N

N

Dynamiques saisonniéres des réserves carbonées et
azotées chez le chéne sessile (Quercus petraea) et le
hétre (Fagus sylvatica) adultes
Rana El Zein

» To cite this version:

Rana El Zein. Dynamiques saisonniéres des réserves carbonées et azotées chez le chéne sessile (Quercus
petraea) et le hétre (Fagus sylvatica) adultes. Sylviculture, foresterie. Université Henri Poincaré -
Nancy 1, 2011. Francais. NNT: 2011NAN10002 . tel-01746388

HAL Id: tel-01746388
https://hal.univ-lorraine.fr /tel-01746388
Submitted on 29 Mar 2018

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01746388
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE
DE LORRAINE

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de
soutenance et mis a disposition de I'ensemble de Ila
communauté universitaire élargie.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci
implique une obligation de citation et de réeférencement lors de
I'utilisation de ce document.

D'autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite
encourt une poursuite penale.

Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr

LIENS

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm




Nancy-Université

\ Université

Henri Poincaré

U.F.R Sciences & Techniques Biologiques
Ecole Doctorale Ressource Procédés, Produits, Environnement
D.F.D Biologie VVégétale Forestiere

These

présentée pour I’obtention du titre de

Docteur de I’Université Henri Poincaré, Nancy-Université
en Biologie VVégetale et Forestiére

par Rana EL ZEIN

Dynamiques saisonnieres des reserves carbonées et azotées
chez le chéne sessile (Quercus petraea) et le hétre (Fagus sylvatica)

adultes.

Soutenance publique le 24 Janvier 2011

Membres du Jury :

Rapporteurs Marie Pascale Prud’homme Professeur, UCBN, Caen

Agnés Guilliot Maitre de Conférences, UBP, Clermont Ferrand
Examinateurs Marie Odile Jordan Chargée de Recherche, INRA, Avignon

Michel Chalot Professeur, UHP, Nancy-Université

Jean Francois Morot Gaudry  Directeur de recherche, INRA, Versailles
Directrice de thése Nathalie Bréda Directrice de recherche, INRA, Nancy
Co-encadrantes Dominique Gérant Maitre de Conférences, UHP, Nancy-Université

Pascale Maillard Chargée de Recherche, INRA, Nancy

IFR 110 - UMR 1137 Ecologie et Ecophysiologie Forestieres INRA-UHP
Centre INRA de Nancy F-54280 Champenoux
Faculté des Sciences & Techniques, BP 239 F-54506 VVandoeuvre lés Nancy






Remerciements

Je tiens a exprimer ma gratitude profonde a mes encadrantes: Nathalie Bréda,
Dominique Gérant et Pascale Maillard. Merci pour votre confiance, pour toutes les
compétences que vous m’avez transmises, pour votre disponibilité et accessibilité, pour vos
encouragements et surtout pour votre coté humain.

Cay est, maintenant j’ai tout le bagage pour décoller en qualité!

Je remercie sincérement tous les membres du jury et particulierement M.P. Prudhomme

et A. Guilliot pour avoir accepté de juger ce mémoire en tant que rapporteurs.

Un grand merci a tout le personnel de I’'UMR 1137, aussi bien a I’INRA qu’a la fac. Ca
n’aurait pas été pareil sans votre gentillesse et votre amabilité. Je me suis vraiment sentie
entourée par une grande famille et ¢ca a compté beaucoup pour moi au cours de ces années,
MERCI !

Un clin d’ceil a la Phyto et a Arbeco, mes équipes de cceur !

Je tiens a remercier toutes les personnes avec qui j’ai travaillé et celles qui ont contribué
significativement au travail de terrain et aux analyses biochimiques et isotopiques: B. Zeller,

J. Marchand (Super Jaja), P. Riveron, P. Courtois, J.M. Gioria, B. Clerc et C. Hossann.

Un merci spécial & mon papa forét « Frangois ». Merci pour tous ces moments
inoubliables, pour ton implication dans toutes mes expériences de terrain et pour I’attention
avec laquelle tu as toujours prélevé ces carottes riches en protéines! Grace a toi, je sais

maintenant tirer au fusil et blcheronner comme une pro, mais quel plaisir !

Rosine, merci pour ta gentillesse tout au long de ces années. Je te suis reconnaissante

pour le soin et I’attention avec lesquels tu a suivi mon dossier un peu trop compliqué a la fin.

M. le chef, P. Dizengremel, il y a cing ans, tu m’as connu jeune et inquiéte mais
déterminée : « je vais y arriver» et me voila ! Merci pour ton soutien depuis mes premiers pas

en Master et jusqu’au bout !



Dany et Mireille : merci pour votre gentillesse et votre hospitalité. Dany, merci pour ton
soutien et ton écoute. C’est a toi que je dois mes premiers pas dans le monde de la recherche,
MERCI !

A tous les copains du chemin: Nicolas, Anne Sophie, Rémy, Cyril, Héléne, Nianguiri,
Daniel, Pti Clém, Sylvere, Jennifer, Julien, Fahed, Emilie, Morgane...Je vous souhaite une
tres bonne continuation.

Ma Pauline, ¢a avait un autre goQt de se motiver, de s’énerver et de relativiser a deux!
Et voila nous y sommes arrivées! Merci pour ta gentillesse et pour tous ces moments passes

ensemble.

A tous mes amis, merci pour votre fidelité, votre soutien et d’avoir été toujours fiers de
votre petite Rana. Une pensée spéciale a Soraya, Maya, Hassan et My special one...
Nour, merci d’avoir été toujours a mes cOtés, de m’avoir soutenue, écoutée et

encouragée. A quel point notre amitié ensoleille ma vie!

Mes grands chénes et hétres, pilier de ma these ! Je vous dois un grand merci!

Ma petite France, merci pour ta genérosité et ton hospitalité ! Ces cing ans ont enrichi et
teinté ma vie des plus belles des couleurs ! Ce n’est pas un au revoir, parce que notre histoire

ne fait que commencer.

Papa, Maman et Raja: je suis la grace a votre amour, votre soutien et votre confiance.
Merci d’avoir facilité ma vie, de m’avoir encouragée et soutenue dans toutes mes décisions et
surtout d’avoir cru en moi.

Papa, mon homme a jamais; Maman, le soleil de ma vie, Rajouj, mon ange capricieux :

c’est a vous que je dedie le fruit de ces années de persévérance.

Mon Liban, ouvre moi tes bras, je suis de retour !



A mes trois amours,

Papa, Maman et Raja



Abréviation

C/N
C130
CO2
D130
DBB
DBH
DM
DTT
Exp
HCI
KCI
KHSO,4
LAI
Ln
NADPH
NaOH
NSC
NSNC
OR

PP

RR
RSA
SDS
TCA
viv
V'SP

Carbon/ nitrogen ratio
Circumference at breast height
Carbone dioxide

Diameter at breast height

Day from Bud Burst

Diameter at Breast Height

Dry Matter

Dithiothreitol

exponential

Hydrochloridric acid
Potassium chloride

Potassium sulfate

Leaf Area Index

Logarithm

Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate-oxidase
Sodium Hydrocide

Non Structural Polypeptides
Non Structural Nitrogen Compounds
Oldest Rings

PolyPeptides

Recent Rings

Relative Specific Allocation
Sodium Dodecyl Sulfate
Trichloroacetic acid

volume/ volume

Vegetative Storage Protein



SOMMAIRE

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE ...t 1
LES ARBRES ET LES FORETS ..iutiitietteiteeiteetesseesseassessaesteaseesseessesssessasssassssssaessessssssesssessesssesnsenns 1
Importance dans le cycle du CarboNe ... 1
Importance dans le Cycle de PazZOte .......cccveieiieie e 2
Face aux changements CHMALIQUES .......ccveieeiieieiic et 3

LA MISE EN RESERVE CHEZ LES ARBRES ......ccuteitiitieitieiteeeesteesteateesteestesssessaessesssssseesessesssesnsenns 5
LES COMPOSES DE RESERVE ....vvveutesiestestestessessessaassessessessessessessessessssssssssssessessessessessessessessens 6
LES FESEIVES CArDONEES .......ecveeiieie ettt e e e e st e e e sneenteenee e 6

Les composeés carbonés non-structurauX (NSC) ......ccovoveieeieiie i 6

Les composeés carbonés structuraux mobiles: les hémicelluloses..............ccccevveenennne 7

TS 1T o o [PPSR 9

LLES FESEIVES AZOTEES ....evvevieeiecteecte et e ste e et e st et st e be et e s be e be et e saeesbe e st e saeesbeentesreenas 10

LES ACIURS AMINES......cueeiiieieeiecteerie e e e e et e s e ste et e eneesreeaeeneesteeaeeneenes 11

LES ProteinNeS 0B FESEIVES.....c.viivieieceesiee sttt s et te ettt e e sre e enes 13
LOCALISATION DES RESERVES ET DISTRIBUTION A L’ECHELLE DE L’ARBRE ........cvvveiivvnnn. 17
ROLE DES RESERVES ....cuviuteitesteaseeseestessessestessessesseassassessessessessessessssssssssssessessessessessessessensens 21
RYENME SAISONNIET ......veeieeie ettt et e et e e e e sneenreenee e 21
Contraintes biotiques et abDIOtIQUES .........ccvcvviiieiieie e 22
Indicateurs de Vitalité des arbreS ..o 22
DYNAMIQUES SAISONNIERES.......uutttiiiteeeisiiittieeeeeeesssiiistrsseeeeeessssssssssseeessesssansssssseesesssnanns 23
Les composes carbonés non-structurauX (NSC) ......ccevivereiieiienneie e 23

LES FESEIVES AZOTEES ....evveveeeiecieeete et te ettt e st et e s te et e st e et e st e steestesaeesneeneeeneenras 25

TS 1T oo [T RTOP SRR 27

LE CHENE SESSILE ET LE HETRE ..ttttiiiitttieeeitteeeessstteeesasssseesssssssessssssssssssssnsssssssnsssssnsssssesssnes 29
(= T o L1 (=TSSR 29
Anatomie du bois et activité cambiale ............cccooveiiiiiic 29
PhENOIOJIE €t COISSANCE .....cvvevieiieeiesiesie sttt sttt sbesresreenenneas 31
Caractéristiques ECOPhYSIOIOGIQUES .......cveuiriirieieiirieieese e 32

CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET OBJECTIFS.......coiiiece s 36



ARE SEASONAL FLUCTUATIONS OF CARBON AND NITROGEN NON-
STRUCTURAL COMPOUNDS COUPLED WITHIN THE STEM SAPWOOD OF 50-

YEAR-OLD SESSILE OAK AND BEECH TREES? .....cooooiiieee e 47
SUMMARY ...ttt ettt ettt et ekttt e e ek et e bt e e he e e bt e eh e a2 b e e e Re £ ekt eeE et 2m b e e ehe e e ke e e Rb e et e e nRe e e beeanneereens 49
INTRODUCTION ...ttt ettt ettt ettt ettt e et e ettt ekt e e bb e e e e e e nbe e e snb e e e esbe e e snbe e e nnb e e e nnbeeennnee e e 50
MATERIALS AND IMIETHODS. .....c.veuietiateieseatesteeesesteseesessesseseesessesseseesesseseesessessessesessensesensessens 52
RE S UL TS ettt ettt ekttt h et e s e e R e e e Rt e R et oAb e e e R et e b e e nRe e b e e nr e neennneenes 56
DISCUSSION. ...ttt e kbt e e b bt e e b bt e e b b e e et e e e snbe e e snbe e e nnbeeennneeen 59
REFERENCES ....eeitttiettieesttie stttk ettt s st e e st e e bt e ekt e e e kb e e e ke e e anb e e e snbe e e snbeeennbeeennneeans 64

N SOURCES FOR CURRENT-YEAR SHOOT GROWTH IN 50-YEAR-OLD SESSILE

OAK TREES: AN IN SITU N LABELING APPROACH .....c.ovoviieseeeeeeeeeeseeeeseerenns 73
AABSTRACT .ttt ettt etttk b ekttt e e h b et e R bt e ek b e e R e e e R R e e e RE e e e b et e n b et e e b e e b e e e nn e nes 74
INTRODUCTION ...ttt ettt ettt etttk ettt ekt ekt e e b b e e et b e e e abe e e e ab e e e ambe e e sabe e e snbe e e snbe e e anne e e e 75
MATERIALS AND METHODS ....cciuttiittieaitteaieeeasteaesteeessseeassseesssseesssseesssesssseesnseeessseesssseesssns 77
RESUL TS ettt sttt ettt b ettt ettt b bt e st E et e s e R e b e b e Rt e bt nb e st e bt et et e R e e b e b e e ene e 82
DISCUSSION ...ttt etttk ettt b et h et et e e b et et e e be e et e e s Re e et e e nae e e beeenneeneennneenns 85
REFERENCES ....ceittteeittte ettt ettt ettt etttk e ekt e e e kbt e e b e e e b b e e e ke e e st e e e smbe e e snbe e e nnbeeesnneeen 90

DISTRIBUTION OF NON-STRUCTURAL CARBON AND NITROGEN
COMPOUNDS AT THE TREE LEVEL IN ADULT SESSILE OAK AND BEECH IN

WINTER AND LATE SPRING ... ettt ettt e e e e 102
F N =3y I =YX O LT 103
INTRODUCTION ... e eeet e ettt e et e e et e e e e e e e e eee e e et e e e ee e ee e e s e eerenneeeeenneeerenneeerennns 104
IMATERIALS AND IVIETHODS. ..1tttttttutttstttasstsesssssssesssssssssssssssssssssssesesssssssesssesesssssssnnsssnsnnnsnnnnns 106
1T U TR 110
D] ESTO1 U1 [ T 113
REFERENCES ... e eeeee ettt ettt ettt e ettt e e ettt e e e et e e ettt e e e e e e e e e e e eee e e e eeaeeeeeenanens 119

DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES ... 133

REFERENCES ... 141



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE




Synthése bibliographique

Synthése bibliographique

LES ARBRES ET LES FORETS

Importance dans le cycle du carbone

Les arbres et les foréts couvrent plus de 4.1 x 10° hectares et représentent 30% de la
surface terrestre (Dixon et al. 1994). Les arbres représentent un quart des ~ 400 000 especes
de plantes vasculaires sur terre et peuvent atteindre des hauteurs élevées (jusqu’a 114 m) et
sont caractérisés par une longevité considérable (jusqu’a 4000 ans, Schulman, 1958, Raven et
Crane, 2007). L’ importance des arbres se reflete par leur productivité, fournissant du matériau
bois fortement utilisé, mais aussi par leur réle dans le cycle du carbone (Schneider, 1989,
Dixon et al. 1991, Roberntz et Linder, 1999).

Les écosystemes forestiers fixent par la photosynthese un bilan net de 1.5 Gt de carbone,
représentant ainsi 20% des émissions humaines de CO, (Mortier, 2005). Ils constituent le
stock de carbone terrestre le plus important et contiennent plus de 60% du carbone stocké
dans la biosphere terrestre (Van Walle et al. 2001). Le carbone stocké dans les arbres varie
suivant les especes forestiéres de 23 a 82% du stock total de carbone de I’écosystéeme (Vande
Walle et al. 2001). Les foréts tempérées, par exemple, couvrent environ 10 millions km? (25%
de la surface forestiére terrestre, IPCC, 1998), ce sont des puits de carbone estimés entre 1.4 a
2 tonnes C. ha™t.an™ (Nabuurs et al. 1997, Brown et Schroeder, 1999).
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Figure 1. Le devenir du carbone assimilé par les arbres et son allocation vers les différentes
fonctions physiologiques (LAR, leaf area ratio; SLA, specific leaf area; LAI, leaf area index,
Kdrner, 2003).

Importance dans le cycle de I’azote

L’azote (N), le phosphore et I’eau sont les éléments limitant la productivité des
écosystemes forestiers des regions temperées (Schneider et al. 1996). Les plantes assimilent
principalement I’azote inorganique (ammonium NH,", nitrate NO3’), qui représente 1% de
I’azote du sol (Marschner et Dell, 1994). La plus grande partie de I’azote du sol est stockée
sous forme organique (protéines, acides nucléiques, peptides, acides aminés) et qui peut
représenter jusqu’a 90% de I’azote soluble total (Haynes, 1986). L’azote minéral est
préférentiellement absorbé, il est assimilé en composés organiques (acides aminés, protéines
et acides nucléiques) assurant des fonctions essentielles au développement des arbres. L’azote
est aussi essentiel au fonctionnement de la photosynthese (chlorophylles, rubisco, par
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exemple). Dans des conditions ou la minéralisation de I’azote est faible, les plantes
développent une capacité a absorber |’azote organique, facilitée par la présence de
mycorhizes. Dans les foréts décidues tempérées, la chute de la litiere a I’automne est un des
flux essentiels participant au recyclage des éléments nutritifs des écosystémes forestiers.

A B

Open nitrogen cycle Closed nitrogen cycle

—_—
-—
P

NOZ, NH,", N, NOZ, NH,", N
NO, N,O, Ny NO, N,O, Ny NO, N,O, N,
Microbial Leatiroot liter | Microbial — — —
activity =3 decaying activity Leaf-'r.oot litter
microbes demvil}r;g
Y microbes
Soil N sources Soll N sources > Soil N sources Amine acids J.’d‘r’c."abr’a.‘acrfvﬁy
a NOg, NH," a NO~ NH,* NO., NH,' NO;, NH,*

Figure 2. Le cycle de I’azote dans I’arbre dans un écosysteme avec un cycle d’azote ouvert
(A), et dans un écosysteme caractérisé par un cycle d’azote fermé (B). Les fleches noires
indiquent les flux entre le sol et I’atmosphere ainsi que dans le sol associes avec I’activité
microbienne. Les fleches bleues représentent les flux depuis I’eau du sol vers les racines des
arbres (A et B) et dans la nappe phréatique (A). Les fleches rouges illustrent le recyclage
interne de I’azote dans I’arbre (Rennenberg et al. 2010).

Face aux changements climatiques

Du fait de leur longevité, les arbres sont soumis aux changements climatiques mettant a
I’épreuve leurs capacités d’acclimatation. Bien que cette stratégie de longévité caractérisant
les ligneux ait nécessité durant I’évolution de fortes capacités d’acclimatation et d’adaptation
aux conditions changeantes de I’environnement (Ceulemans et Mousseau, 1994, Saxe et al.
1998), les évolutions climatiques rapides prévues pourraient augmenter les risques
d’inadaptation et de dépérissement (Chemillier, 1997). Les effets des changements globaux
sur les écosystémes forestiers ont été d’abord positifs et ont contribué a augmenter leur
productivité : augmentation des températures et conséquences sur la phénologie,
augmentation de la concentration en CO, atmosphérique et effet positif sur la photosynthese,
et les dépbts azotés et effet fertilisant associé. Cependant, on peut craindre une augmentation
de la vulnérabilité des écosystemes aux aléas climatiques en particulier (sécheresse, tempéte
...) dont la fréquence et I’intensité pourraient également augmenter dans le futur proche.
Ainsi, le délai de rentabilité économique et la longue durée de vie des especes forestieres

nécessitent une anticipation importante des évolutions climatiques, en tendance et en

3



Synthése bibliographique

extrémes, et de leurs conséquences biologiques de maniere a adapter la sylviculture dés a
présent (Bréda et al. 2000, Lebourgeois et al. 2001). Les arbres jouent un réle important dans
la séquestration du CO, et ainsi contribuent a I’atténuation de I’effet de serre. Certaines
estimations suggérent que la réduction de taux de la coupe a zéro dans les foréts tropicales et
le reboisement de 250 millions d’hectares dans les tropiques (ou I’équivalent de 400 millions
d’hectares dans les régions tempérées), pourraient séquestrer 25 billions tonnes de carbone
dans les prochains 50 ans, ce qui est égal & 1/7°™ du total requis pour stabiliser la
concentration du CO, atmosphérique a 500 ppm, le niveau actuel étant a 375 ppm (Raven et
Crane, 2007).

Pour ce qui concerne I’azote, des apports passifs d’azote minéral se font via les dépots
humides (NO3, NH4" et HNO;) et secs (NHz et NO,). L'origine des dépdts d'azote est
essentiellement la pollution automobile, I'industrie et I’élevage. Dans les foréts francaises, la
quantité totale d'azote apportée sous forme de dép6ts varie en moyenne entre 2,5 a 20 kg d’N.
ha™. an™ pour NH, et entre 2 & 27 kg d’N. ha™. an™ pour le NOy (Landmann et al. 1991). Dans
les régions polluées, les apports d'azote atmosphérique sont parfois supérieurs aux besoins des
peuplements forestiers. Ces apports excessifs peuvent avoir des conséquences néfastes telles
que la toxicité directe au niveau des feuilles (Skeffington et Wilson, 1988) et I’acidification
du sol (Dambrine et al. 1991).
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LA MISE EN RESERVE CHEZ LES ARBRES

Chez les arbres, la mise en réserve est une des fonctions physiologiques majeures parmi
I’acquisition des ressources, I’entretien, le transport, la croissance, la défense et la
reproduction. Les réserves sont des ressources qui sont constituées par I’arbre et qui peuvent
étre remobilisées ultérieurement afin d’alimenter les biosynthéses nécessaires a la croissance
et a diverses fonctions (Chapin et al. 1990).

Il existe 3 grandes catégories de mise en réserve :

1. L’accumulation de composés qui n’alimentent pas directement la croissance, cette
accumulation a lieu quand I’acquisition des ressources excéde la demande pour la
croissance et I’entretien (Millard, 1988).

2. La formation de réserves impliquant une synthése de composés de stockage pouvant
alimenter directement la croissance. La formation des réserves est régulée
métaboliquement, elle est cependant en compétition directe pour les ressources avec la
croissance et la défense (Rappoport et Loomis, 1985).

3. Le recyclage de composés dont la fonction physiologique immédiate contribue a la
croissance et a la défense, mais qui peuvent étre remobilisés ultérieurement pour

alimenter la croissance (Chapin et al. 1990).

La mise en reserve est également un mécanisme adaptatif qui assure la survie et la longévité
des arbres face a un environnement aux conditions variables (Sauter et Van Cleve, 1994).
Pendant longtemps, la mise en réserve fut considérée comme un processus passif résultant
uniquement d’un exces de ressources assimilées apres avoir satisfait les besoins de la
croissance et de la respiration (Kozlowski et al. 1991, Korner, 2003). Cependant des études
montrent le processus stockage comme un puits actif pouvant concurrencer d’autres puits tels
que la croissance (Chapin et al. 1990, Silpi et al. 2007). Le concept classant la mise en reserve
en tant que processus passif est donc simpliste (Cannell et Dewar, 1994, Lacointe, 2000, Le
Roux et al. 2001). Par ailleurs, des études récentes chez le noyer ont montré que le ratio entre
la croissance et la mise en réserve est légérement affecté par I’ombrage (Lacointe et al. 2004),
indiquant que les réserves peuvent étre un puits concurrent pour le carbone. Ainsi les réserves
constituent un réservoir important a considérer dans les bilans de carbone et d’azote des

especes pérennes.
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LES COMPOSES DE RESERVE
Il existe deux grandes familles de composés de réserves chez les arbres: les réserves

carbonées et azotées.

Les réserves carbonées

Cette catégorie est constituée par les composés carbonés non-structuraux (NSC) également
appeleés réserves glucidiques, les composés carbonés structuraux mobiles (les hémicelluloses)

et les lipides.

