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Résumé

De nombreux auteurs ont montré que les stomates répondaient a la différence de pression de
vapeur feuille-air et le Pin maritime semble montrer une réponse a ce facteur. Pour étudier le
controle hydraulique du fonctionnement stomatique chez le Pin maritime, nous avons mesuré
en laboratoire la réponse stomatique a la différence de pression de vapeur feuille-air et au
potentiel hydrique foliaire d’aiguilles sur des pins maritimes de 8 ans, en controlent chacun de
ces facteurs. Ces mesures ont ét¢ complétées par une caractérisation de la courbe pression —
volume des aiguilles et des observations anatomiques de coupes transversales d’aiguilles a
différents niveaux de déshydratation. Nous avons comparé ces mesures la courbe de
vulnérabilité a la cavitation établie sur les mémes arbres par la méthode de centrifugation.
Nous montrons que la différence de pression de vapeur d’eau entre ’air et la feuille et la
transpiration n’ont pas d’action directe sur I’ouverture stomatique. Par contre, la baisse du
potentiel hydrique foliaire entre -1.6 et -2.0 MPa provoque la fermeture stomatique
indépendamment des conditions de transpiration ou de différence de pression de vapeur de
I’air. Le pin maritime présente par ailleurs une vulnérabilité relativement faible a la cavitation,
atteignant 20% de perte de conductivité caulinaire a un potentiel de -3.0 MPa. La chute de
conductance stomatique au potentiel hydrique seuil s’accompagne d’une chute de la
conductivité¢ axiale apparente des aiguilles et de la perte de turgescence des tissus foliaires
sans qu’une manifestation anatomique spécifique soit détectée. La fermeture stomatique
intervient précocement a un potentiel supérieur de 1.0 a 1.5 Mpa aux déclenchements du

collapsus du xyléme foliaire et de la cavitation du xyléme caulinaire.
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Introduction.

La présence de stomates, ensemble de cellules épidermiques spécialisées délimitant un pore
ou ostiole mettant en relation le milieu interne d’un organe végétal et I’atmosphére
environnante, est une adaptation a la vie terrestre des végétaux supérieurs permettant la
régulation des échanges gazeux de CO, et de vapeur d’eau. Actuellement les mécanismes mis
en ceuvre a 1’échelle des cellules stomatiques pour contréler I’ouverture des stomates sont
bien établis. L’ouverture et la fermeture des stomates dépendent de la différence de pression
de turgescence entre les cellules de garde et les cellules voisines (Franks et al 1998, Franks et
al 2001). Les facteurs environnementaux qui induisent cette réponse et la fagon dont les
cellules stomatiques pergoivent ces signaux restent mal connus (Franks 2003).

Pendant les trois derni¢re décennies, le comportement des stomates a été étudi¢ d’une part
pour comprendre leur fonctionnement (Schulze et al 1972, 1986, Mott & Parkhurst 1991,
Meinzer & Grantz 1991, Monteith 1995, Saliendra et al 1995, Bunce 1997, 2000, Meinzer et
al 1997, Heath 1998, Day 2000, Maherali et al, 2003, lio et al 2004, Brodribb & Holbrook
2005) et d’une autre pour modéliser la régulation biologique des échanges de vapeur d’eau et
de CO; par les facteurs de I’environnement (Jarvis 1976, Tardieu & Davies 1992, Leuning
1995, Jones 1998, Gao et al 2002, Dewar 2002, Buckley & Mott 2002, Buckley, Mott &
Farquhar 2003). Les stomates répondent a plusieurs facteurs externes (Schulze 1972, 1986,
Mott & Parkust 1991, Meinzer & Grantz 1991, Monteith 1995, Meinzer et al 1997, Frank et
al 1997, Lawson et al 2003, Macfarlane et al 2004) que 1’on peut classer en deux grands
groupes, les facteurs qui affectent directement la photosynthése comme la lumiére et la teneur
en CO; atmosphérique ,et ceux qui affectent le fonctionnement hydrique des stomates, donc
les plus importants sont 1’écart de pression entre la feuille et I’air (VPDaf) et le potentiel
hydrique foliaire (\V)).

Les plantes répondent a la sécheresse atmosphérique, augmentation du VPD,;, en réduisant
I’ouverture de 1’ostiole ce qui diminue la conductance stomatique a la diffusion de vapeur
d’eau (Schuze 1972, 1986, Meinzer & Grantz 1991, Montheith 1995, Mott et al 1997, Bunce
1997, 1998, Heath 1998, Jarvis & Davies 1998, Day 2000, Mott & Franks 2001, Maherali et
al, 2003, Tio et al 2004) ce qui a été vérifié¢ dans le cas du Pin maritime (Loustau et al 1990,
Loustau et al. 1996, Delzon et al 2004). La plupart de ces ¢tudes montrent un effet de
feedback hydraulique expliqué par 1’action du VPD,;; sur la transpiration et sa répercussion
sur le statut hydrique des cellules de garde. Schulze et al (1972), Farquhar (1978) ont aussi

montré une action directe, ou feedforward, du VPD,; sur les stomates. Plus récemment,



Comstock et Mencuccini (1998) ont constaté que la réponse stomatique au VPD, est
supprimée chez des plantes dont la partie souterraine est maintenue a un potentiel hydrique
positif.

