot avec les conditions naturelles, un dispositif
expérimental a été mis en place en forét domaniale de Vierzon dans une parcelle en cours de
régénération (parcelle 173, stade de la coupe d’ensemencement). Cette forét est située dans la
région IFN Grande Sologne. Elle s’étale sur une superficie de 5 200 ha et sur des formations
acides sablo-argileuses plus ou moins graveleuses ou caillouteuses (Douzon 2005). Le sol est
considéré comme pauvre en ressources minérales et fortement hydromorphe (engorgé d’eau au
printemps et sec en ét¢). Cela a été particulierement observé en 2018 avec une nappe d’eau
affleurante jusqu’au mois de juillet succédé d’une période de canicule.
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Vierzon, a gauche photographie aérienne de la disposition de la parcelle, & droite
I’organisation des placettes (figure en haut) et des placeaux (figure en bas) sur la parcelle

Dans une chénaie composeée a trés grande majorité de chénes sessiles, nous avons créé
des placettes de plants de molinie et de chéne a 4 niveaux de lumiére différents (6 répétitions
par niveau de lumiere) (figure7 et Annexe3d), la plantation a été réalisée en avril 2018 sur un
sol nu. Afin d’analyser les interactions interspécifiques, les niveaux de densité de la molinie
autour du chéne ont varié de la maniere suivante : faible « chéne seul, molinie seule », moyen
« chéne avec deux molinies (selon une orientation nord et sud) » et fort « chéne avec quatre
molinies (Nord, Sud, Est et Ouest) ». La plantation était protégée des grands herbivores par une
cléture. Une molinie représente un ensemble de thalle. A I’installation, les ensembles de thalle
constituant une molinie ont été homogénéisé : 6 cm de partie aérienne, 5 cm de racine et un
poids de 10g de matiére fraiche.

Des mesures de diamétre et longueur sur les chénes et les molinies ont été réalisées une
fois toutes les deux semaines a partir du mois d’avril. Le diamétre a ét¢ mesuré dans deux
directions (Nord et Est), la moyenne de ces deux directions est utilisée dans les résultats.

Une récolte s’effectuera en octobre, suivie d’'une mesure de 1’influx d’azote sur les
racines excisées, ainsi qu’un broyage puis un dosage du 15N selon le méme protocole que celui
décrit ci-dessus. Finalement des analyses morphologiques des racines et comptage du taux de
mycorhization auront lieu.

C. Calculs et analyses statistiques

l. Calcul de la quantité d’azote total, de 15N et de ’influx de
15N

La quantité d’azote total (QNtot, mg) dans un échantillon racinaire est déterminée par le

%Ntot x MSracinaire

calcul suivant: QNwpt = o0 x 1000 ou %Nt et MSracinaire COrrespondent

respectivement a la teneur en azote (% MS) et a la matiere seche racinaire (g) de I’échantillon.

La quantité d’azote marqué (15N) est donnée par le rapport suivant :
_  (Aléchantillon — AInaturelle) x QNtot N
QuN = ¢ s ) ; Algchantiton €t Alnawrelle  COrrespondent

respectivement a 1’abondance isotopique en 15N de I’échantillon marqué (%Niot) et a celle de
I’échantillon non marqué. L’abondance isotopique (Al) représente la proportion d’azote 15 par

\ 1 . s . . 5
rapport a la quantité d’azote total présent dans I’échantillon, soit : Al = %x 100.
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Les valeurs d’influx (I) de nitrate et d’ammonium (nmol.g(MS)-1.h-1) sont calculé de la facon

. Alsolution 1 60 1 N
suivante : I = QN x —x —————x 10%; ol Alsowtion est I’abondance
100 MM15N d  MSracinaire

isotopique de la solution nutritive enrichie en N (Al = 99%), MMasn est la masse molaire du
15N (15 g.mole-1) et d est la durée de la mesure de I’influx (5 minutes).