Les composeés carboneés non-structuraux (NSC)

Les NSC ou réserves glucidiques sont stockés essentiellement sous forme d’amidon et
de sucres solubles (Tromp, 1983, Chapin et al. 1990), ils représentent jusqu’a 10% de la
biomasse d’un arbre adulte (Barbaroux, 2002) et environ 35% de la matiére séche des jeunes
plants feuillus (Nelson et Dickson, 1981, Tromp, 1983, Dickson, 1991).

L’amidon est le composé carboné le plus abondant et la forme privilégiée de stockage du
carbone chez les plantes herbacées et les arbres (Nelson et Dickson, 1981, Stassen et al. 1981,
Tromp, 1983). Sa composition simple, exclusivement des polyméres de glucose liés en a
(1->6) et en a (1>4), permet une synthése et une dégradation rapide et non codteuse, ce qui
le rend idéal pour le stockage de carbone a court et moyen terme (Hoch, 2007). C’est aussi un
polysaccharide insoluble dans I’eau qui présente I’avantage d’étre métaboliquement inactif

contrairement aux glucides de plus petite taille.

Les sucres solubles regroupent les monosaccharides, les disaccharides, les
oligosaccharides, et les polyalcools (e.g. Monson et al. 2006). La fraction soluble participant
au stockage du carbone est constituée principalement du disaccharide saccharose, qui est la
forme de transport majoritaire chez de nombreuses espéces, et secondairement par les
monosaccharides glucose et fructose (Kramer et Kozlowski, 1979). Chez certaines espéces, il
existe d’autres formes solubles qui peuvent étre prédominantes, comme le raffinose chez le
mdrier et ses polymeres chez le marronnier, le stachyose chez le fréne ou certains pins, ou des
polyalcools chez le pommier et certains coniferes (Bory et Clair-Maczulajtys, 1988). Les
sucres solubles peuvent étre recyclés afin d’alimenter la croissance, ils sont aussi impliqués
dans d’autres fonctions métaboliques telles que les processus de biosynthese et de

maintenance des cellules et des tissus, le transport et la régulation osmotique. Les sucres
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solubles agissent comme des agents osmotiques, ils permettent d’augmenter le potentiel
osmotique des cellules afin de prévenir la deshydratation des tissus lors d’un déficit hydrique
(Chaves, 1991). Lors d’un gel hivernal, les sucres solubles abaissent le point de congélation
des tissus contribuant ainsi a la tolérance au froid des arbres (Sakai et Larcher, 1987).
L’implication des sucres solubles dans la tolérance au froid est bien établie (Wanner et
Junttila, 1999, Uemura et al. 2003). Chez nombreuses especes ligneuses, la tolérance au froid
est corrélée a la concentration des sucres solubles (Palonen et al. 2000, Lennartsson et Ogren,
2003, Poirier, 2008).

Les composés carbonés structuraux mobiles: les hémicelluloses

Certains composés carbonés structuraux comme les hémicelluloses sont reconnus
récemment comme étant des réserves mobiles de carbone, en plus de leur fonction structurale
(Hoch, 2007). Aprés la cellulose, les hémicelluloses sont les polysaccharides les plus
abondants dans les tissus végétaux. Ce sont des composants de la paroi cellulaire primaire et
secondaire, ils sont insolubles dans I’eau. Les hémicelluloses sont groupés en quatre
classes suivant leur sucre principal: les xylanes, les xyloglucanes, les mannanes et les [-
glucanes (e.g. Ebringerova et al. 2005). Les hémicelluloses sont considérées comme des
polysaccharides multifonctionnels: ce sont d’abord des composés structuraux, mais ils
peuvent étre recyclés et utilisés comme des réserves de carbone pendant des périodes de
fourniture réduite en carbone par la photosynthése et peuvent étre aussi recyclés des feuilles

sénescentes avant leur chute en automne (Schédel et al. 2009).
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Figure 3. Chez les arbres, le carbone mobile peut étre construit par une formation active, par
une accumulation passive ou par recyclage de différents composés carbonés (fleches noires).
Les hémicelluloses contribuent & la croissance structurale, mais certains groupes
d’hémicelluloses peuvent faire aussi partie du stock de réserves de carbone (Hoch, 2007).

Dans les graines, les polysaccharides des parois cellulaires peuvent étre des sources de
carbone pendant la germination (Brett et Wladron, 1996, Buckeridge et al. 2000b). Ces
polysaccharides de réserves sont identifiés comme étant des mannanes, des xyloglucanes, des
B-glucanes, des galactanes pectiques ainsi que des arabinanes et ceci chez une multitude de
familles végétales (e.g. Arecaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Convolvulaceae, Fabaceae,
Poaceae, Rubiacea, Solanaceae). lls sont stockés soit au niveau de I’endosperme, soit au
niveau des cotyledons (Brett et Wladron, 1996), leur concentration diminue rapidement apres
la germination (Buckeridge et al. 2000b). Dans les tissus non-reproducteurs, Gaumann (1935)
a été le premier a mettre en évidence des variations saisonniéres de la concentration en
hémicelluloses dans les bourgeons et les jeunes branches de hétre. Par la suite, de nombreuses
études ont montré des variations saisonnieres en hémicelluloses chez différentes espéces de
coniferes et d’angiospermes e.g. Abies, Taxus, Eucalyptus, Malus et Quercus (Kozlowski,
1992), ainsi que chez une douzaine d’espéces de toundra (Chapin et al. 1986). Par ailleurs,
plusieurs études ont étudié la mobilité des hémicelluloses en changeant la relation source-
puits de carbone dans les plantes. Les réactions quantitatives des hémicelluloses mettent en
évidence la mobilité de ces composés pariétaux suite aux différents traitements e.g.

I’obscurité, des concentrations élevees en COy, la disponibilité des nutriments, la fertilisation,
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la dessiccation, la sécheresse et les basses températures (pour plus de détails cf. la revue par
Hoch, 2007).

Pendant le débourrement au printemps, la demande élevée en carbone, peut excéder la
fourniture par la photosynthése, chez les espéces décidues aussi bien que chez les especes a
feuilles persistantes. Plusieurs études ont montré que les hémicelluloses dans les aiguilles (ou
les feuilles) de I’année precédente et dans I’aubier réagissent de la méme fagon que les
composés carbonés non-structuraux, particulierement I’amidon, aux besoins élevés en carbone
pour la nouvelle croissance (Glerum et Balatinecz, 1980, Chapin et al. 1986, Kozlowski,
1992, Renault et Zwiazek, 1997). De méme, la concentration en hémicelluloses dans le bois
de certains coniféres a montré une tendance a la baisse suite a une croissance active apres
fertilisation, période caractérisée par une forte activité des puits de carbone (Anttonen et al.
2002, Kilpelédinen et al. 2003, Kaakinen et al. 2004). Schadel et al. (2009) ont montré
récemment que les hémicelluloses dans les jeunes branches de deux especes décidues
(Carpinus betulus L. et Fagus sylvatica L.) et de deux coniferes (Picea abies L. et Pinus
sylvestris L.) sont majoritairement des composés structuraux mais peuvent servir en tant que
sources supplémentaires de carbone mobile pendant des périodes caractérisees par de fortes

demandes en carbone telles que le débourrement et la fructification.

Les lipides

En plus des polysaccharides, certaines espéeces accumulent des lipides neutres qui se
trouvent en concentrations élevées dans les graines et les tissus non-reproducteurs tels que les
aiguilles et les tissus parenchymateux du bois et de I’écorce (Esau, 1980, Lotova, 1987,
Kozlowski et Pallardy, 1997). Ces arbres sont classés comme des « fat trees » par opposition
aux « starch trees », e.g. Quercus et Fagus, accumulant principalement de I’amidon (Sinnott,
1918). Les lipides sont essentiellement accumulés sous forme de triacylglycérols, de
phospholipides et de galactolipides (Bory et Clair-Maczulajtys, 1988).

Au niveau des graines, le stockage des lipides se fait au niveau des tissus de I’endosperme et
du cotylédon, et préférentiellement dans le méga-gamétophyte (Grivova et al. 2007). Les
lipides comptent jusqu’a 30 a 50% de la masse séche des graines chez certains coniféres e.g.
Abies alba (Kovac et Kregar, 1989), Picea abies (Feirer et al. 1989) et Picea taeda
(Krasowski et Owens, 1993). Ce sont aussi les composés de réserve les plus importants pour

le développement des embryons de Picea abies et Abies alba, comptant pour environ 50 et
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48% de la masse fraiche des graines respectivement (Feirer et al. 1989, Kovae et Kregar,
1989, Attree et al. 1992).

De fortes concentrations en lipides ont été mises en évidence dans les tissus ligneux de
certains coniferes (e.g. Pinus), ainsi que chez des arbres décidus du genre Tilia et Betula, qui
peuvent méme excéder celles de I’amidon (Hoch et al. 2003). Dans I’aubier de Pinus
sylvestris par exemple, la concentration en triacylglycérols peut atteindre jusqu’a 3.5% de la
masse seche (Saranpad et Piispanen, 1994). Chez les coniféres, la concentration des lipides
peut atteindre entre 50 et 70% du carbone non-structural au niveau de I’aubier (Korner, 2003).
Cependant, I’amplitude des variations saisonniéres du stock de lipides est faible (Nelson et
Dickson, 1981, Fisher et Holl, 1992, Hoch et al. 2003), ce qui suggere qu’une fraction
majeure de ce stock de carbone n’est pas utilisée dans la nouvelle croissance mais stockée
suite a un surplus de carbone (Hoch et al. 2002). La synthése et la remobilisation des lipides
étant énergétiquement plus codteuses que celles de I’amidon, ces composés carbonés sont
probablement des réserves de long terme (Hoch et Kérner, 2003). Le role protecteur de ces
composés est particulierement important pour les coniferes subissant de basses tempeératures
hivernales. Les pins poussant dans les hautes altitudes alpines de la zone de limite des arbres
(treeline) accumulent de fortes teneurs en lipides (exclusivement des triacylglycérols), c’est
une réserve de carbone stable car elle est osmotiquement protégée (Sudachkova et al. 2004).
Hoch et al. (2002) ont montré de faibles variations saisonniéres des lipides dans les organes
ligneux pérennes de Pinus crenata des hautes altitudes de la limite des arbres « treeline »
suisse, alors que des pins du méme site ont montré une réduction de 20 a 30% du stock de
lipides du tronc et des branches aprés une défoliation compléte comparé a des arbres témoins
(Li et al. 2002, non publié, cité dans Hoch et Kdrner, 2003). Il semblerait que des stress
contraignant la fixation du carbone tels qu’une défoliation complete pourraient entrainer la
remobilisation d’une partie de ce stock. A I’exception de perturbations massives, la
concentration élevée en lipides reste stable chez les trois espéces de pins étudiés a la limite

altitudinale, ce qui semble refléter une réeponse a un excédent de carbone.

Les réserves azotées

Les réserves azotées sont stockées principalement sous forme d’acides aminés et de
protéines chez les plantes pérennes (Dickson, 1989). Les reéserves azotées présentent une
fraction plus faible par rapport aux réserves carbonees puisque I’azote représente moins de
1% de la biomasse d’un arbre (Sauter et al. 1988, Cheng et Fuchigami, 2002).
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Les acides aminés

Le stockage de I’azote sous forme protéique implique des processus consommateurs
d’énergie tels que la synthese de polypeptides, I’assemblage des sous unites, le
renouvellement (turnover) des ARN et des ribosomes, la protéolyse puis la conversion en
acides aminés qui sont la forme préférentielle de transport des sites de stockage aux sites puits
(Millard, 1988). 1l est donc plus avantageux de stocker en plus de I’azote sous forme d’acides
amineés qui est une forme de stockage plus facilement accessible.

L’ arginine (4 moles N/mole) et les amides asparagine et glutamine (2 moles N/mole)
ainsi que la proline sont les acides aminés les plus fréqguemment cités comme étant impliqués
dans le stockage de I’azote (Dickson, 1989).

Les arbres sont classés en trois groupes suivant le composé aminé dominant dans la séve
du xyleme: certains transportent préférentiellement I’allantoine, d’autres des amides et
d’autres la citrulline (Sauter, 1981). Les coniferes, par exemple, transportent essentiellement
des amides (Stoerner et al. 1997, Plassard et al. 2000) malgré leur capacité a accumuler des
quantités importantes d’arginine dans leurs tissus en réponse a une fertilisation azotée au
niveau sol (Stoerner et al. 1997) et aux dépots atmospheriques azotés (Nasholm et al. 1997).

Pendant la phase de dormance hivernale, les acides aminés sont stockés au niveau du
xyléme et du phloéme (Gessler et al. 1998a). La croissance printaniére est souvent
caractérisée par I’augmentation de la concentration de I’un ou de plusieurs acides aminés dans
la séve du xyleme aprés le début du débourrement (Frak et al. 2002). Les tissus puits de
I’azote comme le cambium du tronc, les feuilles, les fruits et les bourgeons s’alimentent a
partir du stock d’acides aminés circulant dans le xyléme pour la synthése de protéines et de
composés organiques contenant de I’azote (Gessler et al. 2004). Les acides aminés non
utilises dans le xyleme sont alors réallouées dans le phloeme. Des expeériences sur Picea abies
ont montré que plusieurs composés aminés subissent un échange bidirectionnel entre le
xyléme et le phloéme au niveau des pousses, spécialement quand il n’y a plus de tissus puits
pour I’azote (Gessler et al. 2003). Les acides aminés chargés dans le phloeme sont ensuite
distribués de facon basipete dans I’arbre. Quand I’assimilation et le transport de I’azote au
niveau de I’arbre excédent la demande, le stock des acides aminés du phloeme s’étend. Par
conséquent, I’augmentation du stock d’acides aminés dans les racines inhibe I’assimilation du
nitrate (Youssefi et al. 2000). La glutamine transportée dans le phloeme est I’acide aminé
primaire impliqué dans I’inhibition de I’assimilation du nitrate en régulant son assimilation

suivant la demande (Cooper et Clarkson, 1989, Muller et al. 1996, Kreuzwieser et al. 1997,
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Gessler et al. 1998c). Chez plusieurs especes, d’autres composés aminés tels que I’arginine,
I’alanine, I’asparagine, le glutamate, la méthionine et I’asparagine peuvent aussi inhiber le
transport du nitrate (Muller et Tourraine, 1992).

L’arginine est I’acide aminé utilisé préférentiellement pour le stockage de I’azote en
hiver. Ceci est avantageux pour les arbres, car I’arginine contient 4 moles d’azotes par mole,
ce qui minimise par consequent les besoins en carbone pour le stockage de I’azote
(Rennenberg et al. 2010). Chez le peuplier, I’arginine est dominante en hiver, sa concentration
représente jusqu’a 81% de la concentration totale en acides aminés dans la partie ligneuse des
pousses (Rennenberg et al. 2010). Lors de la remobilisation printaniére de I’azote, on observe
une baisse de la concentration en arginine parallelement a une augmentation de celle de la
glutamine, qui devient alors I’acide aminé le plus abondant dans la séve du xyleme (Sauter et
Van Cleve, 1992, Schneider et al. 1994). L’augmentation de la concentration en glutamine est
associée a la dégradation des protéines de réserve stockées au niveau des rayons
parenchymateux (Sauter et VVan Cleve, 1994). Les auteurs ont suggéré que la glutamine était
un composant mineur des protéines de réserve (1.3%), mais la forme prédominante d’azote
dans la seve du xyléme (75%) suite a une transformation des acides aminés composant la VVSP
en glutamine précédant leur transport dans le xyléme (Titus et Kang, 1982).

La glutamine est considérée comme le composé azoté majoritaire qui est transporté dans
I’arbre chez plusieurs espéces (Sauter et VVan Cleve, 1992, Malaguti et al. 2001, Grassi et al.
2002), elle est freqguemment échangée entre le xyleme et le phloéme (Gessler et al. 2004). Une
dominance de la glutamine dans la séve du xyléeme au printemps a été reportée chez plusieurs
espéces, comme Prunus spp. (Andersen et al. 1995, Grassi et al. 2002), Populus et Salix spp.
(Sauter, 1981, Sauter et Van Cleve, 1994, Schneider et al. 1994), Eucalyptus spp. (Adams et
al. 1995), Vitis vinifera (Peuke, 2000), Pinus spp. (Plassard et al. 2000), Picea abies
(Schneider et al. 1996, Weber et al. 1998) et Fagus sylvatica (Schneider et al. 1996, Gessler et
al. 1998c).

L’asparagine a été reportée comme étant I’acide aminé prédominant dans la seve du
xyléme de Prunus dulcis (Youssefi et al. 2000), Malus domestica (Tromp et Ovaa 1985,
Malaguti et al. 2001), Sorbus aucuparia (Prima-Putra et Botton, 1998) et Juglans nigra *
regia (Frak et al. 2002). Chez des jeunes plants de Fagus sylvatica soumis a une sécheresse
sévere, I’asparagine s’accumule dans les tissus suite a une dégradation des protéines agissant

ainsi comme un osmoprotecteur (Fotelli et al. 2002b).
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La citrulline, qui est le précurseur de I’arginine, est le composé azoté prédominant dans
la seve du xyléme dans certaines espéces dont Alnus spp. (Lewis, 1986), Betula pendula
(Millard et al. 1998) et Juglans spp. (Prima-Putra et Botton, 1998).

La proline est un acide aminé cyclique dont I’efficience de stockage de I’azote est faible
(C/N : 5/1). Cependant, la proline peut étre abondante dans certains tissus dormants (Dickson,
1989), c’est aussi I’un des acides aminés majeurs transportés dans le xyléme et le phloeme
(Brugiéere et al. 1999). Outre sa fonction de stockage, la proline agirait comme un
osmoprotecteur (ou cryoprotecteur) particulierement lors d’un déficit hydrique (Bode et al.
1985, Rowland et al. 1988, Fotelli et al. 2002b, Gessler et al. 2005a). La proline est aussi
accumulée dans les tissus des plantes suite a une variété de contraintes induits par la
sécheresse, la salinité, les températures élevées ou basses et les métaux lourds (Munns, 2005,
Sharma et Dietz, 2006).

Le stockage d’azote sous forme d’acides aminés chez les arbres n’est pas uniquement
pertinent dans le contexte de la saisonnalité, mais aussi lorsque I’apport en azote excéde la
demande pour la croissance et le développement (Rennenberg et al. 2010). Dans les
écosystemes forestiers, un exces de nutrition azotée est d’origine anthropique. Cet exceés
résulterait du ruissellement de I’azote utilisé dans les engrais azotés et des dépdts
atmosphériques de NOy et de NHs; provenant essentiellement des activités agricoles. La
nutrition azotée de Picea abies et de Fagus sylvatica, par exemple, a été étudiée sous I’effet
de dépbts azotés atmosphériques élevés par Rennenberg et al. (1998) et Rennenberg et
Gessler (1999). Ces études ont montré un réle majeur de I’arginine dans le stockage de I’azote

sous ces conditions d’apport excessif d’azote.

Les protéines de réserve
Définition

Chez les plantes annuelles et pérennes, les protéines spécialisées dans le stockage de
I’azote dans les tissus végétatifs ou VSP pour « Vegetative Storage Proteins» sont
considérées comme étant la forme majeure de stockage de I’azote sous forme réduite
(Staswick, 1994, Stepien et al. 1994). Selon O’Kennedy et Titus (1979), les VSP sont
stockées de facon abondante dans les organes pérennes a I’automne et en hiver, puis
disparaissent a la reprise de la croissance au printemps.

Actuellement deux définitions des VSP coexistent (Cooke et Weih, 2005):
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1) Dans une perspective plus large, les VSP sont synthétisées a partir de ressources qui
pourraient étre allouées pour promouvoir les processus de croissance ou pouvant étre
remobilisées ultérieurement pour alimenter une croissance future (Chapin et al. 1990).

2) Sensu stricto, les VSP sont des protéines dont le métabolisme est induit par une demande
pour former des réserves azotées plutdt que par une activité enzymatique. Ces protéines sont
métaboliquement inactives pendant la période de stockage (Staswick, 1994).

Suivant la premiére définition, la Rubisco est considérée comme une VSP en plus de ses
fonctions photosynthétiques et photorespiratoires (Cooke et Weih, 2005). La Rubisco, qui
compte pour la moitié des protéines foliaires (Titus et Kang, 1982), agirait comme une réserve
d’azote pendant les périodes de croissance active. Elle est dégradee pendant la sénescence
foliaire, et les acides aminés issus de sa dégradation sont soit utilisés pour la synthese de novo
de protéines, soit impliqués dans d’autres processus métaboliques (Masclaux et al. 2001,
Hortensteiner et Feller, 2002). Cependant, les études mettant en évidence un rdle de la
Rubisco dans le stockage de I’azote sont encore manquantes (Millard et al. 2007). Les VSP
ont d’abord été étudiées chez le pommier (Tromp, 1970, Tromp et Ovaa, 1971, O'Kennedy et
Titus, 1979). Les VSP sensu stricto ont été décrites pour la premiere fois chez le soja comme
étant des protéines de stockage transitoire de I’azote qui s’accumulaient lorsque le transport
du phloéme est bloqué (Wittenbach, 1983, Staswick, 1989). Ensuite, elles ont été étudiées
chez plusieurs espéces d’arbres (fruitiers, décidus et coniferes): Populus (e.g. Langheinrich et
Tischner, 1991, Stepien et Sauter, 1994), Acer, Salix (Wetzel et al. 1989), Betula papyrifera,
Robinia pseudoacacia, Gleditsia triacanthos (Wetzel et Greenwood, 1991), Prunus persica
(Gomez et Faurobert, 2002, Wisniewski et al. 2004), Switenia macrophylla (Tian et al. 2003),
Litchi chinensis (Tian et al. 2007), Pinus monticola (Davidson et Ekramoddoullah, 1997).
Cependant chez les arbres forestiers, les VSP sont beaucoup moins étudiées (Wetzel et
Greenwood, 1991, Stepien et al. 1994).

Quand elles sont accumulées au niveau de I’écorce, les protéines de réserve sont
communément appelées BSP (Bark Storage Proteins), c’est le cas du peuplier ou la majorité
des protéines de réserve sont des BSP (Cooke et Weih, 2005). Les pousses sont considérées

comme étant I’organe principal de stockage des VSP (Tromp, 1970).

Role dans le stockage de I’azote
Le recyclage de I’azote foliaire pendant la phase automno-hivernale vers un stockage
protéique dans les organes et tissus pérennes est un processus essentiel chez les especes

pérennes leur permettant de conserver ces ressources azotées afin de les réutiliser
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ultérieurement pour initier la croissance printaniére. L’accumulation des VSP dans les tissus
pérennes traduit I’initiation et le développement de la dormance végétative chez les especes
ligneuses (Coleman et al. 1991). L’avantage des protéines de réserve par rapport aux acides
aminés en tant que composés de réserves, c’est qu’elles permettent le stockage a une faible
teneur en eau cellulaire réduisant ainsi les risques d’un gel éventuel (Chapin et al. 1990). En
automne et en hiver, les VSP comptent pour 15% des protéeines solubles totales dans I’écorce
des pousses du Douglas (Roberts et al. 1991) et 25% chez le peuplier (Langheinrich et
Tischner, 1991). Dans le bois du peuplier, les VSP peuvent atteindre jusqu’a 70% des
protéines totales (Sauter et al. 1988). Au printemps, une remobilisation presque totale des
VSP commence avant le début du débourrement (Wetzel et al. 1989, Sauter et Van Cleve
1990, Langheinrich et Tischner 1991, Langheinrich, 1993). Les VSP contribuent de maniere
significative a la fourniture de l'azote nécessaire aux stades de développement ou la
croissance est particulierement intense e.g. I’édification de l'appareil photosynthétique
(Staswick, 1994).