L’effet du potentiel hydrique sur la conductance stomatique a aussi ét¢ abondamment étudié
(Reich & Hinckley 1989, Irvine et al, 1998, Oren et al 2001, Mediavilla & Escudero 2004).
La majorité de ces études, comme Loustau et al. (1990) chez le Pin maritime ont montré un
effet du potentiel de base sur la conductance maximale. L’effet du potentiel hydrique foliaire
instantané en conditions naturelles a également été étudi¢ chez différentes espéces tempérées
et tropicales (Dang et al 1997, Brodribb & Holbrook 2003, 2004). Brodribb et Holbrook
(2003, 2004) montrent que la conductance stomatique diminue de fagcon brutale quand le
potentiel hydrique foliaire atteint une plage relativement étroite de valeurs négatives et que
cette plage de valeurs critiques varie entre les especes et au cours de la saison. Ces études en
conditions naturelles ne permettent néanmoins pas de discriminer 1’action des facteurs
environnementaux de celles des stimuli internes, car il existe en particulier une forte
corrélation entre le potentiel hydrique foliaire et le VPDar (Squire 1978, Bonal & Guehl
2001, Major & Johnsen 2001, Villagrosa et al 2003).

Une hypothése, désormais classique, avancée pour expliquer la fermeture stomatique
considére que la régulation stomatique limite la déshydratation pour protéger I’intégrité de
son systeme de conduction xylémien en évitant la cavitation. Plusieurs études ont ainsi montré
que la fermeture stomatique se produit avant le potentiel auquel apparait ’embolisme du
xyleme (Raven 2002) du a la cavitation. Cependant, la marge de sécurité¢ hydrique ménagée
par la fermeture stomatique est variable d’une espeéce a l'autre et il semble bien que la
fermeture stomatique chez certaines especes n’ait en fait pas de relation fonctionnelle avec la
cavitation du xyléme. Cochard et al. (2004b) ont montré que dans le cas de 4 espéces de
coniféres, le xyléme foliaire s’écrase sur lui-méme ce qui réduit sa conductivité hydraulique,
et ce a un potentiel plus ¢élevé que celui provoquant la cavitation du xyléme. Ce collapsus des
trachéides foliaires a également été observé par Brodribb & Holbrook (2005) dans les
trachéides transversale des feuilles de Podocarpus. Une hypothése récente fait ainsi jouer au
collapsus un role dans la fermeture stomatique, sur la base que cet événement cause une
diminution la conductivité du xyléme et donc une chute du potentiel hydrique foliaire.

L’objet principal de notre étude était de discriminer dans le comportement stomatique du Pin
maritime la réponse au statut hydrique foliaire de la réponse a la différence de pression de
vapeur entre la feuille et I’atmosphere et d’explorer les hypothéses de régulation stomatique

de la cavitation et du collapsus du xyléme foliaire chez cette espéce. Nous avons basé notre



¢tude sur la mesure de la réponse des échanges gazeux d’aiguilles de pin maritime au VPDup
et au potentiel hydrique sur rameaux détachés et en conditions controlées et sur I’observation
des caractéristiques hydriques et anatomiques des aiguilles mesurées. Pour cela, nous avons
mis au point une méthode de contréle du potentiel hydrique foliaire de rameaux entiers au
laboratoire et mis en ceuvre des méthodes, de mesure rapide de la cavitation, ainsi que
d’observation anatomique par microscopie a ¢épifluorescence sur échantillon d’aiguilles

congelées.



Matériel et Méthode.

Matériel Végétal

L’ensemble des mesures a été réalisé sur des rameaux de Pin maritime (Pinus pinaster Ait.) ,
récoltés sur des arbres agés de 7 ans et d’environ 8 m de hauteur et 0.0835m de diametre a
1.3 m de haut, situés dans la parcelle L du domaine de I’Hermitage (INRA Pierroton), origine
verger a graines de Cabanac. Ces arbres avaient été utilisés pour la réalisation d’une
expérience de fertilisation contrdlée en 1995. Les rameaux utilisés ont été prélevés dans le
tiers supérieur de la couronne, la veille des mesures et laissés une nuit an acclimatation au

laboratoire recoupés sous eau.

Mesure du potentiel hydrique foliaire.

Les mesures de potentiel hydrique ont été réalisées en utilisant la technique des chambres a
pression de type Scholander. Au cours de nos expérimentations, nous avons mesuré le
potentiel hydrique du xyléme des rameaux échantillonnés en mesurant une aiguille
imperméabilisée par une couche d’huile de paraffine. Le potentiel hydrique a la base des
aiguilles installées dans la chambre de mesure d’échanges gazeux a ét¢ mesuré en utilisant

’aiguille « jumelle » du méme brachyblaste.