1. Analyses statistiques :

Dans les expérimentations portant sur la morphologie racinaire, chaque répétition est
considérée comme une unité expérimentale. Dans les expériences de mesures d’influx, ’unité
expérimentale est 1’échantillon contenu dans le sachet de thés. Dans chacune des
expérimentations, I’effet des différents facteurs a été testé sur I’ensemble ou une partie du jeu
de données par des tests d’analyse de la variance a un ou deux facteurs (ANOVA 1 et 2) (a 5%)
et le test non paramétrique de Kruskal Wallis, avec une vérification préalable de
I’homoscédasticité grace au test de Levene, et de la normalité des valeurs grace au test de
Shapiro-Wilk avec le logiciel R Studio (en utilisant le package Rcmdr (Fox, J. (2005)) 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

Résultats

A. Croissance des parties aériennes et des systémes racinaires des plantes in situ et en
pot

l. Croissance des parties aériennes in situ en fonction de la
densité de molinie et de la lumiére

La variation de I’accroissement en longueur et en diametre de la partie aérienne du chéne

(Figures 8A et B) ne met pas en évidence de différence significative respectivement (P = 0.6
et P = 0.3) en fonction des différentes densités de la molinie. Entre la derniere mesure et la
premicere, le chéne n’a augmenté que de quelques centimetres, il varie entre 48 et 52 cm pour la
longueur. Le diametre n’a augmenté que de quelques dixiémes de millimétres, pour se rétracter
plus tard dans la saison. La densité de molinie ne semble pas avoir d’effet sur la longueur des
parties aériennes, mais il semblerait qu’elle ait tendance a impacter le diamétre : plus le nombre
de thalle de molinie est élevé, plus la croissance en diametre des chénes est faible.
En revanche, la molinie (Figure 8 C) présente un allongement trés significatif (P = 0.005) : il
est 16 fois plus important entre la premiére mesure et la derniére mesure cependant cet
allongement a une tendance moins faible quand la densité est importante mais reste non
significatif (P > 0.05)

La disponibilit¢ en lumiere influence généralement peu 1’allongement des tiges mais
beaucoup plus leur diametre, essentiellement déterminé par la photosynthese. La moyenne des
deux diamétres nord et sud du chéne (Figure 9 B) n’a cependant pas beaucoup été influencée
par la quantité de lumiére arrivant en sous-bois, qu’elle soit tres faible ou trés forte (P =0.1).
L’allongement de la molinie et du chéne (Figure 9 A et C) en fonction de la lumiére pour
chaque date n’est pas significatif (P > 0.05)

11
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Fig. 8 Mesure de longueur de la partie aérienne (en cm) du chéne (A) et de la molinie (C),
et la moyenne des deux diamétres Nord et Sud des tiges du chéne (en mm) (B) en fonction
de la date et de la densité des molinies ([ [Pas de molinie ; [[l]2 molinies ; [Jll 4 molinies).
Pour chaque graphique Les barres représentent I’ erreur standard et les lettres différentes au sein
d’un méme graphique indiquent des différences significatives (P = 0,05) de la longueur et de la
moyenne des deux diamétres entre les dates de mesures,
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Fig. 9 Mesure des longueur de la partie aérienne (en cm) du chéne (A) et de la molinie (C),
et la moyenne des deux diametres (en mm) Nord et Sud des tiges du chéne (B) en fonction
des différentes dates des mesures et de I’intensité lumineuse arrivant sur la placette (de 0
420% de lumiére : «[Jjjijtrés faible » ; de 20 240% : «[_Jfaible » ; de 40260% : {_]moyenne »
;et au-dela de 60% : « [] forte »). Pour chaque graphique les barres représentent I’erreur
standard et les lettres différentes au sein d’un méme graphique indiquent des différences
significatives (P < 0,05) de la longueur et de la moyenne des diamétres entre les dates de
mesures.
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Résultats

1. Croissance des parties aériennes (PA) et du systéme racinaire
(SR) des plantes en pot
i.  Effet de la présence ou d’absence d'un voisin