Chez le pécher par exemple, les VSP sont les premieres réserves azotées a étre remobilisées
au printemps, mais elles ne représentent que 5% de I’azote total remobilisé (55% proviendrait
de la fraction non-protéique), ce qui suggére qu’elles ont plutdét un réle qualitatif que
quantitatif dans I’initiation et la reprise de la croissance au printemps (Gomez et Faurobert,
2002). Les VSP sont par ailleurs considérees par certains auteurs comme étant des indicateurs

potentiels du statut azoté d’une plante ou d’un organe (Lawrence et al. 1997).

Autres fonctions

Selon les criteres établis par Staswick (1994), la définition de VSP exclut toute autre
fonction métabolique ou structurale. Cependant, de plus en plus de travaux attribuent des
fonctions autres que celle de réserve pour certaines VSP comme dans la tolérance au froid et
la résistance aux pathogeénes et ceci chez plusieurs espéces d’arbres.

La tolérance au froid

L'accumulation massive de VSP chez les especes ligneuses au cours de la période automno-
hivernale a permis d'établir des corrélations avec I'acclimatation au froid et I’endurcissement
au gel, e.g. chez Picea glauca (Binnie et al. 1994). Rowland et Arora (1997) considérent les
déhydrines et les BSP comme deux catégories de protéines dont I'abondance serait reliée a la

dormance chez les plantes ligneuses.
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La résistance aux pathogenes

Dans I’écorce du robinier (Robinia pseudoacacia), Yoshida et al. (1994) ont mis en évidence
une lectine dont I'accumulation saisonniere est caractéristique d’une BSP. Chez le mdrier noir
(Morus nigra), deux protéines appartenant a une famille de lectines agiraient en tant que BSP
dans I'écorce en conditions normales et comme protéines de défense non spécifiques en cas
d'attaques d’herbivores ou d’insectes phytophages (Van Damme et al. 2002). Chez le
peuplier, la BSP de 32kDa et les VSP WIN4 et PNI288 sont supposées avoir un role dans la
défense contre les herbivores par régulation de leurs genes lors d’une blessure mécanique
(Davis et al. 1993, Cooke et Weih, 2005). Cependant, la BSP de 32kDa ne montre pas
d’activité enzymatique ni biologique selon Stepien et Martin (1992) et Stepien et al. (1994).
Chez Litchi chinensis, un arbre fruitier subtropical a feuilles persistantes, une activité
inhibitrice de la trypsine (trypsin inhibitor activity) a été attribuée a la VSP de 22kDa (Tian et
al. 2007). Chez Sapindus mukorassi, un arbre décidu de la famille des sapindacées, une VSP
de 23kDa a éte démontrée comme étant immuno-liée (immuno-related) a la VSP de 22kDa
chez Litchi chinensis qui a une activité inhibitrice de trypsine (Liu et al. 2009). En outre, une
VSP de 67kDa chez Hevea brasiliensis montre une activité beta-glucosidase cyanogénique
(Tian et al. 1998, Tian et Hao 1999, Liu et al. 2009). Chez le chéataigner japonais (Castanea
crenata), appartenant a la famille des fagacées, une glutathione transférase de 28kDa semble
avoir un role dans le stockage de I’azote en plus de son réle intrinséque de défense face aux
stress en période de dormance (Nomura et al. 2007), de méme une agglutinine (CCA) de la
méme espece pourrait avoir un role de VSP assurant un stockage temporaire de I’azote
(Nomura et al. 2008). Chez le mdrier noir (Morus nigra), deux lectines (jacalin-related
lectins) agiraient comme des BSP, leurs activités étant cing fois plus élevées en hiver par
rapport a I’été (Van Damme et al. 2002).

Jusqu’a présent, il n’existe pas d’autres données sur des activités biologiques attribuées a des
VSP d’arbres décidus (Liu et al. 2009).

Facteurs régulateurs

Plusieurs études ont montré que I’accumulation des VSP et notamment la BSP de 32kDa
du peuplier serait induite par différents facteurs, tels que la disponibilité en azote (Van Cleve
et Apel, 1993, Coleman et al. 1994), la température (Van Cleve et Apel, 1993), la
photopériode (Langheinrich et Tischner 1991, Coleman et al. 1991) ainsi que les blessures
(Davis et al. 1993). Les proteines de réserve répondent aussi a des facteurs internes comme le
statut azoté ou les hormones e.g. I'auxine (Rowland et Arora, 1997). Par exemple, la
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réduction de la température de 22°C (jour)/ 18°C (nuit) a 14°C (jour)/ 8°C (nuit) chez le
peuplier induirait I'accumulation de la BSP de 32kDa (Van Cleve et Apel, 1993). De méme,
aprés une exposition de trois semaines a des jours courts (8h de jour, 16h de nuit), une
accumulation significative de la BSP 32kDa a été détectée chez Populus * cadensis (Coleman
et al. 1991, Van Cleve et Apel, 1993). Une augmentation du niveau de la nutrition azotée
favorise aussi I’accumulation de la BSP de 32kDa (Van Cleve et Apel, 1993, Coleman et al.
1994, Zhu et Coleman, 2001). L accumulation de la protéine WIN4 appartenant a la famille
des BSP du peuplier est induite par une blessure au niveau foliaire (Davis et al. 1993,
Lawrence et al. 2001), elle est favorisée par le méthyljasmonate. A court terme, le
méthyljasmonate favorise I’accumulation de la WIN4 et de la BSP de 32kDa dans les jeunes
plants de peuplier. A long terme, le méthyljasmonate entraine des modifications en fonction
des parties des plants dans la concentration des protéines et de I’azote et modifie
I’accumulation de la BSP de 32kDa et de la WIN4 (Breadmore et al. 2000).

LOCALISATION DES RESERVES ET DISTRIBUTION A L’ECHELLE DE
L’ARBRE

Les plantes non-ligneuses développent des structures spécialisées dans la mise en
réserve telles que les bulbes, les rhizomes ou les tubercules alors que les ligneux ne possedent
pas de telles structures. Chez les arbres, les réserves sont généralement stockées et
remobilisées dans I’ensemble du plant (Chapin et al. 1990, Tagliavini et al. 1998). Tous les
organes participent potentiellement au stockage des réserves carbonées et azotées (Tromp,
1983, Chomba et al. 1993, Bollmark et al. 1999) mais n’ont pas la méme importance.

Les feuilles constituent un organe de stockage temporaire de I’ordre de la journée chez
les especes décidues (Trethewey et Smith, 2000). Le stockage saisonnier des réserves se fait
dans les tissus lignifiés tels que le tronc, les racines, les branches et les pousses (Titus et
Kang, 1982, Tromp, 1983, Sauter et Neumann, 1994, Stepien et al. 1994). Chez les espéces a
feuilles persistantes et les coniféres, la concentration en sucres dans les feuilles et les aiguilles
peut étre plus forte que dans les tiges ou les racines et présente des variations saisonnieres
plus importantes (Fisher et HOll, 1991 et 1992, Schaberg et al. 2000). La méme tendance a été
constatée pour I’azote (Mead et Pritchett, 1975, Nambiar et Fife, 1991, Millard et Proe, 1992,
Millard et al. 2001, Cerasoli, 2002).

A I’échelle de I’arbre, les racines sont I’organe pérenne qui présente les concentrations
les plus élevées en réserves glucidiques (Lacointe, 2000, Barbaroux et al. 2003) et azotées
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(Titus et Kang, 1982). Chez les arbres adultes, le tronc représente la biomasse la plus
importante (Bartelink, 1998, Grulke et Retzlaff, 2001). Vu sa biomasse vivante, le tronc est le
compartiment de réserves carbonées le plus important (Barbaroux et al. 2003). Alors que
I’azote et les protéines sont particulierement concentrés au niveau de I’écorce du tronc (Titus
et Kang, 1982, Titus 1989). Cependant, I’écorce représente une fraction beaucoup plus petite
que le bois au niveau du tronc, ce qui conduirait a une sous-estimation de I’importance du
tronc dans le stockage de I’azote. Les feuilles et les fines racines, comparées a leur biomasse,
sont des compartiments mineurs de réserves (Dubroca, 1983, Nguyen et al. 1990). La
contribution de chaque organe au stockage des réserves a I’échelle de I’arbre dépend ainsi
principalement de sa biomasse. Chez les arbres adultes, la biomasse aérienne contient la
quantité de réserves la plus importante a I’échelle de I’arbre méme si les réserves sont plus
concentrées dans les parties souterraines (Kozlowski, 1992). Cependant, il faudrait bien
distinguer les variations saisonniéres de la concentration des composés de réserves afin de
souligner I’importance pondérale des différents organes dans la mise en réserve. Par exemple,
chez Salix viminalis, les variations saisonnieres des quantités d’azotes sont similaires dans les
racines et les tiges, quant aux concentrations, elles sont plus élevées dans les tiges (Bollmark
et al. 1999).

La nature chimique des composés mis en réserve peut varier d’un organe a I’autre. Chez
Salix viminalis par exemple, I’azote est stocké sous forme protéique dans les tiges et sous
forme d’acides aminés dans les racines. Ce méme phénomeéne a été observé chez les arbres
fruitiers, ou les racines stockent de facon privilégiée des acides aminés par rapport aux parties
aériennes (Tromp, 1983) ainsi que chez le chéne pédonculé agé de 20 ans (VValenzuela Nunez,
2006).

L’accessibilité des tissus et des organes de stockage au sein d’un arbre est un paramétre
permettant de mieux comprendre le stockage et la remobilisation préferentielle des composés
de réserve dans certains compartiments de I’arbre par rapport aux autres. Dans le tronc, le
stockage puis la remobilisation des composés de réserve ont lieu a partir de la zone cambiale
riche en vaisseaux (Fisher et HOll, 1992). Dans le tronc de chéne sessile et de hétre par
exemple, la concentration des composés carbones non-structuraux est plus élevée dans les
cernes les plus récents, proches des vaisseaux conducteurs et diminue progressivement en
direction de la moelle (Barbaroux et Bréda, 2002). Plusieurs études ont montré que les
organes proches des parties en croissance tels que les branches, stockent et remobilisent des
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réserves plus intensément que ceux plus éloignés (Titus et Kang, 1982). Ces organes
présentent aussi une dynamique saisonniere plus marquée (Bollmark et al. 1999, Cerasoli,
2002, Hoch et al. 2003). Par ailleurs chez le hétre, il semblerait que les branches remobilisent
plus de carbone que le tronc pour le débourrement et la croissance de la nouvelle pousse au
printemps (Barbaroux, 2002, Barbaroux et Bréda, 2002). Hoch et al. (2003) ont mis en
évidence une diminution significative des réserves glucidiques dans les branches de hétre
entre Juin et Aodlt et plus précisément lorsqu’il s’agit d’une année de fructification.
Cependant, les réserves de certains organes sont qualifiées d’égoistes vu leur utilisation
locale, c’est le cas des réserves glucidiques des racines fines qui sont utilisées localement pour

le renouvellement de ces organes (Barbaroux, 2002).

Les tissus jeunes en croissance utilisent prioritairement les réserves par rapport aux
tissus plus ages (Lacointe et al. 1993). Le stock de réserves augmente pres des organes puits
pour une utilisation plus rapide et efficace des réserves. Barbaroux et al. (2003) ont trouvé que
les parties les plus jeunes des branches et du tronc étaient plus concentrées en composeés
carbonés non-structuraux que les parties les plus agées de ces organes. Ces résultats sont en
accord avec les études sur la distribution des réserves carbonées (Kramer et Kozlowski, 1979,
Samuelson et Kelly, 1996, Bollmark et al. 1999) et des protéines de réserves a I’échelle de
I’arbre (Sauter et al. 1989). Les jeunes pousses (agées d’un an) accumulent plus de protéines
de réserves que le tronc ou les racines (Sauter et al. 1989). Cette distribution peut étre
expliquée par la distribution des tissus de stockage et par la distance aux organes puits. En
effet, I’anatomie du bois est difféerente entre organes et change avec [I’age.
Le vieillissement cambial résulte en une augmentation de la formation de vaisseaux au
détriment des cellules parenchymateuses ou sont stockés les composés de réserve (e.g. chez le
hétre, VVollenweider et al. 1994, et le chéne, Helinska-Raczkowska, 1994).

Au niveau cellulaire, la mise en réserve est une fonction attribuée a des cellules vivantes
non spécialisées (Tromp, 1983). Les composés de réserves sont stockés dans les cellules
parenchymateuses du bois et de I’écorce (Kramer et Kozlowski, 1979, Magel et al. 1997)
situées a proximité des tissus vasculaires, ce qui optimiserait leur transport (Fisher et Hdll,
1992, Tromp, 1983). Une forte proportion des cellules vivantes dans les racines peut
expliquer leur forte concentration en composés de réserves par rapport au bois (Lacointe,
2001), il en est de méme vis-a-vis de la richesse de I’écorce en azote et en protéines par
rapport au bois (Titus et Kang, 1982).
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Dans les cellules, les réserves se trouvent compartimentées dans des plastes (des
amyloplastes pour I’amidon, Chapin et al. 1990) ou dans des vacuoles déshydratées (pour les
VSP, Staswick, 1994). Cette compartimentation permet de protéger les composés de réserves
d’une dégradation éventuelle dans le cytoplasme (Chapin et al. 1990) et de maintenir la force
de puits nécessaire a I’accumulation des réserves de fagon importante (Tromp, 1983).

Paroi cellulaire

Grain d'amidon
(amyloplaste)

Figure 5. Variations saisonnieres de I’accumulation des protéines de réserve dans les tiges du
peuplier (Populus deltoides). La photo montre des coupes longitudinales de tiges
échantillonnées en janvier (a) et en juillet (b). Les coupes ont été colorées pour mettre en
évidence I’accumulation de protéines. En janvier, le parenchyme du phloeme contient de
nombreuses vacuoles riches en protéines alors qu’en juillet, les cellules parenchymateuses du
phloeme contiennent une seule vacuole centrale et la coloration est limitée a la périphérie des
cellules. Xyl : xyleme; cbr: cambium; pp : parenchyme du phloéme; stm: tubes criblés.
(Cooke et Weih, 2005).
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ROLE DES RESERVES

Les composés de réserve sont impliqués dans le rythme saisonnier des arbres et servent
a maintenir I’intégrité physiologique des arbres face aux contraintes climatiques et biotiques.
Les réserves peuvent étre aussi utilisées comme indicateurs pour évaluer I’état de santé et la

vitalité des arbres.

Rythme saisonnier

Les réserves jouent un role primordial dans le rythme saisonnier annuel et pluriannuel
chez les espéces pérennes et particulierement chez les arbres feuillus décidus.
En climat tempéré, les arbres montrent un repos végétatif pendant I’hiver. Pendant cette
période de dormance, I’assimilation des ressources est ralentie ou absente. Les arbres assurent
alors I’entretien de leurs tissus grace aux réserves stockées dans leurs tissus végetatifs
(Kramer et Kozlowski, 1960). Les réserves permettent aussi aux arbres de s’endurcir au froid
et de résister aux gelées (Sakai et Larcher, 1987). La conversion de I’amidon en sucres
solubles, jouant le réle d’agents osmotiques, permet d’abaisser le point de congélation des
tissus. On observe cette conversion essentiellement dans I’écorce et le bois des parties
aériennes mais pas dans les racines qui sont moins exposées a de tres faibles températures
(Nelson et Dickson, 1981, Tromp, 1983, Sauter, 1988). De méme, une augmentation de la
concentration en protéines solubles a été corrélée a I’augmentation de la résistance au froid
chez plusieurs especes a bois dur (Siminovitch et al. 1968, Kang et Titus, 1989) et a bois
tendre (Pomeroy et al. 1970). Lors de la reprise de la croissance au printemps, les réserves
sont remobilisées afin de fournir le carbone et I’azote nécessaires a la mise en place du
nouveau feuillage et la croissance des pousses avant que I’appareil photosynthétique ne soit
fonctionnel et que I’assimilation minérale de I’azote ne soit efficace (Tromp, 1983). Les
glucides contribuent aussi a la réactivation cambiale (Hansen, 1977, Oribe et al. 2001). Le
carbone stocké dans le tronc du chéne sessile par exemple, est remobilisé principalement pour
produire les vaisseaux du xyleme du bois initial au printemps (Bréda et Granier, 1996,
Barbaroux et Breda, 2002). L’expansion foliaire est le puits le plus fort d’azote remobilisé au
printemps; jusqu’a 90% de I’azote foliaire des arbres proviendraient des réserves (e.g.
Millard, 1996, Neilsen et al. 1997).
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Contraintes biotiques et abiotiques

Les composes de réserve contribuent a préserver I’intégrité physiologique des arbres
face a différents aléas de nature biotique et abiotique comme la sécheresse (Bréda et al. 2006),
les gelées (Morin et al. 2007), les défoliations (Marcais et Bréda, 2006), les attaques
d’insectes (Rohde et al. 1996) et les blessures (Bory et al. 1991).

Lors d’un déficit hydrique par exemple, les stomates se referment pour limiter la perte
d’eau par transpiration réduisant ainsi I’acquisition de carbone par photosynthese. Ainsi, aprés
la sécheresse exceptionnelle de 2003, Bréda et al. (2006) ont observé une baisse significative
des concentrations en amidon en fin de saison chez des hétres adultes ayant perdu
prématuréement leurs feuilles. On observe souvent une diminution de la concentration en
amidon qui est parfois couplée a une augmentation de la concentration en sucres solubles
(Chaves, 1991). Ces derniers vont augmenter la pression osmotique des cellules afin
d’empécher la déshydratation des tissus d’une part, et afin d’assurer le maintien du
métabolisme d’autre part.

Lors d’une attaque de pathogenes ou d’insectes, une partie des réserves sera remobilisée pour
synthétiser des composes de défense et pour maintenir la croissance et I’activité métabolique
de I’arbre (Rohde et al. 1996). Ainsi quand un arbre est défolié, comme c’est le cas du chéne
et du pin quand ils sont attaqués par les chenilles processionnaires, les réserves stockées dans
les organes pérennes leur permettront de produire un nouveau feuillage (Vanderklein et Reich,
1999, Cherbuy et al. 2001) et de survivre a plusieurs cycles de défoliations au sein de la méme
saison (Hoch et al. 2003).

Lors d’un gel hivernal, les arbres accumulent des sucres solubles de faible poids moléculaire
dans leurs tissus (Morin et al. 2007). Ces sucres permettent de stabiliser les membranes
cellulaires (Lennartsson, 2003, Cavender-Bares et al. 2005), de réduire la formation de glace
dans le cytoplasme des cellules (Almeida et al. 1994), de maintenir la respiration de
maintenance et de rétablir un métabolisme fonctionnel aprés le gel (Ashworth et al. 1993,
Schrader et Sauter, 2002, Guy, 2003, Wong et al. 2003).

Indicateurs de vitalité des arbres

La concentration en composés de réserve et la croissance sont des indicateurs pertinents
pour évaluer I’état de santé d’un arbre (Renaud et Mauffette, 1991). Les glucides sont la
source principale d’énergie pour les plantes et leur teneur dans les tissus est utilisée comme un

indicateur de la vitalité des arbres (Wargo, 1975, M°Cullough et Wagner, 1987, Kosola et al.
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2001, Martinez-Trinidad et al. 2009b, 2009c et 2010). En effet, la teneur en amidon et en
glucose des organes d’un arbre refléte sa capacité de résistance et de survie a des conditions
de stress (Tschaplinski et Blake, 1994, Barbaroux et al. 2003). Il a été montré chez des chénes
défoliés que la concentration en amidon en fin de saison de végétation permettait de prédire
leur probabilité de survie (Marcais et Bréda, 2006). L’évaluation du contenu en glucides d’un
arbre est I’un des parameétres utilises fréequemment pour évaluer son état de santé parmi la
mesure de la fluorescence de la chlorophylle qui indique I’efficience photochimique du
photosysteme Il (Percival et Fraser, 2005) et la mesure de la résistance électrique de la zone
cambiale qui renseigne sur le potentiel de croissance (Blanchard et al. 1983, McCullough et
Wagner, 1987).

DYNAMIQUES SAISONNIERES

Chez les arbres feuillus décidus des climats tempérés, les réserves carbonées et azotées
présentent une dynamique ou une rythmicité saisonniére a I’échelle annuelle impliquant des
phases d’accumulation et de remobilisation. Cette dynamique différe entre les réserves

carbonées et azotées en termes de cinétique et d’amplitude.

Les composeés carboneés non-structuraux (NSC)

Chez les espéces feuillues, la concentration en composés carbonés non-structuraux
(NSC) augmente en éteé (Sauter et Van Cleve, 1994), elle est souvent maximale en automne et
minimale a la fin du printemps (Barbaroux et Bréda, 2002). Alors que chez les espéces a
feuilles persistantes, le stock de NSC atteint un maximum avant le début du débourrement au
printemps puis atteint son niveau minimal a la fin de I’été (e.g. Hoch et al. 2003, Spann et al.
2008). Chez les arbres décidus, la dynamique saisonniere des NSC suit celle de I’amidon
généralement (Hoch et al. 2003). La teneur en amidon atteint une valeur maximale deux fois
dans la saison: a la fin de I’automne et avant le debourrement des feuilles au début du
printemps. Ces deux pics sont suivis par une période de remobilisation illustrée par une
conversion en sucres solubles (Lacointe et al. 1994). La concentration des sucres solubles suit
une dynamique inverse a celle de I’amidon (Lacointe et al. 1994, Schaberg et al. 2000), elle
est souvent corrélée a la température, a I’exception de celle du saccharose (Fisher et Holl,
1992).