Dispositif de mesure

Pour contréler a la fois le VPDxpr et le potentiel hydrique des aiguilles, le dispositif de mesure
suivant a ¢été mis au point et utilis€. Le matin de la journée de mesures, le rameau est placé
dans un systéme de double (figure 1) en chambre climatique:

- la premiére est la minicuvette du syst¢tme de mesure d’échanges gazeux
climatis¢ CMS-WALZ (CMS-400, compagnie WALZ Effletrich, Allemagne)
ou sont placées les aiguilles sur lesquelles ont été effectuées les mesures
d’échanges gazeux,

- la seconde chambre est une enceinte mobile de tissu en coton humidifié en
permanence qui englobe 1’ensemble rameau + minicuvette et permet de
stopper la transpiration du rameau en saturant 1’humidité de I’air quand cela

est nécessaire.
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Figure 1: Dispositif de mesure utilisé.

Le CMS-400 est un systtme de mesure d’échanges gazeux de type ouvert, a chambre
climatisée. La température de la chambre de mesure est controlée a 1’aide d’un élément
Peltier. L’humidité de D’air est régulée en entrée par un générateur de point de rosée et
mesurée en sortie par un hygrometre a point de rosée avec une précision de 0.1 °C (Walz, TS-
2 Germany). L’éclairement de chacune des deux faces des aiguilles est maintenu constant a
600 pmol m™ s par deux sources de lumiére halogéne de 150 W transmise sur les deux faces
supérieure et inférieure de la minicuvette par des fibre optique. La température des aiguilles
de la minicuvette n’est pas mesurée, faute d’une sonde adéquate, mais calculée par bilan
d’énergie comme chez Delzon et al. (2005). Pour chaque série de mesure un groupe de 4 a 6
aiguilles étaient placées dans la minicuvette en prenant soin de ne pas prendre deux aiguilles
du méme brachyblaste. Aprés s’étre assuré que le rameau est réhydraté & un potentiel proche
de 0 MPA en fin de nuit, le potentiel hydrique souhaité est obtenu de la fagon suivante. Le
rameau est laissé€ en transpiration a ’air libre dans la chambre climatique sous un éclairement
de 300 pmol.m™.s™". La diminution de potentiel est suivie par mesure réguliére du potentiel
hydrique foliaire. Quand la valeur voulue de potentiel hydrique est atteinte, la transpiration du
rameau est stoppée en le recouvrant avec la chambre de tissu humidifi¢ (figure 1). Plusieurs
tests préliminaires ont montré que le potentiel hydrique du rameau peut étre maintenu a £0.05

Mpa pendant plusieurs heures.



Réponse de la conductance stomatique au différentiel de pression de vapeur air -

feuille a Potentiel hydrique constant.

Nous avons réalisé une courbe compléte de réponse de la conductance stomatique et de la
photosynthese nette au VPD4r a trois niveaux de potentiel hydrique , 0, -1.0 -1.5 et -2.0 MPa
et avec trois ou quatre répétitions a chaque niveau. Pour chaque rameau, la courbe de réponse
stomatique au VPDr a ensuite été réalisée sur 4 ou 6 aiguilles d’un an placées dans la
minicuvette du systéme climatisé¢ de mesure d’échanges gazeux WALZ CMS (Compagnie
Walz ; Effeltrich, Allemagne). Les aiguilles insérées dans la minicuvette étaient laissées
attachées au rameau dont le potentiel hydrique a été amené a la valeur négative voulue.
Chaque courbe de réponse a été faite a une concentration en CO, de 380-430 ppm, en
augmentant le VPD,;; en 7 paliers de 700 a 4500 Pa. Les VPD,;; de 700 a 3000 Pa ont été
réalisés a une température de I’air de 28 °C en variant la pression de vapeur d’eau de air
avec un générateur de point de rosée a condensation. Les VPD,;; supérieurs ont été obtenus en
déshydratant I’air a un point de rosée inférieur a 0°C (limite basse du générateur de point de
rosée) avec une colonne de silicagel en dérivation du circuit d’air principal. Le VPDy;
maximum, 4500 Pa, a été obtenu en fixant la température de I’air de la cuvette a 31°C. Les
conditions stationnaires d’échanges gazeux étaient obtenues en 30 a 45 mn a chaque palier de
VPD,;:. A chaque point de VPD nous avons mesuré le potentiel hydrique du xyléme caulinaire
du rameau sur une des aiguilles « jumelle » des aiguilles insérées dans la minicuvette. La
température des aiguilles de la minicuvette n’a pas été¢ mesurée faute d’'une mesure adéquate,

mais calculée par bilan d’énergie comme chez Delzon et al. (2005).

Réponse de la conductance stomatique au Potentiel hydrique.