Biomasse des PA et des SR

L’ensemble des graphiques (Figure 10) représente les biomasses aérienne et racinaire
des chénes et des molinies placés en pot.
Les analyses statistiques du chéne ont montré une différence significative entre la biomasse
aérienne du chéne seul et le chéne mélangé avec une molinie (P = 0.01) (Figure 10 B).La
présence de molinie met en évidence une biomasse plus faible que lorsqu’il est seul. En
revanche aucun effet significatif n’est constaté pour la biomasse aérienne de la molinie (P =
0.06) (Figure 10 A) mais il est a observer qu’elle a tendance a augmenter en présence d’un
chéne.
Pour la biomasse racinaire une diminution est observée chez le chéne (Figure 10 D) lorsqu’il
est mélangé avec une molinie, cette baisse est significative (P = 0.02). Concernant la molinie
(Figure 10 C) une faible augmentation a été observée quand elle est associée a un chéne bien
qu’elle soit non significative (P > 0.05).

ii.  Effet de I’application ou non d"un fongicide

Biomasse des PA et SR

L’application de fongicide entraine une diminution significative de la biomasse aérienne
du chéne (P=0.02) et cet effet est plus marqué en présence de molinie (P=0.003).
La méme observation est faite pour la molinie ou le fongicide entraine une forte baisse de
biomasse des parties aériennes (P =0.001 pour la molinie seule et P=0.0005 pour la molinie
avec un chéne). La présence de fongicide n’a pas d’effet sur la biomasse du systéme racinaire
du chéne (P=0.7), excepté en présence de molinie (P= 0.003) ou I’on observe le méme effet
négatif que pour les parties aériennes. En revanche, pour la molinie, la partie racinaire est plus
affectée par le fongicide que la partie aérienne, son systeme racinaire est 3 fois inférieur a celui
sans traitement fongicide, et cette diminution tres significative est observée dans les deux
modalités, seule ou associée a un voisin (chéne) (avec des P<<<0.05).
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Fig. 10 biomasse aérienne (en g de matiere séche) de la molinie et du chéne (A) et (B) et
racinaire (C) et (D) en fonction de la modalité espece seule (a gauche) ou avec voisin (a
droite) et du traitement fongicide avec fongicide([ll) et sans fongicide ([_]). Pour chaque
graphique Les barres représentent I’erreur standard et les lettres différentes au sein d’un méme
graphique indiquent des différences significatives (P < 0,05) de biomasse entre les deux
especes, n=12 pour chaque modalité. Les valeurs manquantes et les valeurs aberrantes ont été
préalablement retirées

B. Influx racinaire de nitrate (NO3) et d"ammonium (NH4*)

I Influx racinaire en fonction de la forme azotée

Un effet tres significatif (P=2.2e-16) de la forme azotée nitrate ou ammonium a été
constaté sur I’absorption racinaire, en fonction de la présence ou pas de fongicide et de voisin :
I’ammonium est plus absorbé que le nitrate surtout a forte concentration.
La cinétique d’absorption du nitrate observée pour le chéne et la molinie est différente, méme
si les valeurs d’influx sont tres faibles (un maximum de 1.40 pmoles 15NO3 -.h-1.g-1 MS
racinaire pour le chéne et de 3,76 pumoles 15NO3-.h-1.g-1 MS racinaire pour la molinie). La
molinie absorbe plus de nitrate que le chéne.
Pour I’ammonium les valeurs d’influx sont trés importantes par rapport au nitrate : jusqu’a un
maximum de 123.29 umoles 15N-.h-1.g-1 MS racinaire pour le chéne et 89.10 pmoles 15N-.h-
1.g-1 MS racinaire pour la molinie.
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Résultats