En automne, les composés carbonés non-structuraux sont transportés des feuilles

sénescentes vers les organes pérennes notamment le tronc et les racines. En hiver et

23



Synthése bibliographique

parallelement a la chute des températures, I’amidon est dégradé (Sauter, 1988), sa
concentration diminue fortement pour atteindre une valeur minimale. La température a un
effet direct sur la B-amylase, I’enzyme dégradant I’amidon qui est activée aprés 3 jours a des
températures comprises entre 3 et 5°C (Nielsen et al. 1997). Parallélement a I’hydrolyse de
I’amidon, les sucres solubles et particulierement les monosaccharides s’accumulent
(Piispanen et Saranpaa, 2001, Deslauriers et al. 2009), leur concentration atteint alors une
valeur maximale. L’accumulation de ces agents osmotiques permettra a I’arbre de résister au
froid et aux gelées (Sakai and Larcher 1987, Ogren, 1999) en abaissant le point de congélation
des tissus (Morin et al. 2007). Au printemps et juste avant le débourrement, on observe le
second pic d’amidon. Ce phénomene a lieu chez les especes décidues comme le pommier
(Hansen et Grauslund, 1973), le peuplier (Sauter et Wellenkamp, 1998), le hétre (Gansert et
Sprick, 1998) ou le chéne (Barbaroux, 2002), et chez les espéces a feuilles persistantes,
comme le pin des Alpes (Pinus cembra) et le pin sylvestre ou la concentration en amidon est
multipliée par 5 dans les aiguilles et le tronc (Fisher et Holl, 1991 et 1992, Hoch et al. 2002).
En effet, les coniféeres sont photosynthétiquement actifs et assimilent du carbone avant la
croissance de la nouvelle pousse si la température de I’air le permet (Pisek et Tranquillini,
1959), ce qui expliquerait I’accumulation de I’amidon dans les aiguilles de I’année précédente
juste avant le débourrement (Hoch et al. 2002). Pendant le débourrement, la concentration en
NSC diminue fortement dans les organes pérennes, cette diminution résulte d’une forte
allocation du carbone vers les sites de croissance et se traduit par une forte baisse de la
concentration en amidon (Barbaroux et Bréda, 2002). Dans les aiguilles d’un an de pin
sylvestre, la concentration en amidon diminue de plus de moitié pendant la croissance des
nouveaux rameaux (Fisher et Holl, 1991). Chez le peuplier, I’amidon est remobilisé quasi
totalement dans des rameaux de quatre ans pendant le débourrement (Witt et Sauter, 1994).
Chez les especes sempervirentes, la diminution de la concentration en amidon dans les
organes pérennes résulte de la diminution du flux des photosynthétats qui sont alloués
fortement vers les pousses en croissance (Cerasoli, 2002). La remobilisation des réserves
carbonées au printemps differe entre espéces et organes pérennes. Le chéne sessile, par
exemple, remobilise de I’amidon a partir de tous ses organes pérennes (tronc, racines et
branches), quant aux sucres solubles, leur concentration varie trés peu pendant cette période
(Barbaroux, 2002). Chez le hétre, la concentration en amidon et en sucres solubles ne
changent pas dans les racines. Dans le tronc, la concentration en sucres solubles diminue,
alors que celle de I’amidon augmente, alors que dans les fines branches I’amidon et les sucres

solubles sont a la fois remobilisés (Barbaroux, 2002). Chez les espéces sempervirentes, la
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remobilisation du carbone pour le développement de la nouvelle pousse a une importance
mineure vue la présence d’un appareil photosynthétique intact dans les aiguilles des années
précedentes. Chez Pinus sylvestris, la fourniture du carbone pour le débourrement est assurée
exclusivement par les néo-assimilats produits par les aiguilles d’un an (Hansen et al. 1996).
Le carbone stocké a I’automne dans le tronc et les racines, est utilisé pour la formation du bois
initial et du phloéme dans le tronc et les racines (Hansen et Beck, 1960). Le remplissage des
réserves commence tot dans la saison de végétation. Des la fin de I’expansion foliaire, les
réserves en amidon commencent a se reconstituer (Gansert et Sprick, 1998, Barbaroux et
Bréda, 2002). Dans les rameaux de saule, I’amidon commence a s’accumuler dés que la
croissance des nouvelles pousses est terminée et se poursuit jusqu’a la sénescence foliaire
(Sauter et Wellenkamp, 1998). Cependant, le remplissage des réserves ne se fait pas aux
mémes dates ni au méme rythme dans tous les organes et de la méme fagon chez toutes les
especes. Chez le chéne sessile, le stockage des réserves commence d’abord dans les fines
branches puis un mois apres dans le tronc et les racines (Barbaroux, 2002). Chez le hétre, le
remplissage des reserves glucidiques se produit d’abord dans les fines branches et se produit
trés tardivement dans la saison dans les racines et reste inchangé dans le tronc tout au long de
la saison de végétation (Barbaroux, 2002). La teneur en amidon atteint son maximum au
moment de la sénescence foliaire dans les différents organes pérennes. Des résultats similaires
ont été trouvés chez le pécher (Stassen et al. 1981). Le stockage des reserves glucidiques se
fait de facon basipete dans I’arbre, il commence dans les parties aériennes puis dans celles
souterraines. Au plan radial, le remplissage (aussi bien que la remobilisation) débute a partir
de la zone cambiale du tronc (Fisher et Holl, 1992) et se propage en profondeur jusqu’a la

limite du bois de cceur.

Les réserves azotées

Le recyclage saisonnier de I’azote permet de réduire les pertes en azote qui est le facteur
le plus limitant pour la croissance des arbres (Rennenberg et al. 2009). Ce recyclage pourrait
potentiellement contribuer a I’efficience de I’utilisation de I’azote (Vitousek, 1982, Chapin et
Kedrowski, 1983, Boerner, 1984, Aerts, 1990) et accroit la productivité a long terme des
especes pérennes et particulierement les arbres décidus (Killingbeck, 1996, Eckstein et al.
1999). Le stock des reserves azotées peut fluctuer a tout moment pendant la saison de
vegétation (e.g. aprés une défoliation), mais la modification la plus importante a lieu a la fin

de la saison (Cyr et Bewley 1989, Cyr et al. 1990, Gloser 2005). Le contenu en azote des
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organes pérennes augmente a la fin de la saison de végétation, cette augmentation est souvent
liee positivement a la survie hivernale et a la croissance printaniere (Chapin et al. 1990), c’est
aussi le résultat de plusieurs processus :

1) I’augmentation de la disponibilité de I’azote dans le sol,

2) I’absorption de I’azote par les racines étant moins limitée par son assimilation et son
utilisation pour la croissance,

3) I’allocation des composés azotés depuis les feuilles sénescentes,

4) la synthese et I’accumulation de composés cryoprotecteurs tels que la proline (Gloser,
2005).

Cependant, I'importance relative de chacun de ces processus sur la quantité finale d’azote
stocké reste trés peu connue (Gloser, 2005). Les variations saisonnieres des réserves azotées
sensu stricto suivent une dynamique plus simple que celle des réserves glucidiques. Cette
dynamique se caractérise par 2 phases : une phase d’accumulation dans les organes pérennes a
la fin de I"automne et en hiver, suivie d’une phase de remobilisation intense au printemps
pour la croissance des nouveaux organes (Titus et Kang, 1982). Le recyclage saisonnier de
I’azote est lié fortement a la phénologie (Millard et Grelet, 2010) qui est un trait adaptatif
important des espéces pérennes qui détermine le timing et la durée de la saison de croissance
(Hanninen, 1990).

En automne, les jours courts et la baisse de la température entrainent un recyclage de
I’azote depuis les feuilles sénescentes vers les organes pérennes tels que le tronc, les branches,
les racines et les pousses (Thomas et Stoddart, 1980) illustrant un changement dans le
métabolisme foliaire : de I’assimilation des ressources a leur remobilisation et leur export. Les
protéines foliaires sont degradées en acides amines qui seront transportes via le phloeme vers
les tissus pérennes ou les protéines de réserve (VSP) seront synthétisées et accumulées dans le
parenchyme de I’écorce et dans les rayons ligneux (Titus et Kang, 1982, Sauter et al. 1989,
Wetzel et al. 1989, Stepien et al. 1994, Hortensteiner et Feller, 2002, Gessler et al. 2004). La
remobilisation de I’azote foliaire commence avec le jaunissement des feuilles et se poursuit
jusqu’a leur chute (Sauter et Van Cleve, 1994, Bollmark et al. 1999). En revanche, chez les
especes a feuilles persistantes, I’azote est remobilisé des feuilles agées durant toute leur vie
(Wendler et al. 1995) et non seulement a leur sénescence (Nambiar et Fife, 1987). Les
quantités d’azote remobilisées pendant la sénescence foliaire sont tres importantes: entre 40 a
80% de I’azote serait recyclé a I’automne (Chapin et Kedrowski, 1983, Millard et Proe, 1991,
Vizoso et al. 2008). Shim et al. (1972) estiment que la remobilisation automnale de I’azote

foliaire vers les parties ligneuses de I’arbre permet de sauvegarder jusqu’a 2/3 de son contenu
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en azote. La concentration en protéines dans les feuilles sénescentes diminue de 50% environ,
cette diminution est due a 90% a la dégradation de la Rubisco (Kang et Titus, 1980) qui
constitue une source majeure pour le stockage de I’azote dans les organes pérennes. Au
printemps, une forte remobilisation des composés azotés stockés dans les parties pérennes de
I’arbre a lieu (Millard, 1994), les VSP sont dégradées en acides aminés qui seront transportés
aux sites de croissance, essentiellement les bourgeons et les feuilles ou ils seront utilisés pour
la néo-synthese de protéines (Bollmark et al. 1999, Cooke et Weih, 2005). La remobilisation
de I’azote est tres importante a I’échelle de I’arbre et peut étre totale (Millard, 1993 et 1996)
dans certains organes comme les rameaux (Sauter et VVan Cleve, 1994, Sauter et Wellenkamp,
1998). En effet, le débourrement a lieu a une période ou les conditions d’acquisition de I’azote
par les racines ne sont pas optimales (Titus et Kang, 1982, Chapin et al. 1990). De méme, la
fourniture de squelettes carbonés est impossible en absence de I’appareil photosynthétique
(Titus et Kang, 1982). Pour cela, I’azote nécessaire a la croissance des nouveaux tissus
provient essentiellement des réserves azotées (Tromp, 1983), au moins aux premiers stades de
croissance (Millard, 1994, Millard et al. 1998). L importance relative des VSP et des acides
aminés dans la remobilisation printaniere reste a €lucider chez les arbres, bien qu’elle semble
dépendre de I’espéce et de I’organe considéré. Chez le pécher (Prunus persica), I’azote
remobilisé au printemps provient a 55% de la fraction non-protéique constituée probablement
d’acides aminés (Gomez et Faurobert, 2002). Chez le chéne liege (Quercus suber), on assiste
a une remobilisation préférentielle des protéines (Cerasoli, 2002). Chez le pommier agé d’un
an, la remobilisation printaniere de I’azote stocké dans les racines est essentiellement sous

forme d’acides amineés alors que la fraction proteique intervient peu (Tromp, 1983).

Les lipides

L’amplitude des variations saisonniéres des réserves lipidiques est faible (Nelson et
Dickson, 1981, Fisher et Holl, 1992, Hoch et al. 2003). Hoch et al. (2003) ont montré que les
variations saisonnieres de la concentration en lipides et notamment les acylglycérols étaient
tres faibles a négligeables dans les branches et le tronc de quatre especes de « fat trees »:
Tilia, Larix, Picea et Pinus. En revanche, dans des conditions de températures extrémes e.g.
dans les hautes altitudes et les zones de limite des arbres « treeline », la concentration en
lipides augmente dans les tissus de plusieurs espéces de coniferes en hiver. Cette
accumulation de lipides est accompagnée d’une disparition de I’amidon (Sharkov et
Tsvetkova 1950, Karnik et al. 1966, Lebedenko, 1966, Jeremias, 1968, Sudachkova, 1977,
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Rubchevskaya et Levin, 1981, Rubchevskaya et Levin, 1982, Repyakh et al. 1983). Certaines
données sur les variations saisonnieres de la concentration des acylglycérols sont
contradictoires (Sudachkova et al. 2004). Bien que la concentration des acylglycérols dans
I’aubier de Pinus sylvetsris ne varie pas au cours de la saison (Saranpéé et Nyberg, 1987,
Fisher et Holl, 1992), elle augmente dans le bois du peuplier au printemps et a I’automne
(Holl, 1985, Sauter et Van Cleve, 1994).
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LE CHENE SESSILE ET LE HETRE

La forét francaise couvre environ un quart du territoire national. Les espéces feuillues
occupent 70% de la surface forestiére et représentent environ 60% du volume du pied. Les
chénes sessile et pédonculé et le hétre représentent environ la moitié de la superficie (47%) et
du volume (55%) occupe par les espéces feuillues en 2008 (Inventaire forestier national,
2008). Ce sont les trois espéces sociales de production de bois feuillu en France. En plus de
leur importance sylvicole, ces espéces présentent des caractéristiques fonctionnelles

contrastées.

Généralités

Le chéne sessile (Quercus petraea) et le hétre européen (Fagus sylvatica) sont des
essences forestieres feuillues décidues appartenant a la famille des fagacées. Leur distribution
géographique est européenne a tendance subatlantique. Le chéne sessile est une espéce post-
pionniere avec une longévité pouvant atteindre entre 500 a 1000 ans, alors que le hétre est une
espece sciaphile a longévité plus réduite, entre 150 et 300 ans. Le chéne sessile se trouve sur
des humus variés (du mull carbonaté au mor), il a une croissance optimale sur des sols
filtrants, épais et légerement acides (limons ou sables). C’est une espéce mésoxérophile a
mésophile tolérant les sols a pseudogley (Rameau et al. 1989). Le hétre pousse sur des sols
plus ou moins filtrants avec des humus allant du mull carbonaté au dysmoder, et présente son
optimum de production sur des limons. C’est une espéce mésoxérophile a mésophile,
supportant les sols peu profonds grace a un enracinement superficiel (Rameau et al. 1989,
Barbaroux, 2002). Les individus des 2 espéces peuvent atteindre 40 m de hauteur (Lanier,
1994). L’age d’exploitation est entre 180 et 250 ans pour le chéne sessile et entre 80 et 150
pour le hétre, ce qui correspond a un diameétre entre 60 et 80 cm pour le chéne sessile et entre
65 et 70 cm pour le hétre. Le chéne produit 3 8 6 m>.ha™.an™ et le hétre entre 6 et 11 m>.ha’
Lan?, selon la fertilité des sols et I’age des peuplements. Les deux espéces sont gérées en

futaie réguliére ou irréguliére, pure ou en mélange.

Anatomie du bois et activité cambiale

Le chéne est une essence ayant un bois a zone initiale poreuse, les vaisseaux formés au
printemps sont plus larges et hétérogénes que ceux qui sont produits en été. Le hétre est une
essence a bois a pores diffus, les vaisseaux du printemps et de I’été sont de petite taille et

homogénes (Shweingruber, 1988). Cette anatomie contrastée résulte en une vulnérabilité

29



Synthése bibliographique

différente des deux espéces vis-a-vis de I’embolie hivernale. Les larges vaisseaux de xyleme
du chéne sont sensibles a I’embolie induite par le gel hivernal aboutissant a une rupture de la
colonne d’eau (cavitation) et par la suite a une perte de la conductivité hydraulique pouvant
atteindre 100% (Cochard et al. 1992, Bréda et al. 1993b). Afin de rétablir la conductance
hydraulique au printemps, la croissance radiale est initiée (environ 43% de la croissance
annuelle incluant la totalité du bois initial soit 19% du nouveau cerne) avant I’expansion
compléte des feuilles (Hinckley et Lassoie, 1981, Bréda et Granier, 1996, Barbaroux et Bréda,
2002). En revanche, les petits vaisseaux du xyléme du hétre sont moins vulnérables a
I’embolie hivernale et la conductivité hydraulique est partiellement conservée d’une année a
I’autre (Gasson, 1987, Anfodillo et al. 1993, Hacke et Sauter, 1996). Par conséquent, la
réactivation cambiale commence en méme temps que le débourrement au printemps chez le
hétre (Hinckley et Lassoie, 1981, Barbaroux et Bréda, 2002). Une autre différence entre
essences a bois poreux et essences a bois diffus se situe dans la distribution radiale des tissus
vivants dans le bois (Saranpaa et Holl, 1989, Holl, 1997, Barbaroux et Bréda, 2002). Le
chéne, espece a bois poreux, montre une délimitation claire entre I’aubier (constitué par des
cellules vivantes et des éléments conducteurs de séve) et le duramen (parenchyme mort). Le
hétre, espece a bois diffus, ne forme pas de duramen, et la seve circule dans tout le xyléeme
selon un profil radial fortement décroissant du cerne de I’année vers les cernes anciens
(Granier et al. 2000, Barbaroux et Bréda, 2002).

Figure 6. Caractéristiques anatomiques bu bois a zone poreuse du chéne sessile avec de gros
vaisseaux de xyleme (A), et du bois a pores diffus du hétre avec des vaisseaux du xyléme de
petite taille (B).

L’activité cambiale présente un gradient basipete au stade jeune (entre 5 a 15 ans) chez
le chéne et le hétre (Lachaud et Bonnemain, 1981). A partir de 30 ans, la xylogénése des

chénes se produit par une réactivation cambiale d’ensemble, simultanément a différents
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niveaux dans I’arbre, alors que chez le hétre, la xylogénése a lieu d’abord dans les branches

avec un gradient basipéte puis dans le tronc (Barbaroux, 2002).

Phénologie et croissance

La phénologie désigne les différentes étapes du développement morphologique d’une
plante. Elle comprend le débourrement, la feuillaison, la floraison, la fructification, la saison
de végétation, la sénescence puis la chute des feuilles. Le débourrement et la sénescence sont
déclenchés par la température et/ou la photopériode principalement, et sont influencés par les
conditions environnementales ainsi que par des facteurs ontogéniques (age) ou génétiques
(Kramer, 1995, Chuine et Cour, 1999). Plusieurs d’études ont suggéré que le chéne débourre
avant le hétre en Avril pour I’ensemble de la France (Kramer, 1995, Differt, 2001).
Cependant, des situations régionales inverses sont rapportées (Comps et al. 1987) et des
observations par télédétection confirment ces possibles inversions (Duchemin et al. 1999):
selon les contextes climatiques, le poids relatif du contréle par la température ou par la
photopériode pourraient produire cette variabilité géographique. La période de sénescence se
produit en méme temps, fin octobre, pour les deux espéces (Lebourgeois et al. 2002). La
croissance végétative du chéne et du hétre est rythmique. Elle consiste en des périodes de
croissance active suivies de périodes de repos apparent pendant lesquelles les feuilles
terminent leur développement (Lavarenne et al. 1971). On observe deux a trois vagues
(flushs) de croissance sur des chénes adultes en conditions naturelles (Bréda, 1994). Le hétre
présente une a deux vagues de croissance, elles sont espacées par une période de repos d’une
a quatre semaines (Riedacker, 1981). Ces rythmes, trés marqués sur les jeunes plants,
s’atténuent au cours du vieillissement des arbres et peuvent étre fortement perturbés par les

sécheresses édaphiques ou les fructifications.
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Figure 7. Les différents stades de débourrement des bourgeons au printemps chez le chéne
sessile (1) et le hétre (2): BO : Bourgeon hivernaux, B1 : Bourgeons gonflés, B2 : Les écailles
se décollent, des feuilles apparaissent, B3 : Ecailles tres décollées, feuilles serrées les unes
contre les autres, B4 : Les feuilles émergent, B5 : Toutes les feuilles sont sorties et étalées
(Fin du débourrement), selon Bréda et Granier (1996).

Le chéne et le hétre sont des « mast seeding species », pour lesquelles une fructification
massive et synchrone entre les individus d’un méme peuplement a lieu occasionnellement.
Cependant, il existe peu de données sur la fructification des espéces forestiéres. La fréquence
de fructification du chéne est plus faible que celle du hétre. La période de fructification
moyenne du chéne est estimée a cing ans et demi en région Lorraine (France) (Aussenac,
1975), alors qu’on a détecté une périodicité de deux ans pour le hétre en Suéde (Overrgaard et
al. 2007), en Allemagne (Eichhorn et al. 2008) et en France (Genet, 2009).

Caractéristiques écophysiologiques

Le chéne présente une capacité photosynthétique plus forte que le hétre, qui résulte a
fois d’une plus forte conductance stomatique et d’une plus forte photosynthese maximale
(Aranda et al. 2000, Backes et Leuschner, 2000). Le chéne présente une meilleure efficience
d’utilisation de I’eau que le hétre, la fermeture stomatique pendant une période de déficit
hydrique a lieu plus tét chez le hétre (Barbaroux, 2002). Pendant des conditions hydriques
favorables, les valeurs du potentiel hydrique sont comparables entre les deux espéces (Aranda
et al. 2000). Quand le contenu en eau du sol est faible, le chéne réussit a restaurer son
potentiel hydrique contrairement au hétre, et ceci grace a un systeme racinaire plus profond et
plus étendu lui permettant d’extraire I’eau des horizons profonds du sol (Bréda et al. 19933,
Zapater et al. 2008). Pendant une sécheresse, le chéne sessile maintient une conductance

stomatique (Backes and Leuschner, 2000) et une capacité photosynthétique (Epron et Dreyer,
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1993, Epron et al. 1995) plus élevées que le hétre, il est aussi moins sensible a I’embolie
induite par la sécheresse (Breda et al. 1993b). Cependant, le hétre subit une diminution plus
brutale de son potentiel de base (Leuschner et al. 2001), la nécromasse des fines racines
augmente au détriment de la croissance aérienne et sa croissance radiale diminue.
Contrairement, la croissance du tronc de chéne est moins affectée par la sécheresse estivale,
les fines racines ne montrent pas d’augmentation de leur nécromasse ni de leur biomasse
vivante (Leuschner et al. 2001). Par son enracinement profond, sa capacité photosynthétique,
sa conductance hydraulique, la croissance radiale du tronc et le renouvellement des racines, le
chéne est moins sensible a la sécheresse édaphique que le hétre. Malgré sa vulnérabilité a la
sécheresse, le hétre est en competition avec le chéne dans les peuplements mélangeés
(Leuschner, 1994). La supériorité compétitive du hétre est basée sur I’architecture spécifique
de sa canopée et I’orientation de ses feuilles lui permettant d’éviter I’ombrage (Leuschner,
2000). Des études récentes ont montré qu’en condition de sécheresse, le hétre ajuste
rapidement sa croissance radiale, ce qui permet d’allouer le carbone assimilé vers d’autres
fonctions comme la mise en réserve. Cette stratégie permettrait au hétre une récupération plus
rapide apres une sécheresse (Genet et al. 2010).

Les stratégies d’allocation du carbone entre les deux espéces, en particulier a I’age
adulte, ont été étudiées récemment par Genet et al. (2009 et 2010). Ces études ont montré que
I’allocation du carbone a la croissance végeétative, majoritaire pendant la phase juvénile du
développement du hétre, diminue progressivement au profit du stockage de composés de
réserve et de la croissance reproductive au cours du vieillissement. En revanche, I’allocation
entre croissance végétative, stockage et respiration demeure constante au cours du
développement du chéne sessile (Genet et al. 2009 et 2010). Etant sensible a I’embolie
hivernale, la survie du chéne sessile chaque printemps repose a la fois sur la réalisation d’une
croissance minimum et sur la présence d’une quantit¢ minimum de réserves carbonées
nécessaires pour alimenter cette croissance. D’ou un équilibre dans I’allocation du carbone
entre croissance et mis en réserve en vieillissant. Chez le hétre, la sensibilité de la croissance
radiale aux contraintes environnementales augmente au cours du vieillissement, contrairement
au chéne. Ainsi, I"augmentation de I’allocation du carbone aux réserves chez le hétre
vieillissant est une adaptation du fonctionnement carboné visant a garantir I’intégrité
physiologique de I’arbre malgré I’augmentation des contraintes climatiques. De plus,
I’intensité des fructifications augmentent chez le hétre au cours du vieillissement, ce qui
nécessite de nouveaux équilibres dans le fonctionnement carboné et notamment une

augmentation de I’allocation pour la reproduction. En condition de dépérissement du hétre,
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I’allocation du carbone a la croissance chute drastiquement au profit de I’allocation aux
réserves, permettant aux arbres dépérissants de maintenir des concentrations en composés de
réserves glucidiques identiques a celle des arbres sains. Lors des crises de croissance, le
systeme d’allocation du chéne semble moins flexible que celui du hétre. Ceci se traduit par
une forte vulnérabilité aux dépérissements pluriannuels, aboutissant souvent a des mortalités

chez les individus les plus ageés (Bréda et Badeau, 2008)
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Contexte scientifique et objectifs

Chez le chéne sessile et le hétre adultes, la dynamique saisonniére des composés
carbonés non-structuraux (NSC) a été étudiée en fonction du contenu en eau du sol et
du développement phénologique par Barbaroux et Breda (2002). Cette étude a montré
des variations saisonnieres plus marquées et des concentrations en NSC plus élevées
chez le chéne sessile comparé au hétre. Les auteurs ont expliqué les différences
observées par I’anatomie du bois contrastée des deux especes (bois poreux versus
diffus) et les besoins en carbone plus importants pour la croissance radiale et le
débourrement au printemps chez le chéne. Pour les deux especes, les NSC atteignent
leur concentration maximale en octobre juste avant la chute des feuilles, et la
concentration minimale en juin a la fin de I’expansion foliaire, lorsque I’indice
foliaire atteint son maximum. La distribution radiale des NSC dans I’aubier du chéne
sessile a montré des concentrations plus élevées dans les cernes les plus jeunes et qui
diminuaient radialement jusqu’a la limite aubier/ duramen. Chez le hétre qui ne
présente pas de duramen, la répartition des NSC semblait étre moins dépendante de

I’age des cernes, méme si les derniers cernes étaient plus concentrés en amidon.