Cinqg courbes de réponse au potentiel hydrique foliaire ont été¢ réalisées dans des conditions
similaires aux précédentes. Les conditions dans la chambre ont été conservées constantes a un
VPD,;; de 1000 ou 2000 Pa. Les paliers de potentiel hydrique (-0.09, -0.5, -1, -1.5 et -2 MPa)
ont ¢té réalisés comme précédemment et conservés stables pendant 30 minutes pour opérer la
mesure d’échanges gazeux. La conductivité hydraulique axiale apparente des aiguilles a été
estimée a chaque palier au cours de deux des cinq courbes de réponse par le rapport entre la
différence de potentiel (W,-P4) entre la partie distale (partie d’aiguille émergente de la
chambre a I’opposé du pétiole) et la partie proximale (estimée par le potentiel de son aiguille
jumelle imperméabilisée) d’une aiguille de la minicuvette pondérée par le flux de

transpiration de 1’aiguille, E, et la distance pétiole — minicuvette, 1 (Figure 1, eq. (1) ).



K= (¥,-Wa)/ B/l (1)

Courbe de vulnérabilité a la cavitation

Pour déterminer le potentiel auquel se produit la cavitation dans le xyléme, trois types de
rameaux on ¢été récoltés : 1) des rameaux formés en 2004 de troisiéme ordre de ramification
(Dsous ecorce = 9 mm); 2) des rameaux de deuxiéme ordre formés en 2004 (15 < Dsous ecorce < 25
mm) et, 3) des rameaux former en 2005 (Dsous ecorce = 8 mm). Tous les rameaux ont été
collectés, recoupés sous eau déminéralisée et maintenus a 1’obscurité pour étre transportés au
laboratoire d’écophysiologie de I’INRA-Clermont-Ferrand , unité P.I.A.F. ou ont ét¢é faites les
mesures avec Hervé Cochard.

Avant la réalisation des courbe de vulnérabilité a la cavitation, les rameaux ont été écorcés,
nettoyés et recoupés a nouveau sous eau. La technique utilisée a ét¢ mise au point par H.
Cochard (Cochard 2002, Cochard et al. 2005) et permet de changer le potentiel hydrique au
sein d’un axe conducteur par la force centrifuge. Les rameaux recoupés a une longueur de 26
cm sont placés dans un plateau métallique rotatif, en maintenant les deux extrémités de I’axe
dans deux récipients de volume différent. La perte de conductivité relative est estimée en
mesurant le flux d’eau circulant a travers le rameau pour une différence de pression connue.
Pour ce faire la technique consiste a mesurer la vitesse de déplacement du ménisque d’eau du
récipient contenant le plus d’eau qui se vide a travers 1’axe dans le récipient le moins rempli
car ces deux volumes d’eau sont soumis a une force centrifuge différente proportionnelle a
leur masse et leur distance a 1’axe de rotation. Les mesures de conductivité sont réalisées a
une vitesse de rotation constante, inférieure a celle atteinte lors de la mise en tension de la

colonne d’eau, correspondant a un potentiel de 1 MPa.

Anatomie foliaire.

Pour I’observation de I’anatomie foliaire, des faisceaux d’aiguilles ont été déshydratés a ’air
en laboratoire sans les séparer de leur rameau afin de conserver le lien hydraulique entre les
deux aiguilles jumelles. Le potentiel du rameau a été suivi toutes les 10 minutes, des
¢chantillons on ¢été prélevés a différents paliers de potentiel: -0.70, -1, -1.7, -2 et -2.9 MPa.

La partie apicale d’une des aiguilles (échantillon) a été congelée in situ dans de 1’azote liquide
pour les observations anatomiques. La partie basale (témoin) a été recoupée sous eau et

réhydratée. Le potentiel hydrique de I’ensemble a été mesuré sur 1’aiguille jumelle.



Les échantillons congelés ont été conservés a -36 °C jusqu’a I’observation microscopique qui
a eu lieu dans les 48 heures. Les fragments d’aiguille témoin (réhydratés) ont été observés le
jour méme de la préparation, pour éviter tout risque de modification de structure ou

composition.

Figure 2: Coupe d’aiguille. Ep) Epiderme, Cu) Cuticule, TT) Tissue de transfusion, CR)
Canal de résine, En) Endoderme, Xy) Xyléme, Phl) Phloéme, TC) Tissue
chlorophyllien (Mauseth 1998).

Les observations ont été réalisées sur un microscope Olympus (modéle BH2-RFCA,
Allemagne) équipé d’un systeme d’épifluorescence, qui permet de distinguer les tissus
contenant de la lignine des tissus non lignifiés et la présence de chlorophylle. Les échantillons
congelés étaient placés sur un porte-objet métallique avec un réservoir d’azote liquide
permettant d’effectuer les coupes et les observations en maintenant I’échantillon congelé.