1. Influx de nitrate en fonction de la présence d’un voisin et de
fongicide

Pour le nitrate (Tableau I) : a forte concentration (1.5M), les analyses statistiques ont
mis en évidence que I’influx est plus important quand le chéne est avec une molinie. Pour les
autres concentrations aucun effet significatif n’est montré. En ce qui concerne la molinie les
résultats indiquent que I’influx d’azote est supérieur pour la modalité « seule » que pour la
modalité « présence d’un voisin (chéne) » mais cette différence reste non significative.
Il n’y a pas d’effet fongicide sur I’influx de nitrate chez le chéne lorsqu’il est seul, en revanche,
en présence de molinie, on observe une différence significative pour la concentration 0,5M.
Pour la molinie I’effet fongicide impacte significativement 1’influx de maniére négative quand
elle est seule a une concentration de 0.5M, ou mélangée avec un chéne et a faible concentration
(0.05M), dans les autres cas, il n’y a pas d’effet significatif.
L’absorption racinaire de ’ammonium (Tableau I1) par le chéne n’est pas significativement
différente pour les concentrations 0.5 et 1.5M tandis qu’a faible concentration d’ammonium
(0.05M), I’absorption du chéne en présence de la molinie diminue.
Pour la molinie, il n’y a pas d’effet significatif de la présence du chéne sur 1’absorption
d’ammonium mais on peut remarquer que les influx sont plus importants que lorsqu’elle est
seule.
Pour le chéne avec un voisin (molinie), on observe une diminution de I’influx d’ammonium en
présence du fongicide pour les concentrations de 0.05M et 0.5M Cependant quand le chéne est
seul I’influx a tendance a augmenter avec le fongicide. L’absorption de la molinie quant a elle,
diminue significativement avec le fongicide quand elle est seule a une concentration de 0.5M
et quand elle est avec un chéne a une concentration de 0.05M. Pour les autres concentrations
I’effet est non significatif mais on peut voir une tendance a la diminution de 1’absorption
d’ammonium avec le fongicide.

Chéne Molinie
Fongicide Concentration Seul Molinie Seule Chéne
0,18 £ 0,02 0,17 £ 0,02 0,59 + 0,04 0,53 + 0,06
005M a a a a
A A A B
0.36 £ 0.06 0,31+0,03 1,41+0,11 1,17 +0,16
0 05M a a a a
A A B A
0,64 £0.08 1,09 +0,10 2,55+0,14 2,06+0,11
15M a b a a
A A A A
0,25 +0,03 0,23 £ 0,04 0,40 + 0,04 0,33 +0,05
0,06 M a a a a
A A A A
0,38 £ 0,06 0,45 + 0,04 0,82 +0,08 1,16 £ 0,05
X 05M a a a a
A B A A
1,40 £0,20 1,22 +0,10 1,89 +0,19 3,76 +£1,01
15M a a a a
A A A A

Tableau I. Influx de nitrate (nmoles 15NO3-.h-1.g-1 MS racinaire) mesurés pour trois
concentrations (0.05, 0,5 et 1.5M de NO3-) a partir de racines excisées chez le chéne et la
molinie avec ou sans voisin et avec (X) ou sans fongicide (0). Chaque valeur correspond a
la moyenne + erreur-standard, n=6. Pour une ligne donnée, les valeurs suivies par une lettre
minuscule différente sont significativement différentes (P-value < 0,05). Pour une colonne
donnée, les valeurs suivies par une lettre majuscule différente sont significativement
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Fongicide Concentration Seul Molinie Seule Chéne
4,73+£0,08 2,44 +0,22 7,06 + 0,50 3,54 £ 0,53
0,06 M a b a a
A B A B
57,35+ 2,25 59,88 + 3,57 40,27 £4,15 27,52 £ 2,70
0 05M a a a a
A B B A
100,81 +5,90 107,91 +5,97 89,10 + 3,69 44,87 £1,54
15M a a a a
A A A A
13,54 + 6,03 0,31+0,03 5,23+0,42 1,14 +0,19
0,056 M a a a a
A A A A
46,69 + 5,65 32,43 +1,92 27,46 + 3,06 16,22 +1,74
X 05M a a a a
A A A A
123,29 + 8,60 108,67 + 5,65 53,83 £2,55 38,08 £2,61
15M a a a a
A A A A