Un bilan quantitatif de la distribution des NSC a I’échelle de I’arbre a été ensuite
réalisé par Barbaroux et al. (2003) sur des arbres des deux espéces abattus en Octobre
1999 (maximum de NSC) et en Juin 2000 (minimum de NSC). Ce bilan a montré que
le chéne mobilisait deux fois plus de NSC pour la croissance au printemps que le
hétre (Figure 1). A I’échelle de I’arbre, le tronc est le compartiment de réserves
glucidiques le plus important et ceci pour les deux espéces (44% de la quantité totale
de NSC).
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Figure 1. Distribution des TNC dans les organes pérennes du chéne sessile et du hétre
en Octobre 1999 et en Juin 2000. Les résultats sont exprimés en concentrations
moyennes (a) et en quantités de carbone (b). Les barres verticales indiquent les erreurs
standards (n=3). TNC, total non-structural carbohydrates. D’aprés Barbaroux et al.
(2003).

Les auteurs ont par la suite estimé le co(t de carbone des réserves utilisées pour la
respiration d’entretien en hiver et pour la croissance au printemps. Le calcul des
différents codts était inférieur de 38% pour le hétre et de 8% pour le chéne par rapport
aux estimations des besoins en C de réserves (Tableau 1). Une des explications
proposées par les auteurs suggere que d’autres composés de réserves (tels que des
protéines de réserve, des acides aminés ou des lipides) contribuent a ce bilan.
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Tableau 1. Estimation des colts de carbone pendant I’hiver et le printemps (entre
Octobre et Juin) pour des processus mesurés lors de I’expérience et a partir de
données de la littérature. Q1o taux de respiration, Ris taux de respiration basale a
15°C, T température. D’apres Barbaroux et al. (2003).

Table 6 Carbon costs estimation during winter and spring (between October and June) and literature source for the nonmeasured process in
our experiment

Variable (gC) Beech Oak Function Reference Species

Maintenance respiration 584 780 Qg Rygi T Damesin et al. (2002) Fagus sylvatica
Edwards & Hanson (1996) Quercus sp.

Leaf biomass 1490 1740 Measured This study

Reserve needs for leaf biomass 655 765 44% Dyckmans et al. (2000) F. sylvatica

Leaf growth respiration 387 452 0.26 gC gC' Merino et al. (1984) Deciduous

Reserve needs for leaf growth respiration 171 200 44% Our hypothesis

Reserves needs for leaf construction 826 965 44% Dyckmans et al. (2000) F. sylvatica

Earlywood biomass - 680 Measured This study

Earlywood growth respiration - 197 0.29 gC gC-' Damesin et al. (2002) F. sylvatica

Total carbon costs 2461 3849

Carbon reserve needs 1410 2622

Our measurements 880 2400

Difference 38% 8%

Q. respiration rate. Ry, basal respiration rate for 15°C. T, temperature.

Afin de vérifier cette hypothése et de compléter le bilan des réserves des deux
especes, Valenzuela Nunez (2006) a étudié dans un premier temps la dynamique
saisonniere et la distribution des protéines solubles totales sur les mémes échantillons
que Barbaroux et al. (2003). Il a trouvé une concentration en protéines solubles deux
fois plus élevée chez le chéne sessile que chez le hétre, avec un gradient croissant vers
les parties terminales de I’arbre (pousses et fines racines et le tronc a la base du

houppier) chez les deux especes (Figure 2).
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Figure 2. Distribution de la concentration en protéines solubles totales dans les
différents organes de chéne sessile (a) et de hétre (b) en Octobre 1999 (gris) et en Juin
2000 (noir). Les barres indiquent I’erreur standard (n=3). FR (fine roots), racines
fines ; SR (small roots), petites racines (uniquement pour le hétre); CR (coarse roots),
grosses racines, S (stem), tronc de 0 m (S0) a 12 m (S12) de hauteur ; branches
(branch) et les pousses (twigs) de I’année (n) et de I’année précédente (n-1). Les
astérisques indiquent des différences significatives entre dates. D’aprés Valenzuela
Nunez (2006).

Cependant, aucune différence significative dans la concentration des protéines
solubles n’a été détectée entre Octobre et Juin (sauf pour les pousses). Les auteurs ont
expliqué ces résultats par le fait que les composés azotés n’atteignent pas leurs
concentrations maximales et minimales aux mémes dates que les NSC au cours de la
saison et que les variations saisonnieres des protéines solubles concerneraient plus

leur composition que leur concentration.

Valenzuela Nunez (2006) a ensuite étudié la composition des protéines solubles en
Octobre et Juin a différentes hauteurs de I’aubier du tronc de chéne pédonculé agé de
20 ans. Il a pu mettre en évidence un polypeptide de 26 kDa qui était présent en
octobre en proportion importante par rapport aux autres protéines de la fraction
soluble mais absent en juin, montrant ainsi des caractéristiques d’une protéine de

réserve (VSP) comme définis par O’Kennedy et Titus (1979). Une protéine de réserve
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chez le chéne est alors mise en évidence pour la premiére fois lors de cette étude. La
seule étude qui existait sur les VSP de chéne et de hétre était celle menée par Wetzel
et Greenwood (1991) qui ont etudié la présence de VSP dans I’écorce de branches de
chéne rouge (Quercus rubra L.) et de hétre (Fagus sylvatica). Ces auteurs ont trouvé
une modification dans I’ensemble des protéines solubles entre I’été et I’hiver,

cependant aucune VVSP ne semblait étre présente chez les deux espéces.

Par ailleurs, les données sur la dynamique saisonniere des réserves azotées
restent fragmentaires chez le chéne sessile et le hétre adultes. A part quelques études
sur des jeunes plants (Cerasoli et al. 2004a et 2004b, Visozo, 2004, Vizoso et al.
2008), aucune étude conjointe de la dynamique saisonniére des composés carbonés
non-structuraux et des réserves azotées n’a été menée sur ces deux especes au stade

adulte jusqu’a présent.
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Dans le travail de these ci présent, nous proposons d’étudier (Figure 3):

Publication 1) La dynamique saisonniere couplée des réserves azotées et des
composés carbonés non-structuraux dans I’aubier du tronc de chéne sessile et de
hétre adultes.

Dans cette premiere expérience, la dynamique de la variation saisonniére des
protéines solubles et des acides aminés libres dans le tronc de chéne sessile et de hétre
agés de 50 ans sera comparée a celle des composés carbonés non-structuraux sur une
base mensuelle entre Octobre 2007 et Octobre 2008. Le but de I’expérience est de
définir, dans le tronc des arbres adultes, les dates clefs de stockage et de
remobilisation des NSC (Non-Structural Carbohydrates) et NSNC (Non-Structural
Nitrogen Compounds) au cours d’un cycle annuel complet. Cette expérience a aussi
pour objectif d’étudier la présence de VSP dans I’aubier du tronc des deux espéces en
étudiant la composition protéique. La distribution radiale des NSC et des réserves
azotées sera comparée entre cernes récents et cernes anciens de I’aubier du tronc afin
de vérifier si la distribution des réserves azotées suit celle des NSC étudiée

précédemment par Barbaroux et Bréda (2002).

Publication 2) La contribution de I’azote remobilisé des réserves a la croissance
foliaire au printemps chez le chéne sessile agé de 50 ans : une approche isotopique
au N,

L approche expérimentale a consisté en un marquage in situ avec de I’azote enrichi a
99.8% en N au niveau du sol, effectué juste avant le début et pendant le
débourrement entre Avril et Mai 2009. L’azote nouvellement assimilé a été quantifié
dans les tissus en croissance grace a sa composition isotopique en °N. L’objectif de
I’expérience est de quantifier la contribution relative de I’azote remobilisé des
réserves et de I’azote nouvellement assimilé a la croissance des feuilles et des pousses

au printemps chez du chéne sessile 4gé de 50 ans.

Publication 3) Le bilan quantitatif des composés azotés et carbonés non-structuraux a
I’échelle de I’arbre chez le chéne sessile et le hétre a deux dates phénologiques clés.

Des arbres des deux espéces ont éte abattus en Janvier 2008 (dormance hivernale) et
en Juin 2009 (apres la fin de I’expansion foliaire). Un échantillonnage exhaustif des

organes aériens (tronc, branches, pousses et feuilles quand présentes) et des grosses
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racines a éeté réalisé. Cette expérience a consisté en une quantification des NSC et des
NSNC a I’échelle de I’arbre par le biais des concentrations et de calculs de biomasse
par application de tarifs allométriques. Cette approche a pour but de dresser un bilan
complet des composes carbonés et azotés non-structuraux a I’échelle de I’arbre et de
définir la distribution des composés dans les différents organes de I’arbre a deux dates

phénologiques clefs : au cours de la dormance et a la fin de I’étalement foliaire.
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Figure 3. Schéma synthétique du calendrier expérimental.
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Ce travail a été réaliseé sur deux parcelles forestieres en Lorraine (Tableau 2):

- une jeune futaie de chéne en forét domaniale de Champenoux (parcelle 52), située a
15 km de Nancy et composée majoritairement de chénes sessiles (Quercus petraea)
agés entre 50 et 55 ans en 2008.

- une jeune futaie située en forét domaniale de Hesse en Moselle (parcelle 217),
composé a 90% de hétre (Fagus sylvatica) agés de 45 ans en 2008, les autres especes
étant le bouleau (Betula alba) et le charme (Caprinus betulus). Cette parcelle
accueille également un dispositif de suivi des flux d’eau et de carbone parmi les plus
anciens du réseau CARBOEUROPE.

Les deux sites sont issus de la régénération naturelle et sont distants de 60 km.

Les variables climatiques standards, telles que la température de I’air, la pluviométrie,
I’humidité relative, et le rayonnement global, sont mesurées par des stations méteo
installées par I’'INRA a proximité des deux sites. De méme, un suivi de I’évolution
saisonniéere du contenu relatif en eau du sol (REW), de I’indice foliaire (LAI), du
débourrement, de la croissance radiale est réalisé sur les deux sites (Tableaux 3 et 4).

(Pour plus de détails sur les deux sites, se référer aux publications)

Forét de Champenoux (54) Forét de Hesse (57)
Hétre_ 45-50 ans

ARY 5ol
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Tableau 2 : Caractéristiques géographiques, climatiques, des peuplements et du sol

dans les deux sites expérimentaux de Champenoux et de Hesse.

Sites Champenoux Hesse

expérimentaux (54) (57)

Parcelle 52 217

Longitude 6°14°E 7°03’53’E

Latitude 48°44°N 48°40°27’N

Altitude 273 m 300 m

Température moyenne 9.2°C 9.2°C

Précipitation annuelle 744 mm 820 mm
Peuplement

Espéece Chéne Hétre

Age 55 ans 45 ans

Hauteur arbres 20 m 19m

Circonférence moyenne 425 mm 286 mm
Sol

Type (pédologique) Luvisol typique Néoluvisol

Type (WRB) Haplic luvisol Luvic cambisol

Profondeur enracinement 2.2m 14m

Réserve utile 174 mm 165 mm

N 2.14 g.kg™ 1.61 g.kg™

C/IN 13.5 14.93

Tableau 3. Caracteéristiques phenologiques des chénes (Champenoux) et des hétres
(Hesse) au cours des trois années d’étude (2007-2009). JJ: jours julien.

Indice foliaire (m%/m?) Date de débourrement Date de chute des feuilles

Leaf area index (LAI) (@N)) (@N))
Chéne Hétre Chéne Hétre Chéne Hétre
2007 6.1 7.6 108 109 300 297
2008 3.7 8.6 126 120 300 286
2009 3.8 8.4 115 110 300 290
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Tableau 4. Evolution saisonniére au cours des trois années d’études (2007-2009) de
la réserve utile en eau (REW) et de la température de I’air sur les sites de
Champenoux (traits roses) et de Hesse (traits bleus). Une réserve utile inférieure a 0.4
refleterait un déficit hydrique au niveau du sol. JJ : jours julien.

Réserve Utile en Eau

Relative Extractable Water (REW)

Température moyenne (°C)

. 30
12 2007
11 25
W N
0.87
15
2
N~ w6 (6]
o ~ 2 101
o
[9\} 0.4 5 f
0.21 0 iU T T T T T T T T —
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201
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=
o Hos o)
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o
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C and N storage and remobilization in adult sessile oak and beech

SUMMARY

Evaluation of C and N internal cycling in forest trees demonstrates that more
information is needed on the control of N reserves in mature trees. We investigated the
seasonal variations of non-structural carbohydrates (NSC) and non-structural nitrogen
compounds (NSNC) in the stem sapwood of 50-year-old sessile oak and beech trees, which
was shown to be the most important storage compartment of carbohydrates at the tree level. In
both species, NSC concentrations were 20 times higher compared to NSNC. Starch was the
most abundant NSC in the stem sapwood and showed seasonal fluctuations, whereas the
mechanism appeared to be more complex for NSNC. Soluble proteins and amino acids
concentrations did not change along the year in stem sapwood of both species, but a change in
overall protein composition was observed between winter and summer. Two polypeptides of
13 kDa (PP13) and 26 kDa (PP26) exhibited the major annual variations of storage proteins.
After full leaf expansion, sapwood was not fully depleted in starch in oak and not depleted in
beech, illustrating that C accumulation was higher than C consumption for oak growth, and
that stem sapwood was not the most important source of C for new growth, in beech. By
contrast, PP13 and PP26 were totally absent along the vegetative period and accumulated
from leaf senescence until the coldest months which supports their role in N storage as
vegetative storage proteins (VSP). The N content of these VSP represented 10% of the total N
in sapwood of oak and beech. In both species, both NSC and proteins composition changed in
response to cold hardiness, illustrated by a starch interconversion to soluble sugars and by a
polypeptides rearrangement. We suggest that the accumulation of PP13 and PP26 would
result from the breakdown of higher molecular weight polypeptides that were less abundant
during this period and that PP13 and PP26 may have a protective function in cold hardiness as
they accumulated mostly during cold periods.

49



C and N storage and remobilization in adult sessile oak and beech

INTRODUCTION

Tree life span depends on a well ordered periodic accumulation of carbon (C) and
nitrogen (N) compounds occurring during favorable periods. These compounds are stored
mostly during rest periods before being mobilized for sustaining growth and reproduction
(Kramer and Kozlowski, 1979, Stepien et al. 1994, Sauter and Witt, 1997).

Studies on seasonal dynamics of reserves in adult broadleaved temperate forest trees in
relation with their natural environment focused mainly on changes in non-structural
carbohydrates (Piispanen and Saranpad, 2001, Barbaroux and Breda, 2002, Hoch et al. 2003).
Beside C, N can be a growth-limiting factor in natural forest ecosystems (Rennenberg et al.
1998), then the ability of forest trees to store and redistribute internally nitrogen resources is a
fundamental process conditioning their C and N economy (Millard and Grelet, 2010). The
importance of non-structural nitrogen compounds (NSNC) such as amino acids and/or
vegetative storage proteins (VSP) in controlling growth and metabolism have been
demonstrated mainly in young trees (Stepien et al. 1994, Black et al. 2001, Cooke and Weih,
2005, Rennenberg et al. 2010) but studies of their seasonal dynamics in adult trees are scarce.
In addition, characterization of both C and N internal cycles and their interaction during life
span of forest trees remain largely to be explored even at young stages (Lacointe et al. 1993,
Cerasoli et al. 20044a, 2004b, Vizoso et al. 2008).

When mature trees were studied, the analysis of N pools was commonly restricted to
either bark or wood of young organs but rarely to stem sapwood whereas NSC storage in this
compartment was well characterized in several temperate tree species (Hoch et al. 2003).
Barbaroux et al. (2003) showed in adult oak and beech trees that the stem sapwood was
quantitatively the main C-storage compartment and that stored non-structural carbohydrates
(NSC) provide a large part of the carbon required for winter maintenance respiration and for
spring growth in adult oak, which was less obvious in beech.

Sessile oak and beech are two of the most widespread temperate broadleaved species in
the North-East of Europe. They differ in wood anatomy (Gasson, 1987) and exhibit
contrasting growth patterns. In oak, a ring-porous species, tree achieves earlywood growth
before leaf expansion in spring and C autotrophy (Dougherty et al. 1979, Hinckley and
Lassoie, 1981, Bréda and Granier, 1996). By contrast, in beech, a diffuse-porous species, stem
growth begins after leaf expansion. Barbaroux and Bréda (2002) showed contrasted seasonal
dynamics of non-structural carbohydrates (NSC) in oak and beech stem sapwood in

agreement with their contrasting growth patterns. These dynamics reflected differences in the
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management of C sources (reserves, photoassimilates) by the two species. Wether the
contrasted growth patterns of mature oak and beech trees might lead to differentiated N
balances is questionable and how C and N seasonal dynamics of these two species in a
temperate forest environment are interrelated is unknown.

The objective of the present study was to answer these questions by investigating
concomitantly seasonal variations of non-structural C and N pools in mature oak and beech
trees. We focused on the seasonal variations and on the radial distribution of the main non-
structural carbohydrates (starch and soluble sugars) and non-structural nitrogen compounds
(proteins and amino acids) concentrations in the stem sapwood of mature oak and beech trees.
In particular, the existence of vegetative storage proteins in relation to seasonal temperature

variations has been investigated in both species and discussed.
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MATERIALS AND METHODS

Study site

The study was conducted in a pure stand of sessile oak [Quercus petraea (Matt.) Liebl.] in the
state forest of Champenoux, France (48°44’ N, 6°14' E, elevation 237 m) and in an almost
pure stand of common beech (Fagus sylvatica L.) in the state forest of Hesse, France (48°40’
N, 7°05' E, elevation 300 m), both from natural regeneration and 60 km apart. In 2008, oak
and beech trees were 50-55 and 45-50-year-old, respectively. All the standard climatic
variables were measured in weather stations monitored by INRA installed close to the studied
sites. Global radiation, rainfall, air temperature and humidity, and wind speed were measured
every 10s by a data logger (Model CR7 data logger, Campbell Scientific, Courtaboeuf,
France) and 30 min averages were calculated and stored. Mean annual temperature was 9.2
°C in both oak and beech stands, whereas mean annual precipitation was 744 and 820 mm,
respectively.

The oak stand was growing on a cambisol soil, developed on a deep loam (for details
see Bréda et al. 1995). The stand was recently thinned, density was 2553 stems ha™, basal
area was 26.7 m? ha’. The beech stand soil type was intermediate between a cambisol dystric
and a luvic cambisol endostagnic (for details see Granier et al. 2000b). Site fertility was high,
humus type was oligo-mull in both sites, N content in the upper organic layer (horizon Al)
was 2.14 g.kg™ (C/N of 13.5) in oak site and 0.29 g.kg™ (C/N of 16.2) in beech stand. Stand
density was 3800 stems ha™, basal area was 19.6 m* ha™. Maximal stand leaf area index
(LAI) in 2008, estimated by litter collection during autumn, was 5.6 for oak stand and 8.7 for
beech stand. Four dominant or co-dominant trees of each species were selected for the
experiment. Mean stem diameter at breast height (DBH) was 17 and 22 cm for beech and oak,

respectively.

Bud burst and stem increment monitoring

Bud burst was recorded every two to three days from the beginning of April to the end of May
on the same trees. Bud development was described according to a six-stage scale (dormant
winter buds, swollen buds, broken buds, just-unfolded leaves, unfolded leaves and developed
leaves with shoot elongation). Bud burst was achieved when the tree reached the unfolded
leaf stage (Bréda and Granier 1996), which corresponded to the onset of both leaf expansion
and increases in LAI. Stem radial increment was measured on all trees every 5 days with

dendrometer bands anchored at 1.3 m height.
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Wood sampling

One core (5 mm diameter and 10 cm long) was sampled on each tree every month from
October 2007 to October 2008. The first sample was taken in the North direction and the
following monthly cores were shifted few centimeters to the left of the previous one and thus
distributed in spiral along the stem circumference at 1.3 m height. Previous measurements in
these two stands have shown no effect of stem orientation on carbohydrate concentration
(Barbaroux and Bréda, 2002). Samples were conserved in liquid nitrogen in the field then
stored at -80°C (-86°C Freezer® Forma Scientific®, Ohio, USA) until freeze-drying (Dura-
Top®, Dura-Dry® FTS Systems®, NY, USA). Bark was removed from each sampled core.
As the previous “ring by ring” study by Barbaroux and Bréda (2002) showed a sharp radial
decrease in carbohydrate content toward the pith, sapwood was divided in two compartments
according to ring age: the 2 most recent rings (designed as “RR” in the study) and the 8 to 10
older rings (designed as “OR”). All samples were weighed, finely ground (Mixer Mill
MM200, Retsch, Germany), then stored at dark in airtight vials awaiting for biochemical

analyses.

Non-structural carbohydrate (NSC) analyses

Soluble sugars were extracted from 15 (RR) to 20 mg (OR) of dry matter of each sapwood
compartment with 1 ml of 70% (v/v) methanol/water for 10 min, then centrifuged at 17 000 g
for 5 min at 4°C. This step was repeated twice and the resulting supernatants were pooled
together. The pellet was retained for starch analysis and the supernatants, containing soluble
sugars, were dried over night with a vacuum-evaporator (Maxi-Dry Plus; Hetomodel DW1, 0-
110, Heto-HOLTEN A/S Allerod, Denmark) to eliminate methanol. Dried extracts were
rehydrated in 1.5 ml of distilled water and redissolved by sonication then filtered at 0.2 um
(Acrodisc® Supor® filter; 0.2um, VWR). Undiluted aliquots of 30uL were injected into a
high-pressure liquid chromatography HPLC system (Gold®Beckman Coulter, Software 32
karat™) to determine soluble sugar concentration and composition. Soluble sugar separation
was achieved on a HyperRez XP Carbohydrate Pb** separation column (8um 300 x 7.7 mm,
Thermo Electron, France) fitted with a precolumn (HyperRez Pb?*5 x 3 mm, Thermo
Electron, France). The flow rate was maintained at 0.6 ml min™, the pressure between 1 and
1.5 Pa and the column temperature at 83°C. Individual carbohydrates were eluted from 0 to
30 min after injection. The sugar peaks were detected by light scattering (Sedex 45 ELSD

system, Seder, Vitry sur Seine, France). Peak identification was determined according to
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retention time of commercial carbohydrate standards. Sucrose, glucose, fructose and mannose
were the main detected sugars. Sugar concentrations were determined by peak height and
standard calibrations.