Sur le témoin les observations ont été réalisées sur le méme porte-objet a température

ambiante.

Mesure Courbe Pression Volume.

Pour les mesures des paramétres hydrauliques des aiguilles, deux groupes de courbe pression
volume ont été réalisés, une premicre partie a la fin de I"hiver pour déterminer la meilleure
fagon de travailler et un autre groupe en paralléle avec les mesures d’échanges gazeux.

Ces courbe ont été réalisées selon une méthode dérivée de celle de Tyree & Hamel (1972), ou
sont déterminés pour un groupe de 40 aiguilles le poids frais, le poids sec, le poids frais a
différent potentiel hydrique, en les déshydratant de fagon graduelle. Chaque aiguille

individuelle n’est mesurée qu’une seule fois. On a déterminé les différentes composantes du



potentiel hydrique des aiguilles et la fraction d’eau des aiguilles apres ajustement d’une

courbe de réponse de 1/ a la teneur relative en eau.

Mesure N, P, Chlorophylle foliaire

Les teneurs en azote, phosphore et chlorophylle foliaire ont été déterminées avec C Lambrot
(Laboratoire d’Analyses Végétales de I'unit¢ EPHYSE) pour toutes les aiguilles utilisées pour
les courbes de réponse au VPD,; et au Potentiel hydrique foliaire, suivant les méthodes
standard du laboratoire, voir par exemple Delzon et al. (2004). Pour ces déterminations, le
matériel végétal a été préleveé et congelé a -36 °C immédiatement apres la fin des mesures et
jusqu’au moment de la détermination. La détermination a été réalisée par extraction et

colorimétrie.
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Résultats.

Réponse des échanges gazeux foliaires au VPD .

Les résultats montrent qu’il existe une interaction entre les effets du potentiel hydrique
foliaire et le VPDar (figure 3). La valeur maximale de conductance stomatique est de 140
mmol m™ s'l, obtenues a de valeurs intermédiaires de VPDar entre 1500 et 2500 Pa. La figure
4 résume la réponse stomatique moyenne au VPDar obtenue a trois niveaux de potentiel

hydrique pour I’ensemble de I’échantillon mesuré (n=10 rameaux).

200
200 15 4
1 Y=0,1 MPa 180
> ’ 35 160
_ I3 S S S e 3 12 —~ 12 o =
= 150 . Z g 35 & o
@ ols o
g 018:’&'0 = 9 o 1 250 E 120
s S A 0 £ S 0~ E 9 100
o] OF Q 8 G g
§ 100 7 5 g - 29 I
z o 3 g s
5 6 2 E 6 - 158 E
£ H] E . E
E g o o E g
= -0-gs 2 w 4 O-p 1w 40
o 50 = <
- —eh 8 20
2 05
0
0 0
0 0 4 200
200 * 14 ? 180
\ Y=-1,26-167 MPa] 35 /O\Q
160 - \
. 12 o \
IS .. 12_ - \ 3 = = a
< 150 - < % \ 5 % 140 5
b O, & & 10 | I §
P S . § £ | 259 ¥ 120 ;
£ N 9 ¢ S s a, . 3 £
S o, . N e
g 100 °© 5 o b — . 2 g 10 g
S 3 B SN * z 35 g /
2 . 63 E 6 o - J
k g £ ¢ 0--0 5
£ [N E o -0 E = g
% 50 o < < 4 1w %
3 40
2 05 20
0 0 o .
200 15 14 4 28
Y=-2,00 MP 180
=2, a
2= 2 35’\ — 160
e @ % 10 3% @ 140
S K .
£ o ¢ £ 259 £ 120
o o 8 o}
g 100 S g 28 & 100
B 8 T 8 £
g 6 g g ° 159 g oo
< 3 £ £ E 60
2 50 o £
m Sy 3 < < 1w % 40
R S 2 05 20
o OOy O o PP . ® o X
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000 0 E(mmolHZg) m-2.s1) 3 4
VPD FA(Pa) .m2.
VPD FA(Pa)

Figure 3 . Exemple des réponses de la conductance stomatique (gs), photosynthése nette
(A), lefficience de l'eau instantanée (A/E) a la différence de pression de
vapeur d’eau air-feuille (VPDAF) a différents niveaux de potentiel hydrique
foliaire, et relation conductance stomatique — transpiration obtenue.

Les courbes de réponse de la conductance stomatique et de I’assimilation suivent une méme
forme ce qui confirme que la photosynthése est seulement limitée, dans cette expérience, par
la concentration interne en CO, et donc par gs.