Tableau II. Influx d’ammonium (nmoles 15NH4+.h-1.g-1 MS racinaire) mesurés pour
trois concentrations (0.05, 0,5 et 1.5M NH4+) a partir de racines excisées chez le chéne et
la molinie en peuplement pur ou en mélange et avec (X) ou sans fongicide (0). Chaque
valeur correspond a la moyenne * erreur-standard, n=6. Pour une ligne donnée, les valeurs
suivies par une lettre minuscule différente sont significativement différentes (P-value < 0,05).
Pour une colonne donnée, les valeurs suivies par une lettre majuscule différente sont
significativement différentes.

Globalement, I’effet fongicide et I’effet voisin sont difficilement mis en évidence dans les
mesures d’influx, contrairement aux données de biomasse. Les valeurs d’influx de nitrate sont
plus importantes pour la molinie, et a I’inverse, le chéne présente des valeurs d’influx
supérieures a la molinie pour ’ammonium.

La molinie semble plus sensible au fongicide que le chéne, notamment dans le cas des analyses
d’influx.

Discussion

A. Croissance des parties aériennes PA in situ en fonction de la densité de molinie et
de la lumiére :

Les résultats n’ont pas montré d’effet significatif de la densité de molinie ou de la lumiére
sur la croissance aérienne du chéne. Toutefois, une tendance est observée chez les deux
espéces : plus la densité de molinie est importante, plus la croissance des parties aériennes est
faible. Ceci suggére que la molinie a un effet négatif sur le développement du chéne
(compétition interspécifique), mais aussi sur son propre développement (compétition
intraspécifique). Ces mémes résultats ont été obtenus par Vernay en 2017, sur les interactions
chéne et canche, une graminée semblable a la molinie. Il avait également mis en avant que
I’effet de compétition intraspécifique pouvait contrebalancer [’effet de compétition
interspécifique : en exercant une action négative sur sa propre croissance, la molinie devient
moins nocive pour le chéne, permettant a I’arbre de mieux se développer (Vernay 2017). Il
s’agit d’un phénomene d’auto-régulation de 1’espéce la plus compétitive (Chesson 2000).

Plusieurs sont les difficultés du milieu de la forét de Vierzon, I'absence de pente dans toute
la partie nord de la forét, I'imperméabilité du sol a faible ou trés faible profondeur rendent le
drainage trés délicat et conduisent a une persistance d’une nappe d’eau méme dans la période
la plus chaude en été. De ce fait suite a des orages prolongés jusqu’au mois de juin et une
canicule en juillet, le chéne rencontre des difficultés a se développer dans un sol engorgé d’eau
et pauvres en minéraux. Ajoute a cela, la présence d’un tapis dense de molinie di a l'acidité du
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sol favorisant le développement de 1’herbacée entraine d’importants échec de régénération en
forét de Vierzon.

Concernant la luminosité, ces résultats préliminaires ne permettent pas d’établir un lien
entre lumiére et croissance des espéces. Des analyses complémentaires seront effectuées a
I’automne pour définir de maniére plus précise les niveaux de lumiére a chaque point. De plus,
les plantes seront récoltées pour déterminer leur biomasse et leur taux de mycorhization. En
effet, en milieu forestier, Hengodage et al. ont remarqué que la colonisation mycorhizienne des
racines de canche augmentait aprées une récolte d’arbres et ce résultat était positivement corrélé
avec la teneur en azote dans les parties aériennes (Hengodage et al. 2016) . Ceci suggere un
effet positif de la lumiere sur la colonisation des racines (Konvalinkova and Jansa 2016) et le
role important des champignons dans 1’absorption de nutriments tel que 1’azote (Govindarajulu
et al. 2005), pouvant étre transférés vers la plante.