The pellet was analyzed for starch concentration by hydrolysis with 0.02N NaOH for 30 min
at 100°C followed by digestion with amyloglucosidase (from Aspergillus niger, EC 232-877-
2, Sigma Aldrich, France) for 30 min at 50°C in order to hydrolyze starch into glucose
molecules. Glucose was quantified using hexokinase and glucose-6-phosphate-dehydrogenase
followed by spectrometric determination of NADPH formation at 340 nm (Boehringer, 1984).
Soluble sugars and starch concentrations were expressed on a dry matter basis (% DM). Their

sum was named non-structural carbohydrates (NSC).

Non-structural nitrogen compound (NSNC) analyses

Total amino acid concentration was determined on an aliquot of 50 pL of the soluble fraction
(see above) by colorimetry at 570 nm (spectrophotometer UV-visible DU 640 B, Beckman
Coulter, USA) as described by Yemm and Cocking (1955) using ninhydrin with leucine as
standard.

Soluble proteins were extracted from 15 (RR) to 40 mg (OR) of dry fine powder mixed with
500 pL of extraction buffer [62.5 mM Tris HCI pH 6.8, 2 % (v/v) SDS, 10 % Glycerol and 28
mM DTT] in a micro-tube, using a balk crusher (Retsch MM 301, Gmbh & Co, Germany) for
two times during 45 seconds. Samples were centrifuged twice at 32 000 g for 20 min (17°C).
Soluble proteins were precipitated with 4 volumes of 10% TCA in cold acetone and 28 mM
DTT and stored at -20°C overnight. The following day, proteins were collected by
centrifuging at 16 000g, 4°C for 10 min then washed 4 times with 1.5 ml of cold acetone and
28 mM DTT. After each washing, the mixture was stored 30 min at -20°C, then centrifuged at
16,000 g, 4°C during 15 min. The final pellet was air-dried at room temperature (30 min) then
solubilized in 15uL of Laemmli buffer (62.5 M Tris HCI pH 6.8, 2 M SDS, 10 M Glycerol,
28 mM DTT and 5 mM bromophenol blue). Proteins concentrations from the solubilized
pellet were determined by RC-DC Protein assay (Biorad RC DC Protein Assay 500-0121).
The remaining pellet was boiled for 5 min and then cooled at room temperature.

SDS-PAGE was performed as described by Laemmli (1970) with a Mini-Protean 1l
electrophoretic unit (Bio-Rad) using a 4% stacking gel and a 12.5 % running SDS-
polyacrylamide gels (PAGE). Proteins from 10 and 25 mg of DM were loaded in each lane
for RR and OR respectively. Gels were stained with 0.1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-

250 and distained with 25% (v/v) ethanol and 7% (v/v) acetic acid. Gels were digitalized with
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a Bio-Rad model GS 690 Imaging densitometer scanner. The integrated intensity of protein
bands was measured manually using Bio-Rad Multi-Analyst software and then plotted
relatively to the total intensity of the proteins in the lane.

Amino acid and soluble protein concentrations were expressed on a dry matter (DM) basis (%

DM). Their sum was named non-structural nitrogen compounds (NSNC).

Statistics

Data were analyzed by the General Linear Model procedure (Statistica 6.1). Concentrations of
each compound were studied with different sources of variation: compartment, date, and
species. Within compartments (RR and OR), differences in NSC and NSNC concentrations
among the sampling dates were analyzed for significance by Tuckey Kramer honestly
significant differences (HSD) at P< 0.05.
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RESULTS

Minimum air temperature measurements

Between November 2007 and February 2008, monthly minimum air temperatures (Figures 1A
and 2A) dropped below 0°C in both sites then increased slightly (to about 5°C) in March
2008. During the growth period, minimum air temperatures were between 3.5°C (April) and
11°C (August) and mean air temperature (not shown) was about 13.6°C in both stands. In
September, minimum air temperature decreased to 5°C then increased to 9°C in October
2008.

Bud burst, leafy period and stem growth during 2008
Sessile oak and beech differed in their growth pattern. For sessile oak (Figure 1), bud burst
and stem girth increment started on April 18. For beech (Figure 2), bud burst started on April
25 and stem growth started a month later (on May 20) compared to oak. Bud burst was
achieved by May 7 in both species, whereas stem growth persisted until the end of August.
The leafy period lasted until the end of October 2008.

Seasonal variations in NSC and NSNC in sessile oak

Starch concentrations were maximal at leaf fall in October 2007 then tended to decrease until
January in RR and OR (Figure 1C, Table 2). Among soluble sugars, sucrose concentrations
did not change significantly during this period whereas hexoses concentrations increased
significantly (Figure 1). The increase in hexoses concentrations resulted from glucose and
fructose accumulation (Table 2), whereas mannose did not display any seasonal variation.
Among NSNC, amino acids concentrations displayed significant seasonal variations only in
OR (Table 2), whereas soluble proteins concentrations did not change significantly among the
sampling dates in both RR and OR (Table 2). The composition of soluble proteins showed
annual variations, as illustrated in Figure 1B. Nearly 20 polypeptides were separated in each
lane, and their apparent MW ranged from 13 to 140 kDa. A change in the overall protein
patterns between winter and summer was observed. Two polypeptides of 13 kDa (PP13) and
26 kDa (PP26) accumulated during winter whereas high molecular weight polypeptides were
less abundant (Figure 1B). The accumulation of PP26 was maximal in December, it
accounted for 43% of total soluble proteins in RR and for 34% in OR. The accumulation of

PP13 in RR was maximal in January and it was slightly detected in OR (not shown).
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Just before bud burst, NSC concentrations increased to reach similar values than those
measured in October 2007 whereas PP13 and PP26 were less abundant. With the onset of
spring growth in April, levels of PP13 and PP26 and starch concentrations decreased sharply.
PP13 and PP26 were absent during the stem growth period (Figure 1B) and starch reached its
lowest concentration in June after full leaf expansion (Table 2). Glucose and fructose
concentrations did not change during this period and until October 2008. Starch
concentrations increased progressively from July to reach maximum concentrations in
October 2008, and PP13 and PP26 started to accumulate again.

Seasonal variations in NSC and NSNC in beech

Starch concentrations were near zero in January (Table 2) and were significantly lower than in
October 2007. Among soluble sugars, sucrose concentrations did not change significantly
during the same period whereas glucose and fructose concentrations were higher in January
compared with those in October, mannose was not detected (Table 2). Amino acids and
soluble proteins concentrations did not display significant seasonal variations. Soluble protein
composition showed annual variations (Figure 2B) and nearly 20 polypeptides ranging from
13 to 140 kDa were also separated in each lane. In RR, a major polypeptide of 26 kDa (PP26)
accumulated during the winter period. A polypeptide of 13k Da (PP13) was also detected in
RR but band intensity was lower compared to PP26 and mostly observed in February. The
accumulation of PP26 was maximal in February and accounted for 38% of total soluble
proteins in RR and for 25% in OR. In February, PP13 accounted for 13% of the total soluble
proteins in RR and was not detected in OR.

During spring growth, sucrose decreased significantly in RR between April and June.
Hexoses (glucose and fructose) reached minimal concentrations in April and were not
detected between June and October 2008. PP13 and PP26 levels decreased sharply (between
April and May) to disappear afterward, while starch concentrations increased progressively in
RR. In OR, starch concentrations did not change significantly during the growth period and
until leaf senescence in October 2008. When stem growth was achieved (end of August),
starch concentrations continued to increase and reached the highest concentration in October
2008, whereas PP13 and PP26 started to accumulate in both RR and OR.
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Interspecific comparison of radial distribution and seasonal changes of NSC and NSNC in
stem sapwood

Concentrations of both NSC and NSNC were significantly higher in sessile oak compared to
beech on all sampling dates (Table 1). In sessile oak, NSC and NSNC concentrations were
significantly different between RR and OR (Table 1). In beech, NSNC and soluble proteins
concentrations were significantly different between RR and OR but no significant difference
was observed for those of NSC and amino acids (Table 1). Soluble proteins composition did
not change to the same extent in beech stem sapwood compared to sessile oak, however
polypeptides with similar molecular weight (PP13 and PP26) were identified in both species

and displayed seasonal variations of storage proteins (Figure 1B and 2B).
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DISCUSSION

The radial distribution of NSC within the stem sapwood of sessile oak and beech was
comparable to that observed by Barbaroux and Bréda (2002). NSC accumulated mainly in RR
for sessile oak and in more than the 10 rings that we investigated in beech. This study shows
that free amino acids were distributed similarly to carbohydrates in both species according to
the radial profiles of living parenchyma (sapwood versus heartwood). The accumulation of
soluble proteins was higher in RR compared to OR in both species presumably because it
contained most of the living parenchyma cells (Kramer and Kozlowski, 1979). In poplar trees,
proteins from wood arose from the external zone of the xylem which contains the living cells
(Clausen and Apel, 1991). Such distribution reduces also the distance for N transport to sink
tissues (Staswick, 1994).

During the dormant period (October 2007- March 2008), deciduous trees are leafless
and stem depends exclusively on stored reserves. In temperate climates, this period is
characterized by a decrease in day length and air temperatures. As a consequence, trees
undergo endodormancy, which prevents growth from occurring during transitory periods of
warm temperatures and sustains as well a synchronized spring growth (Rowland and Arora,
1997). During this period, C is stored as starch and soluble sugars such as sucrose and
hexoses (Hoch et al. 2003) and N is stored as amino acids and proteins (Dickson, 1989). In
our study, free amino acid concentrations were nearly two times higher than soluble proteins
concentrations in the sapwood of oak and beech (Table 2). However, taking into account
mean N content of proteins (0,23 gN. g™ proteins, Yeoh and Wee, 1994) and of amino acids
(0,13 gN. g™ amino acids), N storage in both compounds was thus comparable.

In temperate climates, air temperature often decreases below zero during the
endodormancy phase, which can induce irreversible damages at the cellular level (Repo et al.
2008). Consequently, temperate trees have to develop cold hardiness mechanisms to avoid
intracellular freezing. Among NSC, we observed starch conversion to soluble sugars, which is
a common response to cold hardiness in trees (Kramer and Kozlowski 1979, Piispanen and
Saranpéad, 2001, Poirier et al. 2010) and more particularly in oak species (Thomas et al. 2004,
Morin et al. 2007, Repo et al. 2008). Overall NSC concentrations did not change significantly
during the freezing period. However, in February a slight decrease in NSC concentration was
observed in oak sapwood, reflecting presumably C used for maintenance respiration (Ogren,

2000) (Figure 1C). Starch to sugar conversion occurred concomitantly with changes in
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soluble protein composition. During the same period, two polypeptides of 13 kDa (PP13) and
26 kDa (PP26) accumulated in the stem sapwood of both species. Since the stem was
considered to be self-sufficient during this period, the polypeptides could mainly originate
from existing N pools (soluble proteins, amino acids). Given that amino acid and soluble
protein concentrations did not change during the cold period (Table 2), we hypothesized that
the accumulation of PP13 and PP26 resulted from the breakdown of higher molecular weight
polypeptides which were less abundant at this time (Figures 1B and 2B). PP13 and PP26
showed seasonal variations of Vegetative Storage Proteins (VSP) according to the definition
of O’Kennedy and Titus (1979) and Staswick (1994). VSP are considered as the major
storage form of reduced N in vegetative tissues in many perennial plants: forage legumes
(Avice et al. 2003), poplar (Stepien et al. 1994, Rennenberg et al. 2010), fruit trees (Gomez
and Faurobert, 2002) and tropical trees (Tian et al. 2003). Short days and low air temperature
were shown to induce the accumulation of bark storage protein (BSP) in poplar (Coleman et
al. 1991, Van Cleve and Apel, 1993, Cooke and Weih, 2005). Quantitatively, if we consider
soluble protein concentration in the RR of oak sapwood in January (0.11% DM, Table 2) and
that PP13 and PP26 accounted for 43% and 34% of total soluble proteins, respectively, the
total concentration of these VSP would correspond to about 0.08% DM of RR. Taking into
account mean N content of proteins (0,23 gN. g™* proteins, Yeoh and Wee, 1994) and total N
content of the stem sapwood (0.20% DM, data not shown), PP13 and PP26 accounted for
10% of the total N. In a comparable calculation, taking into account starch concentration (5%
DM in October, Table 2), C content of starch (0.4gC. g*) and total C content of the sapwood
(44% DM, data not shown), the C content of starch represents 5% of the total C of the
sapwood. In both species, PP13 and PP26 may also have a protective function in cold
hardiness as they accumulated mostly during the period of lowest temperature. Indeed, VSP
accumulation in perennial species was shown to be related to endodormancy and cold
hardiness (Rowland and Arora, 1997, Pagter et al. 2008). For example, Wisniewski et al.
(2004) characterized a 60 kDa VSP in peach bark as a dehydrin, which had a role in cold
acclimation and interacted with compatible solutes such as soluble sugars (Hoekstra et al.
2001).

At the beginning of growth period (April 2008), bud burst and leaf expansion were
initiated and sap flow can be restored between tree compartments. At the end of bud burst,
PP13 and PP26 disappeared completely in the stem sapwood of sessile oak and beech, which

supports their role in N storage (Millard and Grelet, 2010). Coleman et al. (1993) indicated
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that factors such as increasing day length and temperature affect VSP breakdown in poplar by
altering bud dormancy status. The breakdown of PP13 and PP26 could lead to the release of
amino acids which could be either used to sustain internally wood growth or exported to other
N sinks. Polypeptides of high molecular weight were expressed in June in the protein
electrophoretic profile of RR, mainly in oak (Figure 1B) and could be related to wood growth
processes. In poplar stem, numerous xylem-linked proteins appeared during summer and most
of them were identified as enzymes involved in xylogenesis at the expense of the 32 kDa and
36 kDa BSPs (VVander Mijnsbrugge et al. 2000).

Concerning the export of remobilized N towards growing sinks, some species showed
an almost complete dependence on N remobilization for spring growth (Millard and Grelet,
2010). In two-year-old Quercus robur saplings, Vizoso et al. (2008) showed that stored N
accounted for 80% of total N content of new leaves. As our study focused on stem sapwood,
the contribution of N remobilization to the seasonal growth was not quantified, budget
estimation from all the perennial organs or N labelling would be useful tools for such
analyses in mature trees. The breakdown of PP13 and PP26 was comparable in both species,
however NSC remobilization differed since starch remobilization occurred in oak stem
sapwood (Figure 1C) but not in beech (Figure 2C). High starch remobilization from the stem
sapwood of oak results from its hydraulic properties. As a ring porous species, the large
xylem vessels of oak are embolized by winter frost and early wood growth is initiated before
bud burst in order to restore the hydraulic conductivity (Cochard and Tyree, 1990, Bréda and
Granier, 1996). In June, the decrease in NSC concentrations (Figure 1C) reflected either C use
in early wood growth (structural C) or C export toward the growing organs (shoots and
leaves). By contrast, spring growth of beech seemed to be less dependant on carbon stored
within the stem sapwood (Figure 2C) as previously shown by Barbaroux and Bréda (2002). In
fact, the small vessels of beech are less vulnerable to winter embolism (Gasson, 1987, Hacke
and Sauter, 1996) and hydraulic conductivity is partially conserved from year to year, as a
consequence stem radial growth starts after leaf expansion (Kozlowski, 1992, Barbaroux and
Bréda, 2002). Moreover, Hoch at al. (2003) suggested that branches participate more
efficiently to new leaf growth than the stem in beech trees. In June, starch pools were not
completely depleted in the stem sapwood of oak, as previously shown for different temperate
tree species (Hoch et al. 2003). NSC accumulation is higher than C needs for growth in
different temperate species and leads to C sequestration rather than storage (Millard and
Grelet, 2010).
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During the vegetative period (July- October 2008), starch refilling started between July
and August in both species whereas stem growth was still not achieved, which illustrates that
C refilling is concomitant to stem growth (Lacointe et al. 1993). C balance between growth
and storage was shown to remain constant with aging in sessile oak (Genet et al. 2010). Starch
accumulated until the end of the vegetative season in October, when NSC reached their
maximal concentrations in both species, whereas PP13 and PP26 started to accumulate only
with leaf senescence. As N is essential for photosynthesis processes within leaves, the
replenishment of N reserves in perennial organs of deciduous tree species starts with leaf
yellowing in early fall (Dickson 1989, Sauter and Witt, 1997). In fact, 40 to 80% of foliar
nitrogen is recycled from senescent leaves in autumn (Chapin and Kedrowski, 1983, Millard
and Proe, 1991, Vizoso et al. 2008), resulting mainly from Rubisco degradation (90%) that
constitutes the main source of N reserves (Kang and Titus, 1980).

In conclusion, the stem sapwood of both species presented seasonal variations in NSC
and NSNC concentrations which attest that this compartment participated to the recycling of
C and N in these perennial species. However, even if the stem sapwood is quantitatively one
of the main storage compartments, this analysis does not completely reflect changes of C and
N balances at the whole tree level. This study has defined precisely the key dates for C and N
storage and the time lag between the two dynamics, in mature oak and beech trees. Additional
experiments of C and N storage on all the perennial compartments at the key dates we
characterized would be helpful to characterize C and N balances at the whole tree level.

Similarities and differences in seasonal fluctuations of NSC and NSNC were observed
between the two species. In oak, NSC of stem sapwood seemed to be more solicited than in
beech for spring growth. By contrast in both species, polypeptides with similar molecular
weights (PP13 and PP26) showed kinetics of vegetative storage proteins. >N labeling
experiments are now further needed to investigate the fate of this stored N, although such

experiments remain difficult to conduct on mature trees.
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Table 1. Analysis of variance (P-values) of the effects of species, stem sapwood compartment
(most recent rings (RR) and oldest rings (OR)) and sampling dates on the seasonal dynamics
of non-structural nitrogen compounds (NSNC), soluble proteins, free amino acids, non-
structural carbohydrates (NSC), starch and soluble sugars in the stem sapwood of 50-year-old
Quercus petraea (Matt.) Liebl. and Fagus sylvatica L.

P values

Source of variation Degree of NSNC Solul:_)le .Free . NSC Starch Soluble

freedom proteins  amino acids sugars
Species (+ site) 1 0.0000 0.0284 0.000 0.0000 0.0000 0.0000
Sessile oak
RR x OR 1 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0001 0.0010
RR x Date 12 0.5590 0.7927 0.6742 0.0004 0.0001 0.0002
OR x Date 12 0.0007 0.6333 0.0030 0.0060 0.4552 0.0000
Beech
RR x OR 1 0.0004 0.0000 0.5599 0.6178 0.5637 0.2344
RR x Date 12 0.0205 0.4909 0.0917 0.0312 0.0000 0.0001
OR x Date 12 0.9195 0.4570 0.9768 0.4127 0.0010 0.0001
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Table 2. Non-structural nitrogen compounds (soluble proteins and free amino acids) and non-
structural carbohydrates (starch, sucrose, glucose, fructose and mannose) concentrations (%
DM) in the most recent rings (RR) and oldest rings (OR) in the stem sapwood of 50-year-old
Quercus petraea (Matt.) Liebl.and Fagus sylvatica L. at 5 key dates along the studied period :
October 2007 (leaf senescence), January 2008 (dormancy), April 2008 (before bud burst),
June 2008 (after full leaf expansion) and October 2008 (leaf senescence). Different letters in
the same line indicate significant differences between dates (Tuckey Kramer honestly at
P<0.05). n.d. : not detected.

Species Stem October January April June October
P compartment 2007 2008 2008 2008 2008
Soluble proteins Sessile oak  RR 0.07 ns 0.11ns 0.10 ns 0.13ns 0.09 ns
(% DM) OR 0.03 ns 0.03 ns 0.05 ns 0.04ns 0.07 ns
Beech RR 0.11ns 0.10 ns 0.07 ns 0.09ns 0.05ns
OR 0.06 ns 0.04 ns 0.04 ns 0.04ns 0.05ns
Free amino acids Sessileoak  RR 0.19 ns 0.17 ns 0.24 ns 0.14ns 0.19ns
(% DM) OR 0.12b 0.09 ab 0.12b 0.06a 0.13ab
Beech RR 0.08 ns 0.11ns 0.12 ns 0.13ns 0.09ns
OR 0.11ns 0.12 ns 0.09 ns 0.09ns 0.10ns
Starch Sessile oak RR 5.53b 3.17ab 526 b 199a 4.75ab
(% DM) OR 3.77ns 1.75ns 3.57 ns 232ns 3.38ns
Beech RR 1.20 be 0.08a 0.42 ab 141cd 1.60d
OR 1.29b 042a 0.92 ab 0.91ab 0.92ab
Sucrose Sessileoak RR 1.53 ns 1.38 ns 1.05ns 1.23ns 1.48ns
(% DM) OR 1.23 bc 1.16 bc 0.73a 0.76a 1.12b
Beech RR 0.90b 091b 0.87b 041a 0.93b
OR 0.90 bc 0.87 abc 0.96 bc 0.57ab 1.03c
Glucose Sessileoak RR 0.21ab 1.08¢c 0.21ab 0.15a nd.
(% DM) OR 0.23b 0.63¢c 0.04 a 0.03a 0.05a
Beech RR 0.01a 0.48c 0.22 ab 0.11ab n.d.
OR n.d. 0.46 b 0.19a n.d. n.d.
Fructose Sessileoak  RR 0.15b 0.92¢c 0.15b 0.21b 0.05a
(% DM) OR 0.12a 0.57b 0.07a 0.12a 0.09a
Beech RR 0.01a 0.35b 0.05a 0.02a n.d.
OR n.d. 0.29a 0.05b n.d. n.d.
Mannose Sessileoak  RR 0.26 ns 0.16 ns 0.36 ns 0.24ns 0.21ns
(% DM) OR 0.24 ab 0.41 abc 0.10a 0.16ab 0.26 ab
Beech RR n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
OR n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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Legends

Figure 1. Sessile oak

(A) Monthly minimum air temperature (°C) at the study sites from October 2007 to October
2008. (B) Polypeptides profiles from SDS-PAGE showing the seasonal variations of soluble
proteins composition in the most recent rings (RR) of the stem sapwood of 50-year-old oak.
For the oldest rings (OR), gels were cut to show only the seasonal variation of the 26kDa
polypeptide. For each lane, proteins from 10 mg DM (RR) and 25 mg DM (OR) were loaded.
The molecular weights of standard polypeptides (M for marker) are shown on the left. (C)
Seasonal variations of non-structural carbohydrates (NSC) concentrations (% DM) in RR and
OR (n = 4). NSC composition was: starch (black), sucrose (gray) and hexoses : glucose +
fructose + mannose (white). Letters indicate significantly different concentrations of NSC
among sampling dates at P <0.05 by Tukey HSD test. The standard error for starch, sucrose
and hexoses are presented on the histograms.

Black arrows indicate times of bud burst and leaf fall, vertical dashed lines indicate the period
of bud burst, and vertical black lines correspond to the period of stem radial increment.