Au niveau ¢élevé de potentiel hydrique, la conductance stomatique se montre peu sensible au
VPD,p et la transpiration augmente linéairement avec le VPDr alors que Iefficience de I’eau
instantanée diminue suivant une forme parabolique. La conductance stomatique est insensible

au niveau de transpiration. Au niveau intermédiaire, le potentiel hydrique n’a pas pu étre
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maintenu stable et on a observé une chute de potentiel foliaire qui passait typiquement de -0.8
a faible VPDar a -1.6 MPa a fort VPDar. A ce niveau, ’effet du VPDar est donc
difficilement séparable de I’effet possible du potentiel hydrique foliaire. La conductance
stomatique montre une réponse en «cloche» avec un maximum vers 1500Pa et une diminution
aux plus forts VPDag. La transpiration augmente jusqu’a environ 2500 Pa et diminue ensuite
et la relation gy — £ montre une succession de trois phases, une phase de légére augmentation
a faible transpiration, suivie d’une diminution de g a E croissant et enfin d’une diminution de
gs et E, bien décrites par Monteith (1995).

Pour les courbes obtenues a un potentiel hydrique de -2 MPa, la conductance stomatique est
tres faible et ne montre pas de réponse. Les autres variables 4, E et A/E prennent aussi des

valeurs trés faibles.
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Figure 4 : Relation conductance relative moyenne et différence de pression de vapeur
Feuille-Air (VPDAF) a trois niveaux de potentiel hydrique, -0.09, -0.8 a -1.6 et
-2 MPa. Et potentiel hydrique des mémes mesures. Chaque symbole
représente la valeur moyenne de trois rameaux, les barres donnent |'écart
type de la valeur moyenne. Sur le diagramme -0.8 -1.6, les valeurs
moyennes de potentiel hydriqgue mesuré sont indiquées. Pour les autres
graphes, les variations de potentiel hydrique entre deux niveaux de VPDAF
étaient inférieures 0.05 MPa.
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Courbe de réponse de la conductance stomatique au potentiel hydrique foliaire.

Les courbes de réponse de g; au potentiel hydrique montrent que les stomates se ferment de
fagon brutale dans une plage de potentiel variable entre -1,6 et -2 MPa selon les répétitions
opérées. A des potentiels inférieurs, gs conserve une valeur proche de la valeur maximale
tandis qu’en dega g est minimale (illustration pour deux rameaux a différents VPDr figure
5). Cette réponse semble plus brutale a faible VPDar mais une seule répétition a ce niveau de

VPDyr a été faite.
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Figure 5 : Réponse de la conductance stomatique au potentiel hydrique du xyléme a deux valeurs de différence
de pression de vapeur feuille air (VPDgg).

Courbe de vulnérabilité a la cavitation.

La courbe obtenue présente une allure classique. Nos résultats montrent que les rameaux
utilisés subissent une perte de 50 % de conductivité a une valeur de potentiel hydrique entre
-3.5 et -4.0 MPa (figure 4) et de 90 % vers -4.5 MPa (figure 6). Les différents rameaux
montre le méme comportement indépendamment du niveau de développement ou de la
section. Nous avons reporté sur le méme diagramme la réponse stomatique au potentiel
hydrique pour tous les plants mesurés (n=5) et la courbe de vulnérabilité (figure 7). Cette
représentation permet de réaliser que la fermeture stomatique intervient a prés de 1 MPA au

dessus du seuil de 20 % de perte de conductivité (a -3 MPa).

13



100
LI S
X 901 . = Tige 2004
0 80 - i A Portion de tige
%‘ 70 - ® Tige en Croissance
© °
5 60 - .
e _\
;2 50 + A
2 40
g _\
i 30 - m .
8 20 ol
)
S 40 | : . -A
= "o
S 0 ‘ ‘ ‘ ) af o
-6 -5 -4 -3 -2 -1 0
Potentiel Hydrique du xyleme (MPa)
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mesuré a -0.5 MPa.
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Déformation anatomique foliaire

Les aiguilles réhydratées montrent une proportion assez stable de des surfaces de section
transversale des tissus foliaires : la partie la plus importante est le mésophylle (prés de 50 %),
suivie du tissu de transfusion (prés de 35 %), le reste étant répartie entre épiderme,
endoderme, cuticule, xyléeme et phloéme. Nous n’avons pas détect¢ de déformation pariétale
évoquant un collapsus des trachéides du xyléme pour des potentiels aussi négatifs que -2.5
Mpa. Les aiguilles étudiées montrent une déformation au niveau des tissus internes a
I’endoderme au fur et a mesure que I’aguille se déshydrate (potentiels hydriques plus négatifs)
(figure 8). Tout se passe comme si ’aiguille s’écrasait radialement sur elle-méme, on note en
particulier que la face plane de I’aiguille , Iégérement convexe a 0 MPa devient concave a -2.0

Mpa..

Figure 8 : Coupes transversales d’aiguille a différents niveaux de potentiel hydrique
foliaire, vues en microscopie a épifluorescence a grossissement 10: a) 0 MPa,
b) -1 MPa c) -1,60 MPa d) -2 MPa e) -2.9 MPa.
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La compression de tissu se fait en plus grande partie suivant I’axe radial alors que les

dimensions en largeur de 1’aiguille sont a peu prés constantes.