B. Croissance des parties aériennes (PA) et systéemes racinaires (SR) en pot en
fonction de présence ou absence d’un voisin ou d un fongicide

Dans les écosystéemes forestiers, la régénération et la croissance des arbres sont sous la
dépendance de leurs associés fongiques, c’est-a-dire que les arbres croissent moins bien en
absence des mycorhizes. En effet les plantes non mycorhizées n’assurent pas une nutrition
compléte en éléments minéraux comme 1’azote, au départ elles se développent difficilement
pendant la premiere année et parfois la deuxiéme année, et souvent elles meurent (F. LE
TACON 1997).

Ce qui précéde va nous permettre de tenter d’expliquer comment, dans nos résultats, un
traitement fongicide sur le chéne et la molinie peut entrainer un effet dépressif significatif sur
le développement de leurs parties aériennes et de leurs systemes racinaires. Le fongicide,
Cherokee, a été utilisé dans le but d’agir sur les mycrohizes du chéne et de la molinie, afin
d’observer le role de cette symbiose dans la croissance et les interactions entre les deux especes.
Les analyses de biomasses mettent en évidence un effet négatif du fongicide sur la croissance
des plantes et ceci est particulierement marqué chez la molinie. Or, les espéces dont les
capacités racinaires sont suffisantes pour leur croissance n’investissent pas d’énergie pour les
symbioses mycorhiziennes. Les communautés fongiques et leur fonctionnement dépendent de
I’environnement (Zangaro et al. 2012, Holste et al. 2017). La molinie fait partie des especes
ayant de fortes capacités d’absorption (Persson and N&sholm 2001). 1l est donc probable que
I’effet négatif du fongicide soit li€é a une action herbicide plutdét qu’a une diminution
significative de la quantité de mycorhizes.

Cet effet toxique de la substance propiconazole a aussi été observé dans les études de
Calonne et al. (2011) qui ont déduit que ce fongicide avait des effets secondaires sur les deux
partenaires de la symbiose : Rhizophagus irregularis, un champignon mycorhizien et les racines
de chicorée transformées. Il a provoqué une diminution de la longueur et 1’épaisseur du systéme
racinaire de la chicorée. Ces changements morphologiques sont liés a une diminution de la
teneur en stérol en affectant sa biosynthése dans les racines.

Par ailleurs des effets néfastes du propiconazole ont éte signalés sur la croissance des plantes et
la production de spores par Nemec en 1985.

En plus de I’effet négatif du fongicide sur la croissance, un effet voisin a été observe:
en présence de molinie, la biomasse du chéne a tendance a étre moins importante que lorsque
le chéne est seul, suggérant un phénoméne de compétition de la molinie vers le chéne. A
I’inverse, en présence de chéne, la molinie a une biomasse 1égérement supérieure a la modalité
« sans chéne », suggérant un phénomene de facilitation du chéne vers la molinie (Bruno et al.
2017).En effet la molinie se développe mieux en présence du chéne (Fernandez 2015) et grace
a son systeme racinaire plus dense et a sa croissance rapide, elle peut bien explorer le sol et
avoir un acces aux ressources. En méme temps elle intervient dans 1’inhibition de la croissance
du chéne probablement en libérant des composes toxiques modifiant la mycorhization du chéne
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VU que dans nos résultats en absence de fongicide (donc présence de mycorhize) la croissance
du chéne été inhibée dans la modalité mélangée avec une molinie.

Ces résultats sont vérifiés par plusieurs études comme celles de Mallik, 2002; Mallik et
al., 2016, qui ont suggéré que la défaillance dans la régénération d’arbres forestiers était le
résultat de la présence d’espéces du sous-étage dont la densité est importante et qui ont un effet
allélopatique sur les racines des arbres voisins.