Figure 2. Beech

Same legend as Figure 1.
ns indicates no significant differences in NSC concentrations among the sampling dates.
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N source for shoot growth in adult sessile oak

ABSTRACT

We investigated N source for shoot growth in 50-year-old sessile oak trees using a
long term continuous in situ labeling of soil N during bud burst. The recovery of N
in the growing tissues of sun shoots (leaves, twigs and buds) and in the phloem sap
was quantified weekly in order to assess the contribution of soil N uptake to spring
growth. During the first 2 weeks of bud burst, remobilized N contributed to more than
90% of total N of the developing leaves and twigs. N uptake from soil started
concomitantly to N remobilization and contributed to a small extent to bud burst. The
fraction of new N in the total N increased markedly in plant tissues when bud burst
was achieved and reached 53% in fully expanded leaves and 35% in developed twigs.
In the phloem sap, *°N tracer appeared early after the first labeling and increased until
the end of bud burst then decreased at full leaf expansion in June. Among shoot
compartments, leaves were the major sink for newly assimilated N, accounting for
68% of new N in shoots whereas twigs and newly formed buds accounted for 28%
and 3% respectively. New N partitioning to leaves increased from unfolding to full
expansion whereas total N concentration decreased. Our results underline the crucial
role of stored N for rapid leaf growth and sustained growth of oak trees, all factors

reducing N storage in autumn may handicap spring shoot growth.
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INTRODUCTION

Among mineral nutrients, nitrogen (N) is a growth-limiting factor for trees in
natural forest ecosystems with low anthropogenic N input (Rennenberg et al. 1998
and 2009). In floodplain forest characterized by an open ecosystem N cycle, trees are
often exposed to a through flow of nitrate (NO3) as the predominant N source
(Rennenberg et al. 2010). By contrast, forest ecosystems that develop on marginal
soils with growth limiting N availability are characterized by a closed N cycle. In
these ecosystems, reduced N compounds such as amino acids and ammonium (NH,)
are the dominant N sources for trees (Rennenberg et al. 2009). For trees growing
under these conditions e.g. European beech (Fagus sylvatica) and oak species
(Quercus spp.), growth is seasonal (Rennenberg et al. 2010) and new leaves develop
over a few weeks in the spring or in a few short-term flushes spread over the growing
season (Kozlowski 1971).

Seasonal N cycling is a requisite component of the perennial lifestyle (Staswick
1994; Stepien et al. 1994). In deciduous trees, N is withdrawn from senescing leaves
in autumn then stored during winter as amino acids and vegetative storage proteins in
the bark and wood parenchyma of perennial organs such as roots and stem (e.g.
Stepien et al. 1994). In early spring, the internal cycling of stored N allows deciduous
trees to sustain growth (Millard 1996) particularly when the environmental conditions
for N uptake from the soil are not optimal (Murray et al. 1989; Cooke and Weih
2005).

Contrary to carbon remobilization which is sink driven, N remobilization in
spring is source driven (Millard and Grelet 2010) and is not affected by N availability
in the soil during the growth season (Millard 1996). Leaf growth is the strongest sink
for this N remobilization during spring and remobilized N can reach up to 90% of
total N used for leaf growth (Millard 1996; Neilsen et al. 1997). Most of this
remobilization occurs usually before there is much root uptake (Millard and Proe
1991). The relative contribution of remobilized N and root supplied N to leaf growth
is dependent on soil fertility (Millard 1996) and on tree age (Miller and Miller 1987).
Soil N availability during the previous years affects the amount of stored N and
consequently the amount of N remobilized for spring growth (Frak et al. 2005).
Moreover, N content of the perennial organs of trees and their storage capacity

increase as they get older (Harrison et al. 2000).
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Most of the studies that investigated N source for leaf and shoot growth in trees
were achieved on saplings growing under controlled condition in sand culture pots
(Millard and Grelet 2010). To our knowledge, only few studies investigated N source
for spring growth in field grown trees such as 6-year-old spruce, 8-year-old maple
(Millard 1994) and 10-year-old cherry (Millard et al. 2006).

Sessile oak [Quercus petraea (Matt.) Liebl.] is a deciduous ring porous species of
northeastern France. High C remobilization for spring growth was well described in
this deciduous species (Barbaroux and Bréda 2002; Barbaroux et al. 2003), however
no data is available about N remobilization.

The aim of our study was to investigate the source of N for the growth of current-
year shoot in 50-year-old sessile oak trees. Our experimental approach consisted in a
long term *°N labeling of soil N pools during bud burst. The recovery of labeled N in
leaves, twigs and buds was analyzed weekly during shoot growth in order to
distinguish newly assimilated N from remobilized N.
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MATERIALS AND METHODS

Study site and soil description

The study was conducted in a pure stand of sessile oak [Quercus petraea (Matt.)
Liebl.] from natural regeneration in the state forest of Champenoux, France (48°44' N,
6°14' E, elevation 237 m). Mean annual temperature was 9.2°C and mean annual
precipitation was 744 mm. In 2009, dominant oak trees were 20 m height and aged
between 50 and 55-year-old. The stand density was 2553 stems ha*and basal area
was 26.7 m”.ha ™. Maximal stand leaf area index (LAI) was 6.1 in 2009 as estimated
by litter collection during autumn. Monitoring of stand LAI progression during spring
was derived from canopy interception of global radiation based on above- and below-
canopy measurements according to Bréda (2003). Radiation was measured every 10s,
and 30 min averages were calculated and stored in data loggers (Campbell Scientific,
Courtaboeuf, France). Below canopy global radiation was measured using a 1 m-long
tube solarimeter (Delta-T device, UK) located at 1 m above the soil level. Incident
global radiation was measured with a pyranometer (CMP6, Kipp and Zonen,
Netherlands) in a weather station monitored by INRA installed close to the study site.
Oak stand was growing on a cambisol (WRB 2006), developed on a deep loam as
described in Bréda et al. (1995). The upper horizon, consisting of a silty clay loam,
presents a crumb structure. Hydromorphic spots appear below 30 cm. A clay enriched
horizon (B:), with a clay content of about 45%, bordered this upper compartment
between 60 and 80 cm depth. Below 1m depth, the clay content decreases while bulk
density increases continuously to 1.55 at 1.15 m depth. Site fertility was high, humus
type was oligo-mull, N content in the upper organic layer (horizon Al) was 2.14 g.kg"
' (CIN of 13.5).

The N labeling design

Three dominant oaks, designed as N1, N2 and N3 with stem circumferences at breast
height of 724 mm, 754 mm and 898 mm, respectively were selected for the labeling
experiment. The three oaks were situated in a delimitated plot of 84 m? (14 m * 6 m)
within the study site. The underlaying vegetation (herbaceous and hornbeam
sproutings) in this area was removed in November 2008. At the end of March 2009,
remaining litter from the previous year was removed from soil and the experimental

plot was carefully cleared again. Otherwise plant litter may retain a significant
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amount of the label (May et al. 1996). The cleaned plot was then divided into squares
of 1 m? then covered with superimposed black plastic sheets to prevent leaching and
growth of new vegetation. To avoid accumulation of CO, and mineral N, the plastic
sheets were removed once a week, allowing the gas exchanges between the soil and
the atmosphere. Finally, the plot was surrounded by wire fences to avoid any
disturbance.

Five applications of N tracer were performed weekly from April 10 (day of the year
DOY 100) before bud burst, to May 7 (DOY 127, Figure 1) when bud burst was
achieved. On each weekly *>N application, 10g of *>NH, >NOs enriched to 98 atom %
>N (Cambridge Isotope Laboratories, Inc) were carefully dissolved in 1000 L of
freshly deionized water then applied to the soil. Labeling consisted of sprinkling
homogeneously 10 L of the®®N solution per 1 m? square of the experimental plot.
After each labeling, the soil surface was covered with the plastic sheets, to avoid
leaching of N or dilution by rainfall. We assumed that the *N tracer would be
present in the soil N pools through the experiment and therefore the appearance of °N
in excess in new organs could be used as a marker of N uptake from the soil and that

unlabeled N present in new organs would come from internal N remobilization.

Bud burst monitoring

Bud burst of the studied trees was recorded with binoculars every two to three days
from the beginning of April until mid May 2009. Bud development was described
according to a six-stage scale (dormant winter buds, swollen buds, broken buds, just-
unfolded leaves, unfolded leaves, developed leaves with shoot elongation). Bud burst
was achieved when the tree reached the unfolded leaf stage (Bréda and Granier 1996),

which corresponded to the onset of both leaf expansion and increase in LAI.

Soil sampling, water content and N analyses

Three soil samples were first collected randomly from the unlabeled soil surrounding
each tree to determine *°N natural abundance. Then, three soil samples from randomly
selected points around each tree were collected with an auger before each *°N tracer
application. Soil samples were distributed according to five 10 cm intervals in the
silty horizons down to 50 cm of soil depth where the accumulated clay horizon
started. Samples from different depths were collected in separate boxes and stored at

4°C until water content determination and nitrate and ammonium extractions. In the
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laboratory, gravimetric soil water content was determined on subsamples of 40 g after
drying 48 h at 105°C. Soil samples were sieved to pass through a 4 mm mesh then an
aliquot oven dried for 2 days at 105°C. Mineral N (N-NH;" and N-NO3) was
extracted after shaking 40 g of fresh soil with 200 mL of 2 M KCI during 1 hour. N-
NH," and N-NO;3™ concentrations were determined using continuous flow colorimetry
(Skalar SA 5000). Abundance of ®NH," was analyzed using the micro-diffusion
technique (Kelley et al. 1991; Sorensen and Steen Jensen 1991). Magnesium oxide
(Fluka, ref. 416415/1) was added to the solution to recover NH," on a fiber-glass filter
paper soaked with 2.5M KHSO,. After one week, filters were removed, dried in a
desiccator and analyzed. Concentration of N-NOs" in the soil extracts was fairly low,

therefore we did not measure the *°N signal.

Plant material

Sun shoots were regularly collected by rifle fire from the crown of each tree. First
shoots were collected on April 10 (DOY 100), just before bud burst and before the
first >N application in order to determine natural >N abundance. Afterward, shoot
samples were taken weekly before each labeling until the end of bud burst. The last
sampling was achieved by mid June when leaves were fully expanded (DOY 166).
Two shoot replicates were collected at each sampling date from each tree and
separated into leaves, buds (2008 or 2009) and twigs (2008 or 2009), then frozen in
liquid nitrogen in the field. Plant samples were then carried back to the laboratory and
stored at -80°C (-86°C Freezer® Forma Scientific®, Ohio, USA), before freeze-
drying (Dura-Top®, Dura-Dry® FTS Systems®, NY, USA), weighing, and
grounding to a fine powder with a laboratory mill (CEPI SODEMI® CB2200,

France).

Collection of phloem sap

Two small disks of bark (12 mm diameter) were collected from oak trees at 1.3 m
height using a corer (Gessler et al. 2004). The first sample was collected prior the first
labeling to determine °N natural abundance. The inner bark tissue was placed in a 10
mL vial containing 2 mL of ultra pure water then left to incubate for five hours at
ambient temperature as described by Rennenberg et al. (1996). Then, the phloem

extract solution was filtrated on a nylon cartridge (Whatman, 0.2um Nyl., diam.
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25mm, ref. 17 463 433) and the filtrate was vacuum evaporated during four hours
(Maxi-Dry plus, Heto-model DW1, 0-110, Heto-Holten A/S Allerod, Denmark).
Dried extracts were weighed then diluted into ultra-pure water proportionally to their
dry mass. An aliquot of 60 pL of the resulting solution (containing about 0.8 to 1 mg
of dried phloem extracts) was transferred into tin capsules (Elemental Microanalysis,
UK, 6 x 4 mm, ref. D1006, BN/139877), freeze-dried (Lyophilizer Christ, Alpha 1-2

LD plus, Germany), weighed and analyzed for total N concentration and *°N signal.

Isotopic and elementary analyses

Total N concentration and N isotopic abundance of dry matter of the various shoot
compartments (2-3 mg), phloem sap (0.8-1 mg) and fiber-glass filters (~ 50 pg) were
measured using an elemental analyzer (NA 1500 NCS, Carlo Erba, Milan, Italy)
coupled to a Delta-S isotopic ratio mass spectrometer (Finnigan—Mat, Thermoquest
Corp., San Jose, CA).

Isotopic calculations
The isotopic signal for N was expressed as N atom% versus an international
standard (N in the air):

Rsample — Rstandard

x100

Erreur ! Signet non défini.” N atom% =
Rstandard

where R is the ratio "N/*N.
The relative specific allocation of new N (RSAy), which describes the fraction of
newly incorporated N in the tissue relative to total N in a given sample (Deléens et al.

1994), was calculated as:

RSAN (%) = b=lo 100

where 1, is the isotopic signal of "N atom% of the plant sample, I, is the
control isotopic signal of the unlabeled plant samples (average value of 0.36266
atom% + 0.000295), I is the isotopic signal of the N-NH, atom% of the soil
between 0 and 30 cm (average value of 0.85642 atom% =+ 0.065342) and I is the
control isotopic signal of the unlabeled N-NH, of the soil (average value of 0.36658
atom% =+ 0.000439).
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Content of newly incorporated N in each shoot compartment (buds, leaves and twigs)
was calculated as follows:
New N content = RSAy\ % x [N] x DM

where [N] is the N concentration and DM the dry matter of each compartment.
New N content per shoot was then calculated by summing the new N assimilated by
each of its compartments (buds, leaves, twigs). Partitioning of new N (P%) was
calculated as the proportion of new N in a given compartment (buds, leaves, twigs)
relative to the new N in the whole shoot (Deléens et al. 1994):

New N content of the compartment
New N content of the shoot

P% = x100

Statistics
Data were analyzed by the General Linear Model procedure (Statistica 6.1) to test the
effect of tree and date on total N, RSAy and the partitioning of new N within shoot

compartments (buds, leaves and twigs).
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RESULTS

Water content, N pools and *°N enrichment of the soil

Soil water content (% dry soil) in the upper 50 cm of soil was stable and close to field
capacity during the study period: 37.2% + 1 in average at a depth of 0-10 cm, 31.6% +
0.4 at 10-20 cm, 28.9% =+ 0.4 at 20-30 cm and 27.8% =+ 0.4 from 30 to 50 cm of soil
depth (Table 1).

Ammonium (N-NH;") was the most abundant form of N in the soil whereas only
traces of nitrate (N-NO3) were detected. Concentrations of N-NH," decreased with
soil depth and were stable during the experiment period. N-NH;" concentration
average value was 18.24 + 1.75 mg.kg™ at 0-10 cm, 10.48 + 0.74 mg.kg™ at 10-20 cm
and 7.28 + 0.60 mg.kg™ at 20-30 cm and dropped to 4.82 + 0.46 mg.kg™ at 30-40 cm
then to 2.90 + 0.43 mg.kg™ at 40-50 cm of soil depth. N-NOj3 concentrations were less
than 0.3 mg.kg™ at 0-10 cm of soil depth and hardly detectable (0.03 to 0.04 mg.kg™)
from 10 to 50 cm of soil depth (Table 1).

Recovery of °N in the soil NH, pool, the dominant N form, was measured to assess
the availability of °N tracer for uptake by the trees during the experiment. *°N signal
was detected within one week (April 16) from the first >N tracer application. From
April 22 to May 7, N signal was relatively stable with an average value of 0.856 +
0.065 atom% between 0-30 cm of soil depth.

Bud burst and shoot growth

On April 10 (DOY 100), buds were still dormant and started to swell on April 14
(DOY 104) in trees N1 and N2, whereas buds were still dormant in tree N3 (Figure 1).
Between April 22 and 30 (DOY 112 and 120), buds broke and unfolded leaves
appeared on trees N1 and N2, whereas buds were just broken on tree N3. By May 7
(DOY 127), bud burst was achieved and leaves were unfolded in the three oak trees.
Leaves and twigs continued to develop afterward and full leaf expansion was
achieved by June 15, 63 days from bud burst (DOY 166), as confirmed by maximum
leaf area index (Figure 1).

Total N concentrations and partitioning within the new shoot.

Before bud burst (DOY 106), total N concentration in dormant buds was higher than
that of twigs (Figure 2A) and total N of the buds represented 57% of the total N of the
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shoot (Figure 2B). At DOY 112, N concentration of unfolded leaves was higher (4.20
+ 0.05% DM) than that of remaining buds (1.95 + 0.20% DM) and twigs (1.62 *
0.35% DM). Concentration of N in unfolded leaves represented 56% of total N of the
shoot (Figure 2B). At DOY 120, N concentration of leaves was slightly lower than
that at DOY 112 and N concentration in new twigs was in average 3.11 + 0.13% DM.
At DOY 166, when leaves were fully expanded, N concentration of all the organs was
significantly lower than that of unfolded leaves (DOY 112). At this date, N
concentrations in leaves, new twigs and buds represented respectively 74, 22 and 4%
of total N of the shoot (Figure 2B).

RSAy and partitioning of new N within new shoots

On DOY 112, newly absorbed N (new N) accounted for less than 1% of the total N in
unfolding leaves, in developing twigs and in remaining buds (Figure 3A). RSAn
increased to about 9% on DOY 120 in both unfolded leaves and twigs (p = 0.000).
When bud burst was achieved (DOY 127), new N accounted for 35% of the total N in
leaves and to 27 and 20% in new twigs and in buds, respectively. On DOY 166, new
N accounted for 53% of the total N in fully expanded leaves and for 36% in both
twigs and buds 2009 (Figure 3A).

Partitioning of new N within the new shoot (Figure 3B) was similar to that of total N
(Figure 2B). At the early growth stages (DOY 106), new N was primarily allocated to
dormant buds (62%) than to twigs (38%). New N was allocated increasingly to
growing leaves (from 58 to 80%) from DOY 112 to 166 (full leaf expansion, p =
0.002), while the partitioning of new N to the developing twigs decreased with time
(from 32 to 17%, p = 0.004, Figure 3 and Table 2).

Figure 4 illustrates the correlation between leaf N status (total N %.DM™) and RSAy
(%) during the sampling period. Leaf N concentration was negatively correlated to
RSAN (r’= 0.89). Leaf total N was at its highest concentration (4.2%.DM™) when
RSAnN was only about 1%, both parameters evolved inversely during leaf
development. When leaves were fully expanded in June, total N concentration
dropped to 2.27% DM™ whereas RSAy reached its highest value (53%). No

comparable correlations were observed for twigs or buds.
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Total N concentration and RSAy within the phloem sap

From bud burst to the achievement of leaf expansion, total N concentration decreased
significantly (p = 0.009) within the phloem sap collected at 1.3 m height of the stem
(Table 2). N tracer appeared early after the first >N labeling. RSAy was 8% =+ 2 at
DOY 112, it increased to 22% + 1 at DOY 120 then to 34% + 3 at DOY 127 and
dropped to 19% + 1 on DOY 166, when leaves were fully expanded (p = 0.005,
Figure 5 and Table 2).
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DISCUSSION

Soil N form for root uptake

In temperate forest ecosystems, nitrogen demand of trees is met mainly by the
uptake of ammonium (NH;") and nitrate (NO3") from the organic and mineral soil
(Glass and Siddiqgi, 1995). During our experiment, soil organic N was mineralized to
NH," but not further transformed to NOs". Even if gross mineralization had not been
determined, other indicators like the composition of the ground vegetation support the
predominance of NH4". Thus, NH,;" was the predominant source for root uptake by
sessile oak trees between April and May. NH4" concentration decreased parallel to
soil depth but varied little during the 5 weeks of *°N tracer applications from April to
May. Application of the plastic sheet prevented changes in soil moisture recognized
as an important driver for N mineralization in forest soils (Andrianarisoa et al. 2009).
On the other hand, limited gas exchange between the soil and the atmosphere during
one week may affect soil microbial activity. Nevertheless, the applied tracer was
rapidly and rather homogeneously distributed in the top soil of our sessile oak stand.
Small variation of the *°N atom% of NH," from April 22 (DOY 112) to May 7 (DOY
127) was an indicator of a steady state between mineralization and root uptake.
Within this time frame, the weekly tracer application allowed us to maintain optimal
conditions for such an experiment. Nevertheless, we can not exclude uptake of
organic N compounds like amino acids as shown by Gallet-Budynek et al. (2009) but
with respect to the site conditions (soil type, pH, climate) this seems to be a negligible

N source.

N status of the current-year shoot leaves

Leaves of current-year shoots contained high N concentrations that declined
progressively from the beginning of leaf unfolding in April until full expansion in
June. The same tendency was observed for leaves of Sitka spruce and sycamore trees
(Millard 1994). In the evergreen Japanese oak (Quercus glauca Thunb.) and the
deciduous Japanese maple (Acer palmatum Thunb.), leaf N concentration was
maximal at the beginning of leaf expansion then decreased to reach a steady state after
full leaf expansion (Koyama et al. 2008). In 26-year-old oak (Quercus serrata Thunb.
ex. Murray), leaf N concentration was the highest in May just after bud burst, then
decreased gradually toward early June and tended to remain relatively constant until
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the beginning of leaf senescence (Migita et al. 2007). The decline in leaf N
concentrations during leaf expansion may also result from the dilution of N by the

increasing C biomass (Chapin 1980).

N sources for current-year shoot growth

Remobilized N was the main contributor to spring growth of 50-year-old sessile
oak shoots accounting for more than 90% of total N of leaves and twigs at the early
growth stages (DOY 120). Previous studies have also found that remobilized N
contributed significantly to leaf expansion of young temperate tree species,
constituting more than 60% of total leaf N in white birch (Wendler and Millard 1996)
and sycamore maple (Millard and Proe 1991), more than 75% and almost 90%
respectively in the lateral and top leaves of Japanese oak (Quercus serrata) (Ueda et
al. 2009) and 80% of total N in leaves of pedunculate oak (Vizoso et al. 2008).
Therefore, in mature oak trees, shoot growth is also entirely dependent on N reserves
especially at the first stage of bud burst. The high foliage biomass (about 7 kg of dry
matter, not shown) in 50-year-old trees implies a high supply of stored N. In fact, the
capacity of storage increases with aging due to an increase in sapwood biomass, as
demonstrated for carbon storage (Genet et al. 2010), and then internal cycling of N
becomes increasingly important for the overall N economy of mature trees (Miller
1986).
In early spring, remobilized N is a more reliable N source for trees than currently
absorbed N in the field (Ueda et al. 2009), since N uptake by roots is minimal because
it is influenced by environmental factors such as low soil temperature and low
mineralization rate (Cooke and Weih 2005). Moreover, the allocation of remobilized
N to the growth sites within the tree crown is not influenced by N availability in the
soil (Millard and Proe 1991; Wendler et al. 1995; Millard 1996; Frak et al. 2005).

In this study, the appearance of >N in buds, leaves and twigs from bud burst to
the achievement of shoot growth was used to determine when the uptake of soil N by
roots started to contribute to spring growth. Two days from the beginning of bud burst
(April 16), N tracer was allocated to swollen buds and to twigs (<1%) and continued
to increase thereafter, demonstrating that in adult sessile oak, N uptake started early

and participated to a small extent in providing N for bud burst and shoot growth.
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This early N uptake from soil could be related to oak hydraulic properties. As a ring-
porous species, sessile oak achieves 30% of annual radial stem growth before leaf
expansion in spring (Bréda and Granier 1996). During this experiment, stem growth
started on DOY 103, as detected by automatic micro-dendrometers (data not shown),
thus early wood growth has already started before the first labeling application. This
type of phenology is associated with winter embolism of large xylem vessels,
implying that water flow pathway is restored each spring before the onset of
transpiration (Bréda and Granier 1996) and thus allowing early root N uptake from
soil as soon as soil temperature allows it.