Conductivité axiale foliaire

Les mesures de potentiel hydriques ont été réalisées lors de 25 mesures d’échanges gazeux
sur 6 des rameaux utilisés. Bien que cet effectif d’échantillonnage ne permette pas de donner
une signification statistique a nos résultats, nous observons une chute brutale de conductivité
hydraulique apparente a un potentiel hydrique inférieur a -1.4 MPa. La différence de potentiel

hydrique entre la base et I’extrémité distale de I’aiguille pouvant alors atteindre 0.2 MPa.

Azote, Phosphore et chlorophylle foliaire.

Les teneur en d’azote, phosphore et chlorophylle sont stables durant toute la série de mesure

et en accord avec les teneurs typiques pour cette espece (figure 6 et 7).

Courbe Pression Volume.

La figure 8 représente les deux familles de courbe 1/ potentiel hydrique — teneur en eau
¢établies en mars et mai 2005 (diagramme de Hofler modifié). Les deux courbes, d’allure
classique, sont similaires et permettent d’estimer le potentiel osmotique a pleine turgescence a
une valeur comprise entre -1.1 et -1.3 MPa . La perte de turgescence est observée a des
valeurs de teneur relative en eau proches de 0.9 ou le potentiel osmotique est compris entre -

1.6 et -1.8 MPa.
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Figure 8 : Courbes potentiel (1/¥) - teneur en eau obtenues avant et pendant les

mesures d'échanges gazeux sur un échantillon de 40 aiguilles prélevées sur les
mémes arbres. Chaque symbole représente une mesure une aiguille
différente. Les droites de régression donnent la variation de 1/ 11 avec la
teneur en eau. La courbe décrivant la variation non linéaire de 1/¥ avec la
teneur en eau correspond a la zone de turgescence.
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Discussion Conclusion

La différence de pression de vapeur d’eau entre ’air et la feuille et la transpiration n’ont pas
d’action directe sur 1’ouverture stomatique. Ceci a déja été observé sur des plantes maintenues
a des potentiels positifs (Comstock & Mencuccini 1998, Mencuccini et al 2000, Tang &
Boyer 2003) mais rarement pour des potentiels hydriques négatifs. Ce résultat ameéne a
reconsidérer les données obtenues in situ montrant une relation étroite entre la conductance
stomatique et le VPDAr (Loustau et Granier 1993, Loustau et al. 1996, Bosc 1999, Delzon et
al. 2005). Nos résultats suggerent que cette relation serait un effet des variations de potentiel
hydrique foliaire coincidentes des variations du VPDap comme nous 1’observons au niveau
intermédiaire de potentiel hydrique (-0.8 a 1.6 Mpa, figure 3). Ce comportement est bien
compatible avec les données de terrain montrant I’homéostasie du potentiel hydrique chez le
Pin maritime (Loustau et al. 1990) puisqu’il aboutit & maintenir effectivement le potentiel
hydrique au dessus d’un potentiel seuil (Delzon et al. 2005). Il interroge I’interprétation des
observations classiques de la relation entre gs et VPD4r obtenues en conditions naturelles ou
dans des expérimentations sur feuilles et rameaux détachés ou le potentiel hydrique foliaire
n’est pas controlé (Franks 2004, Monteith 1995). Dans sa revue de référence, Monteith
observe que 234 articles sur 271 compilés reportent une diminution linéaire de g5 en réponse
au VPD et cinq seulement I’absence de réponse, telle qu’observée ici a potentiel foliaire
¢levé. Nous montrons en fait que les trois régimes de réponse au déficit de pression de vapeur
proposées par Monteith correspondent ici a des niveaux du potentiel hydrique foliaire :
insensibilit¢ au VPD, régime A, au potentiel hydrique >-1.0 MPa, une diminution
approximativement linéaire ou feedback hydraulique, régime C, entre -1.0 et -1.6 MPa, et
fermeture stomatique a transpiration décroissante, entre -1.6 et 2.0 MPa, régime B. Ce
dernier correspond effectivement a une diminution de conductivité hydraulique (Dewar,
2002), ici foliaire. Nos résultats soulévent enfin la question de la portée réelle des modeles de
conductance stomatique courants, e.g., Leuning (1995) qui décrivent une réponse stomatique
au VPD indépendamment des variations de potentiel hydrique foliaire. Ils suggérent au
contraire que le comportement stomatique pourrait s’expliquer uniquement par des variations
de potentiel hydrique foliaire.