Jensen et al., 2011 ont aussi confirmé pour des chénes agés de 2 ans que leur croissance
a diminué a cause de la végétation compétitive environnante et de la disponibilité réduite de N.
Thiffault et al. 2004, ont démontré que les éricacées pouvaient constituer un obstacle au
développement des semis en diminuant la disponibilité des ressources dans le sol, en exercant
des effets phytotoxiques sur 1’environnement des semis et en influengant la colonisation
mycorhizienne. Des analyses du taux de mycorhization seront donc effectuées sur les plants de
chéne et de molinie en forét de Vierzon afin de déterminer 1’impact de la présence de molinie
sur les mycorhizes du chéne.

C. Influx racinaire du nitrate et de 'ammonium

L’absorption du nitrate (NO3") est trés faible par rapport a celle d’ammonium (NH4") pour
les deux especes. Cette différence d’absorption entre les deux formes azotées peut s’expliquer
par le gradient électrochimique qui se trouve de part et d’autre de la membrane plasmique des
cellules racinaires. Ce gradient est favorable pour I’entrée des cations tel que I’ion ammonium
(NH2") tandis quil est défavorable pour les anions comme I’ion nitrate (NO3") vu qu’il présente
une réaction thermodynamique et nécessite une forte dépense d’énergie par les systémes
d’influx pour lutter contre le gradient électrochimique (le transport d’une mole de nitrate
nécessite au moins deux moles d’ATP) (Mata et al. ; 1999).

Dans d’autres études, il a été montré que la présence de NH4" altérait la captation de NO3°
par les plantes non mycorhizées (Kronzucker et al., 1999; Gruffman et al., 2014).

En fonction de la modalité seul ou avec un voisin, dans nos résultats, il est suggéré que le
chéne seul et la molinie seule absorbent le nitrate et I’ammonium mieux que quand ils sont
melangée. Le fait qu’il y’ait une diminution du taux de capture racinaire de 1’azote quand le
chéne et en mélange avec la molinie suggere 1’existence d’une compétition entre les deux
especes. Cette compétition reste faible vu la densité de la molinie. Papon (2016) sur la
compétition chéne-molinie pour ’azote, a montré que pour un faible niveau d’intensité de
compétition (chéne avec une molinie), I’absorption difféere peu entre les deux especes,
cependant plus I’intensité de compétition augmente (chéne avec deux molinies ou plus), plus
I’absorption différe entre les deux espéces et la compétition devient plus marquée. On peut
noter aussi qu’outre la compétition, la molinie peut avoir aussi un effet allélopathique sur les
mycorhizes du chéne influant ainsi sur 1I’absorption de 1’azote. Reigosa (1999) a montre que les
composés allélochimiques peuvent produire des changements dans la compétition par
exploitation en diminuant I'absorption racinaire en inhibant les mycorhizes associés aux racines
de la plante cible.

Mais ceci reste une hypothese car dans nos résultats les variations ont été tres faibles et non
significatives.

Suite & I’application de fongicide, une diminution de I"influx racinaire a été observée pour

la molinie dans les deux modalités seule et mélangée tandis que pour le chéne seul, I’influx a
augmenté. Ceci peut étre expliqué par I'effet dépressif du fongicide sur les mycorhizes des
racines de molinie (endomycorhizes) aboutissant ainsi a une faible assimilation de I"azote.
Par ailleurs cet effet peut étre considéré aussi comme toxique pour la molinie, modifiant la
morphologie de son systéme racinaire. Il inhibe son développement (elle devient incapable
d’explorer le sol a la recherche de 1’azote) et aussi son pouvoir compétitif d’ou la meilleure
absorption observée pour le chéne.
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Dans I’étude des influx sur racines excisées, les résultats reflétent principalement
I’activité des systémes de transports. Les influx d’ammonium du chéne et ceux de nitrate de la
molinie ne permettent pas de conclure a un effet net de la présence de fongicide ou d’un voisin.
En revanche, les influx de nitrate du chéne a concentration 1,5M sont plus importants en
présence de fongicide. Ceci suggere que les systémes de transports LATS sont plus actifs
lorsque les racines ne sont pas mycorhizées. D’aprés les éléments de la bibliographie, les
mycorhizes favorisent I’absorption d’azote, il est donc probable qu’en leur absence, les
transporteurs soient plus actifs pour assurer la nutrition de la plante.

Les influx d’ammonium de la molinie sont supérieurs lorsque la molinie est seule,
suggérant que les systémes de transports sont plus actifs que lorsqu’elle est avec un chéne. Or,
d’apres les résultats de biomasse, la molinie a une croissance supérieure en présence de chéne.
Ceci peut étre di au fait que la présence du jeune arbre facilite son accés aux ressources. D’aprés
les premiers résultats de la thése de Fernandez, il y a un transfert d’azote du chéne vers la
molinie. 1l est probable que celui-ci agisse comme un fertilisant pour la molinie, expliquant
qu’elle mette moins d’énergie dans le fonctionnement des systémes de transports, et plus dans
la croissance.

Conclusion et perspectives

L’objectif de cette ¢tude était de s’intéresser a la réponse structurale et fonctionnelle du
chéne en compétition avec la molinie pour les ressources naturelles du sol et notamment I’azote
minéral (NO3™ et NH4™).

Les résultats acquis montrent pour I’expérimentation in situ que les conditions du milieu
de la forét domaniale de Vierzon sont favorables pour le développement de la molinie,
cependant elles dégradent assez fortement la régénération des plantules de chéne en ralentissant
leurs croissances en longueur et en diameétre, et ainsi elles empéchent la reconstitution de la
forét.

Pour les résultats en pots, 1’ajout d’un fongicide a altéré la morphologie racinaire et
aerienne de la molinie et du chéne quand ils sont en modalité seule ou mélangée, et aussi il a
modifié la capacité d’absorbance de 1'influx de ces deux especes, ce qui peut étre expliqué par
une modification des mycorhizes que ce soit endomycorhize (pour la molinie) ou
ectomycorhize (pour le chéne) par le traitement fongicide, ou par un effet toxique de ce dernier
sur les racines des plantes et surtout sur la molinie en réduisant son pouvoir compétitif, entre
elle et le chéne ; d’ou la différence des niveaux d’influx observée entre ces deux espéces, ce qui
perturbe nos résultats et nous mets dans I’incertitude d’étudier les mycorhizes.

C’est la raison pour laquelle en termes de perspectives, plusieurs pistes peuvent étre

proposees:

> Réaliser un effet fongicide sur les plantules in situ et mesurer I’influx racinaire de I’azote
pour faire une comparaison avec les résultats obtenus en pot.

» Vérifier I’effet toxique ou non du fongicide propiconazole sur les racines du chéne et de
la molinie.

> Il serait intéressant de faire un comptage du taux de mycorhization au niveau des racines
pour déduire 1’origine de la diminution de la croissance et la variation des niveaux
d’influx d’azote minéral (NO3" et NH4").

» Réaliser I’analyse morphologique de la racine afin de regarder si les longueurs et les
diametres des racines sont aussi victimes du traitement fongicide.

» Prendre 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 1’écosystéme
du sol, d’autres ¢éléments azotés pouvant étre absorbés par la plante sont a prendre en
compte, tels que les acides aminés
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racines foncées sont mortes ou en cours
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Annexe 1 : Fiche de reconnaissance des racines de chéne et de molinie (Papon 2016)
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Annexe 2 : Succession des étapes et dispositif expérimental mis en place pendant et apres
le marquage. Le trait pointillé sépare les analyses fonctionnelles (en haut) des analyses
structurales (en bas). Cette méthodologie a été utilisée pour le chéne et pour la molinie.
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ANNEXE 3 : Les placettes de plants de molinie et de chéne a 4 niveaux de lumiére différents :
de 0a20°C « lumiére trés faible », de 20 a 40°C « faibles », de 40 a 60°C « moyenne », de 60

a 90°C «forte »
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