La baisse du potentiel hydrique foliaire entre -1.6 et -2.0 MPa provoque la fermeture
stomatique indépendamment des conditions de transpiration ou de différence de pression de
vapeur de I’air. Cette forme de réponse, ou la conductance stomatique chute de 90 a 20% de

sa valeur maximale pour une variation assez faible de potentiel, 0.4 MPa, a été observée chez

18



plusieurs especes par Dang et al (1997) et Brodribb et al. (2003) en conditions naturelles. Nos
mesures en laboratoire sur rameaux détachés montrent de surcroit qu’en dehors de cette
gamme de potentiel, la conductance stomatique est presque insensible au potentiel hydrique et
au déficit de pression de vapeur de 1’air. La chute de conductance stomatique se produit dans
la plage de perte de turgescence des tissus foliaires, estimée dans le diagramme de Hoffler
entre -1.4 et -1.8 MPa. Cette concordance milite en faveur d’un contrdle hydraulique des
cellules stomatiques, soit que celles-ci soient étroitement couplées au statut hydrique du reste
de la feuille et perdent donc leur turgescence a cette valeur de potentiel hydrique soit que cette
perte de turgescence provoque une chute de conductivité hydraulique du circuit xyleéme-
mésophylle-épiderme-cellules de garde et ameénent celles-ci a leur valeur propre de perte de
turgescence. Nos résultats, a caractére partiel, sur la perte de conductivité foliaire iraient dans
ce sens. L’hypothése d’un médiateur chimique comme I’ABA ne peut cependant pas étre ici
¢cartée. Notons toutefois que cette fermeture est rapidement réversible ce qui n’est un signe
de I’action d’une hormone.

Le Pin maritime présente une vulnérabilité relativement faible a la cavitation. La perte de
conductivité induite par la mises sous tension du xyleme caulinaire atteint 20% de sa valeur
maximale a un potentiel de -3.0 Mpa, similaire au valeur obtenu dans la littérature (Pifiol &
Salas 2000) ces valeurs de potentiel hydrique ne sont jamais observée en conditions naturelles
chez cette espéce (Loustau et al. 1990, 1996, Delzon et al. 2004). La tige, sur laquelle nous
avons fait cette caractérisation n’est peut étre pas le tissu le plus vulnérable du systeme
hydraulique chez le Pin maritime et il serait nécessaire de faire ces mesures sur des aiguilles
et pétiole, parties périphériques du systeme et les plus vulnérables en général (Cochard,
2002).

La chute de conductance stomatique au potentiel hydrique seuil s’accompagne d’une chute de
la conductivité axiale apparente des aiguilles et de la perte de turgescence des tissus foliaires
mais sans manifestation anatomique spécifique. Bien que le nombre de répétitions des
mesures de différence de potentiel distal — proximal ait du étre limité en raison de la durée
impartie a ce travail, nos mesures montrent clairement un seuil de potentiel situ¢ a -1.5 Mpa
environ au-dela duquel la différence moyenne de potentiel proximal— distal passe
brutalement de ~0.01 a -0.20 MPa. Nous interprétons cette augmentation brusque comme une
chute de conductivité hydraulique. Elle se produit a une valeur de potentiel proche de la perte
de turgescence des tissus foliaires comme cela a été observé par Brodribb et Holbrook (2003)
chez différentes especes tropicales. Cependant, nous n’avons pas observé dans cette plage de

potentiel hydrique de manifestation anatomique particuliere: 1’écrasement radial des différents
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tissus au cours de la déshydratation débute avant -1.0 MPa et semble assez progressif. Cet
¢crasement radial se produit a des valeurs de potentiel bien supérieures au seuil de 20% de
cavitation estimé ici (-3.0 MPa) et ne s’accompagne pas de collapsus du xyléme,
contrairement ce que pouvaient suggérer les données de Cochard (2004). Nos observations
anatomiques ne montrent en effet pas de collapsus a des potentiels supérieurs a -2.8 MPa.
Cependant, cette chute brutale de conductivité n’est pas sans évoquer un mécanisme de type
cavitation (Jones & Sutherland 1991) et suggere de mesurer la vulnérabilité a la cavitation des
trachéides foliaires de cette espece.

La fermeture stomatique intervient donc ici a un potentiel supérieur de 1.0 a 1.5 Mpa aux
déclenchements du collapsus du xyléme foliaire et de la cavitation du xyléme caulinaire. Le
pin maritime se comporte donc ici comme une espece a forte marge de sécurité (Sperry 2002)
et la chute de conductance hydraulique due a la cavitation et I’embolie n’explique pas la
réponse stomatique chez cette espéce au printemps. Le comportement observé ici n’est donc
pas strictement un controle stomatique de la cavitation (Jones et Sutherland 1991 ; Cochard et
al. 2002) ou du collapsus du xyléme foliaire (Cochard, 2004), ce qui interroge les hypothéses
couramment avancées sur le contrdle stomatique de la cavitation depuis Tyree et Sperry
(1988), Jones et Sutherland (1992) et chez le Pin maritime par Loustau et al. (1989). Nous
pensons que les pistes de mécanismes du contrdle stomatique a explorer dans le futur chez le
Pin maritime sont plutdt la perte de turgescence, de conductivité axiale foliaire et les
déformations anatomiques observées aux valeurs de potentiel hydrique proches du potentiel

seuil (Brodribb et al. 2003).
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