Concomitant N remobilization and uptake from soil was observed in some
deciduous trees such as walnut (Frak et al. 2002), silver birch and in evergreen trees
such as Scots pine (Millard et al. 2001). Whereas for a range of species, N
remobilization can occur for typically 20 to 30 days before roots become active for N
uptake e.g. in apple (Neilsen et al. 1997; Guak et al. 2003), poplar (Millard et al.
2006), cherry (Grassi et al. 2002), pear (Tagliavini et al. 1997) and spruce (Millard
and Proe 1993). In few species (e.g. the mountain ash “Sorbus aucuparia”), root
uptake of N started only when N remobilization was finished (Millard et al. 2001). In
mature sessile oak, early new growth is thus less decoupled to soil N uptake compared
to other tree species. When bud burst was achieved (DOY 127), N assimilated by
roots accounted for 35% in the leaves and 27% in the twigs and increased respectively
to 53% and 35% when full leaf expansion was achieved in June. After the end of bud
burst in general, the source of N for leaf growth switches from predominantly internal
N remobilization to root uptake (Millard and Proe 1991; Grassi et al. 2002).

N translocation within phloem sap

RSAy in the phloem sap of oak trees increased during bud burst (DOY 106 to 127)
when N demand for growth was high and decreased after full leaf expansion in June
(DOY 166). Translocation of mineral and/or organic N occurs via xylem and is
largely controlled by the direction of the transpiration stream. During spring growth,
bidirectional exchange of N compounds between phloem and xylem and vice versa
also occurs in trees throughout long-distance transport (Weber et al. 1998; Gessler et
al. 1998 and 2003), which could explain the observed increase in RSAy during bud
burst. New N in the phloem sap could also originate from mineral N assimilation at

the foliar level. Part of the resulting organic N is thus not used for leaf metabolism but
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is rapidly allocated to belowground organs. The decrease of RSAy in phloem sap that
occurred when leaves were fully expanded (DOY 166) could be explained by dilution
with unxlabeled N as we stopped the labeling on DOY 127.

N partitioning within shoot compartments

Partitioning of newly assimilated N within oak shoots was higher in leaves
(68%) compared to twigs (28%) and thus from the early stages of spring growth in
April until full leaf expansion in June. Leaves were also the major sink for new N
during the first six weeks of growth in 2-year-old beech trees (Dyckmans and Flessa
2002). In fact, the distribution of N compounds into each organ is strictly controlled
by the sink activity (Osaki et al. 1995). Leaves are the major organ of N accumulation
during the vegetative period (Millard and Thomson 1989) and their development
creates a high sink for N. High N partitioning to leaves results from their
photosynthetic activity (Evans and Seemann 1989). A large proportion of leaf N (up
to 75%) is present in the chloroplasts, much of it in thylakoid membranes and soluble

proteins of the Calvin cycle and particularly the enzyme Rubisco (Evans 1989).

In conclusion, stored N contributed to a great extent to the current-year shoot
growth of 50-year-old sessile oak trees. N uptake by roots was concomitant to N
remobilization and increased significantly after the end of bud burst. Further studies
are required to investigate the relative contribution of storage organs such as roots,
stem and branches to the remobilization of N for spring growth. The form of the
remobilized N (protein or non-protein fraction) primarily allocated to the growing
sites needs to be assessed, as well as the contribution of the newly assimilated N to

storage of the next season.
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Table 1. Soil water content and concentrations of N-ammonium (N-NH4) and N-
nitrate (N-NOg3) pools at 10 cm interval between 0 and 50 cm of soil depth. Values are

the average + SE of 15 replicates.

Soil depth (cm) 2(/? IDmter conten (ngral DM) (ngfél DM)
0-10 372410 18.24 + 1.75 0.26+0.10
10-20 316 + 0.4 10.48 + 0.74 0.03+0.02
20-30 28.9 + 0.4 7.28 +0.60 0.04 +0.03
30-40 27.9+0.4 4.82+0.46 0.04 + 0.03
40-50 277403 2.90+0.43 0.03 £ 0.02

Table 2. Analysis of variance of the effects of tree and date on total N, RSAy and
partitioning of new N within buds, leaves and twigs. P values and levels of
significance were indicated: ns, non significant; * P < 0.05; ** P < 0.01 and *** P <
0.001

Variable Total N RSAN Partitioning
of new N
Shoot compartments
Buds 2008 Tree 0.083 ns 0.090 ns 0.809 ns
Date 0.033 * 0.32ns 0.000 ***
Buds 2009 Tree 0.99 ns 0.31ns 0.372 ns
Date 0.000 *** 0.004 ** 0.025 *
Leaves Tree 0.749 ns 0.779 ns 0.264 ns
Date 0.000 *** 0.000 *** 0.002 **
. Tree 0.687 ns 0.734 ns 0.040 *
Twigs 2009 i 0.000 *** 0.000 *** 0.004 **
Tree 0.260 ns 0.971 ns -
Phloemsap 5 e 0.009%* 0.000 *** ;
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Legends

Figure 1. Oak trees phenology during spring 2009. Budburst progression as visually
assessed for the three oaks (N1, N2 and N3) and stand leaf area index dynamics as
derived from global radiation interception. The arrows indicate the labeling date.
Black circles indicate the sampling dates.

Figure 2. Changes in total N concentration (A) and partitioning (%) (B) in twigs of
2008 (dotted black) and 2009 (black), buds of 2008 (white) and 2009 (dotted white),
and leaves (grey) of 50-year-old sessile oak trees from bud burst to achievement of
leaf expansion. Values are the average + SE, n=3.

Figure 3. Changes in RSAy (A) and new N partitioning (B) in twigs of 2008 (dotted
black) and 2009 (black), buds of 2008 (white) and 2009 (dotted white), and leaves
(grey) of 50-year-old sessile oak trees from bud burst to achievement of leaf
expansion. Values are the average + SE, n=3.

Figure 4. Linear regression between total N concentration and RSAy of leaves from
bud burst to achievement of leaf expansion with its associated coefficient of
determination (r?).

Figure 5. Changes in total N concentration (white) and RSAy (dark) of phloem sap

collected at 1.3m height of 50-year-old sessile oak stems from bud burst to
achievement of leaf expansion. Values are the average + SE, n=3.
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Figure 2
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ABSTRACT

In the present work, we investigated intra tree distribution patterns of non-structural carbohydrates
(NSC) and non-structural nitrogen compounds (NSNC) concentrations and amounts in 50-year-old
sessile oak and beech trees during dormancy (January) and in late spring (June). Mass based
concentrations of NSC and NSNC were highest in leaves, twigs and coarse roots compared to stem
sapwood and branches. This distribution of C and N mobile compounds reflected the physiological
functions of organs, the distribution of living tissues and the proximity to sink tissues at period of
intense growth. The contribution of each organ to the entire tree amounts of mobile C and N
amounts was primarily determined by its biomass. Thus, stem sapwood and coarse roots contained
the highest amounts of NSC as well in winter and late spring. The same distribution was observed
for NSNC in winter, however in late spring leaves and current year twigs contained the major pools
of NSNC in both species despite their low biomass (5% of total tree biomass). After full leaf
expansion in June, NSC and NSNC concentrations were lower in branches and stem sapwood
compared to winter. Despite theses slight decreases, high concentrations of NSC and NSNC were
maintained in the perennial woody organs of both species and C and N amounts remained
comparable between both dates. These findings indicate that trees restore rapidly their C and N
balance after spring growth giving that C and N assimilation becomes increasingly important as the
season progresses. At the inter-specific level, oak displayed higher NSC and NSNC levels than
beech. These differences could be explained by the contrasted physiological functioning of these

broadleaved species and different C needs for winter maintenance respiration and radial growth in
spring.
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INTRODUCTION

Trees with seasonal growth patterns rely on their non-structural carbohydrates (NSC)
(Cherbuy et al. 2001) and nitrogen (N) containing compounds (Proe and Millard, 1994) to uncouple
growth from carbon (C) and N acquisition throughout the year.

Non-structural carbohydrates (NSC) represent about 10% of total dry matter in adult trees
(Barbaroux, 2002) and are constituted essentially of starch and various low molecular sugars (Hoch
et al. 2003, Schadel et al. 2009). NSC accumulate in plant tissues at times of surplus C supply, and
are remobilized at periods of negative C source-sink balances (Chapin et al. 1990) to fuel
maintenance respiration during winter (Ogren, 2000) and to meet the C demand for leaf expansion
and shoot growth in spring, especially in deciduous trees (Fischer and Holl, 1991, Kozlowski and
Pallardy, 1991). NSC accumulate throughout the tree including leaves, stem, branches, coarse and
fine roots (e.g. Hoch et al. 2003, Wirth et al. 2005, Palacio et al. 2008, Spann et al. 2008). In
deciduous trees, NSC levels increase during summer (Sauter and van Cleve, 1994) and are often at
a maximum in late summer/autumn and at a minimum in late spring (e.g. Hoch et al. 2003, Spann et
al. 2008).

N containing compounds constitute only a small proportion of the total dry matter of a tree
(less then 1%, Kramer and Koslowski, 1979, Sauter et al. 1989) and are constituted essentially of
amino acids and proteins (Dickson, 1989). N allocation to storage is programmed seasonally and is,
therefore, intimately linked to tree phenology. In temperate deciduous trees, N is withdrawn from
senescing leaves in autumn and stored during winter (e.g. Stepien et al. 1994). In early spring, N
compounds are remobilized from perennial organs to sustain growth (Titus and Kang, 1982, Millard
and Neilsen, 1989, Millard, 1996) particularly when the environmental conditions for N uptake
from the soil are not optimal (Murray et al. 1989, Cooke and Weih, 2005). The sites of N storage in
trees are restricted to specific organs dependent upon leaf habit. Deciduous species tend to store N
in the wood and bark of roots and stem, while evergreen species store N in the youngest age class of
foliage. In contrast to NSC pools, all of the N storage pools turn over during periods of N
remobilization (Millard and Grelet, 2010 and references therein).

The distribution of C and N non-structural compounds at the tree level has been extensively
studied in young trees and seedlings such as pedunculate oak (Vizoso et al. 2008), cork oak
(Cerasoli et al. 2004a and 2004b), Corsican pine (Maillard et al. 2004) and beech (Dyckmans and
Flessa, 2001, Fotelli et al. 2004). These studies showed that the belowground parts of the tree
represented the most important biomass and were major C and N sinks. However, biomass of tree

organs increases substantially with age (Bernardo et al. 1997) with aboveground biomass becoming
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increasingly important (Bartelink, 1998, Grulke and Retzlaff, 2001), which could result in a
different partitioning of C and N compounds in mature trees.

In the present work, we analyzed non-structural carbohydrates (NSC) and non-structural N
compounds (NSNC) in 50-year-old sessile oak and beech trees during dormancy and at late spring
after full leaf expansion. We aimed to determine: (1) the distribution of NSC and NSNC
concentrations and amounts at the tree level (2) their variation between these two phenological key
dates (3) and their contribution to tree total C and N pools. For this purpose, oak and beech trees
were felled in January and June. Scaling up from mass based concentrations to amounts of C and N
compounds was performed through exhaustive sampling and estimation of organ biomass using

allometric relations.
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MATERIALS AND METHODS

Study sites and stands

The study was conducted in a pure stand of sessile oak [Quercus petraea (Matt.) Liebl.] in the state
forest of Champenoux, France (48°44' N, 6°14' E, elevation 237 m) and in an almost pure stand of
common beech (Fagus sylvatica L.) in the state forest of Hesse, France (48°40" N, 7°05" E,
elevation 300 m), both from natural regeneration and 60 km apart. In 2008, oak and beech trees
were 50-55 and 45 year-old, respectively. All the standard climatic variables were measured in
weather stations monitored by INRA installed close to the study sites. Global radiation, rainfall, air
temperature and humidity, and wind speed were measured every 10s by a data logger (Model CR7
data logger, Campbell Scientific, Courtaboeuf, France) and 30 min averages were calculated and
stored. Mean annual temperature was 9.2 °C in both oak and beech stands, whereas mean annual
precipitation was 744 and 820 mm, respectively. The oak stand was growing on a cambisol soil,
developed on a deep loam (for details see Breda et al. 1995). The stand was recently thinned,
density was 2553 stems ha™, basal area was 26.7 m®ha’. The beech stand soil type was
intermediate between a cambisol dystric and a luvic cambisol endostagnic (for details see Granier et
al. 2000b). Site fertility was high, humus type was oligo-mull in both sites, N content in the upper
organic layer (horizon A1) was 2.14 g.kg™ (C/N of 13.5) in oak site and 1.61 g.kg™ (C/N of 14.93)
in beech stand. Stand density was 3800 stems ha™, basal area was 19.6 m*.ha™. Maximal stand leaf
area index (LAI) was in average 3.8 for oak stand and 8.5 for beech stand in 2008 and 2009 as
estimated by litter collection during autumn.

Tree sampling

Eight trees per species were harvested during winter dormancy in January 2008 and after full leaf
expansion in June 2009 (Table 1). For each harvested tree, samples were taken from different
organs: coarse roots, stem, branches, twigs and leaves. Samples discs (5-10 cm longitudinal
thickness) were collected from three lateral coarse roots (diameter > 5 mm) over a distance of 15 to
30 cm from the stump. Disk-like samples (2-4 cm longitudinal thickness) were taken from different
heights of the stem: 0 m, 1.3 m, 5.6 m (beech) or 7 m (oak) and at the base of the crown. 3 lateral
branches were sampled at different heights in the crown. 3 shoots were sampled randomly from tree
crown and separated into twigs and leaves. Samples were conserved in carbonic ice in the field then
stored at -80° C (-86°C Freezer® Forma Scientific®, Ohio, USA) until freeze-drying (Dura-Top®,
Dura-Dry® FTS Systems®, NY, USA). Bark was removed from the inner wood for all the organs

(except the twigs). For oak, heartwood was removed from stem sections with a saw. All the samples
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were then cut in small pieces with a saw and ground twice to get fine powder (Cyclotec 1093
Sample Mill Tecator, H6ganéas, Sweden than with CEP1 SODEMI® CB2200, France).

Biomass estimation

Stem biomass was estimated as the product of volume by wood density. Additional disk-like
samples were collected at four heights along the stem (0, 1.3, 5.6 or 7m and at the crown base) on
which circumference and diameter were measured. Stem volume was then calculated from

circumferences and height measurements, with each segment modeled as a truncated cone.

3
V= 2150 (Dl + Dxd +d)

where h is height of the cone, D the diameter at the base and d the diameter at the top of the
cone. Wood density (i.e. dry weight divided by the fresh volume) was determined by Barbaroux et
al. (2003) on trees from the same stands. For oak trees, sapwood volume was estimated from
sapwood width measurements for each stem section. By contrast, for beech, we assumed that all the
wood was sapwood even if diffuse cell mortality was observed close to the pith (Ceschia, 2001).
Biomass of coarse roots, branches and twigs were estimated using allometric relations depending on
the circumference and the diameter at breast height.
Biomass of branches was determined using the following equations:

For sessile oak, Branch kg =169 xC130cm — 76.64 (Barbaroux, 2002),
For beech, LnBranchy, =—10.0621 +3.3280 xLnC130,, (Ottorini and Le Goff, 1998).

Biomass of coarse roots was determined using the following equations:

For sessile oak, Coarserootsi; = 0.0099 x D130, —1.551 (Drexhage et al. 1999),

For beech, LnCoarserootsy, = —6.7275 +2.5382 xLnC130., (Ottorini and Le Goff, 1998).

Biomass of twigs was determined using the following equations (C. Nys, personal communication):

For sessile oak, Twigs kg =1.6778 x exp0'0025 x C130mm

For beech, Twigskg =-0.00000002263 x C1303%,+ 0.00002735 x C130%,+ 0.004502 x C130.n

Foliage of trees felled in June 2009 was removed physically, separated in bags and oven-dried (48h;

50°C) to determine total leaf dry weight per tree.

Biochemical analyses

Non-structural carbohydrates (NSC) analyses
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NSC were extracted from 20 mg of fine dry powder of each sample with 1 mL of 70% (v/v)
methanol/ water for 10 min, and then centrifuged at 17 000 g for 5 min at 4°C. This step was
repeated twice and the resulting supernatants were pooled together. The pellet was retained for
starch analysis later and the supernatants, containing soluble sugars, were dried over night with a
vacuum evaporator (Maxi-Dry Plus; Hetomodel DW1, 0-110, Heto-HOLTEN A/S Allerod,
Denmark) to eliminate methanol. Dried extract were rehydrated in 1.5 mL of distilled water and
redissolved by sonication then filtered at 0.2 pm (Acrodisc® Supor® filter; 0.2um, VWR).

Soluble sugars concentration was determined on 30 pL of undiluted aliquots from the soluble
fraction that were injected into a high-pressure liquid chromatography HPLC system
(Gold®Beckman Coulter, Software 32 karat™). Soluble sugars separation was achieved on a
HyperRez XP Carbohydrate Pb** separation column (8pm 300 x 7.7 mm, Thermo Electron, France)
fitted with a precolumn (HyperRez Pb2+ 5 x 3 mm, Thermo Electron, France).p The flow rate was
maintained at 0.6 mL min™, the pressure between 1 and 1.5 Pa and the column temperature at 83°C.
Individual carbohydrates were eluted from 0 to 30 min after injection. The sugar peaks were
detected by light scattering (Sedex 45 ELSD system, Seder, Vitry sur Seine, France). Peak
identification was determined with retention time of commercial carbohydrate standards. Sucrose,
glucose, fructose and mannose were the main detected sugars. Sugar concentrations were
determined by peak height and standard calibrations.

Starch concentration was determined on the pellet by hydrolysis with 0.02N NaOH for 30 min at
100°C followed by digestion with amyloglucosidase (from Aspergillus niger, EC 232-877-2, Sigma
Aldrich, France) for 30 min at 50°C in order to hydrolyze starch into glucose molecules. Glucose
was quantified by colorimetry at 620 nm (spectrophotometer UV-visible DU 640 B, Beckman
Coulter, USA) as described by Hansen and Maller (1975) with glucose as standard.

Non-structural carbohydrates (NSC) were calculated as the sum of soluble sugars and starch. NSC

concentrations were expressed on a percentage dry matter basis (% DM).

Non-structural nitrogen compounds (NSNC) analyses

Soluble proteins were extracted by mixing 20 to 40 mg of dry fine powder with 500 puL of SDS
extraction buffer [62.5 mM Tris HCI pH 6.8, 2 % (v/v) SDS, 10 % Glycerol and 28 mM DTT] in a
micro-tube, using a balk crusher (Retsch MM 301, Gmbh & Co, Germany) for two times during 45
seconds. Samples were centrifuged twice at 32 000 g for 20 min (17°C). Proteins concentrations
were determined on 25 pL of the supernatant by RC-DC Protein assay (Biorad RC DC Protein
Assay 500-0121).
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Total amino acid concentration was determined on an aliquot of 25 to 50 pyL of the soluble fraction
(see above) by colorimetry at 570 nm (spectrophotometer UV-visible DU 640 B, Beckman Coulter,
USA) as described by Yemm and Cocking (1955) using ninhydrin, with leucine as standard.
Nitrates concentration was determined on an aliquot of 100 pL of the soluble fraction by
colorimetry at 410 nm (spectrophotometer UV-visible DU 640 B, Beckman Coulter, USA) as
described by Cataldo et al. (1975).

Non-structural nitrogen compounds (NSNC) were calculated as the sum of total soluble proteins,
amino acids and nitrate. NSNC concentrations were expressed on a percentage dry matter basis (%
DM).

Non-structural C and N amounts

Amounts of NSC and NSNC of each organ were calculated through the product of organ biomass
by the corresponding compound concentration. NSC (including starch and soluble sugars) were
expressed in glucose equivalents and converted to carbon mass (gC) by applying a 40% carbon
content in glucose. NSNC were converted to nitrogen mass (gN) taking into account N content of
proteins (0.23 gN. g* proteins, Yeoh and Wee, 1994), amino acids (0.13 gN. g™ amino acids,
Valenzuela Nunez, 2006) and nitrate (0.23 gN. g™* nitrate, MW (NO3): 62 and 1N mole per NO3).

Statistics

Data were analyzed by the General Linear Model procedure (Statistica 6.1). NSC and NSNC
concentrations and amounts were studied with different sources of variation: species (including site)
date and organ. For each organ separately, the effect of date and species on NSC and NSNC
concentrations and amounts was studied. Statistically significant differences of inter-organ NSC
and NSNC distribution were tested with Tuckey honestly significant differences (HSD) at P< 0.05.
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RESULTS

NSC and NSNC concentrations

In Oak, NSC concentrations ranged between 4.57 and 13.42% DM in January and between 3.83 and
16.43% DM in June. In beech, NSC concentrations ranged between 2.81 and 9.64% DM in January
and between 2.86 and 16.17% DM in June. In both species, NSC concentrations were highest in
coarse roots and twigs in January followed by branches then stem sapwood (Table 2). In June,
leaves displayed the highest NSC concentrations. NSC concentrations were lower in branches (p =
0.000) of oak in June compared to January but did not change in the other organs (Table 2). In
beech, both coarse roots (p = 0.01) and branches (p = 0.03) displayed lower NSC concentrations in
June compared to January resulting predominantly from lower sugar concentrations (Table 2).

The composition of NSC was different between January and June in all the woody organs (coarse
roots, stem sapwood and branches) and in young organs (twigs and leaves) of both species (Table
2). Thus in January, soluble sugars accounted in average for 43% of total NSC in the woody organs
and starch accounted for 57%. In June, starch fraction increased to 71% of total NSC and soluble
sugars decreased to 29% in the woody organs of both species. In twigs and leaves, high NSC
concentrations at the two sampling dates resulted from high soluble sugars concentrations (70% of
total NSC in January and 60% in June, Table 2).

In oak, NSNC concentrations ranged between 0.68 and 3.49% DM in January and between 0.33 and
5.77% DM in June. In beech, NSNC concentrations ranged between 0.44 and 1.12% DM in January
and between 0.27 and 8.59% DM in June. In both species, the highest NSNC concentrations in
January were found in twigs followed by coarse roots then by branches and stem sapwood (Table
3). In June, leaves displayed the highest NSNC concentrations. NSNC were significantly lower in
stem sapwood (p = 0.000) and branches (p = 0.001) of oak in June compared to January and tended
to be lower in coarse roots (p = 0.07, Table 3). In beech, NSNC concentrations were lower in stem
sapwood (p = 0.000) and branches (p = 0.000) in June compared to January whereas they did not
change in coarse roots (Table 3).

As for NSC, the composition of NSNC fraction differed between dates in woody and young organs
of both species (Table 3). Thus in January, amino acids accounted for 72 and 64% of total NSNC
and soluble proteins accounted for 22 and 30% of total NSNC in the woody organs of oak and
beech, respectively. In June, amino acids fraction decreased to 57% and soluble proteins fraction
increased to 35% in both species. In young organs (twigs and leaves), soluble proteins
concentrations accounted for 78 and 49% of NSNC in oak and beech respectively in January, and

for 79 and 63% respectively in June (Table 3). Nitrate fraction was fairly low and accounted for 7%
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of total NSNC in woody organs and for 10% in average in young organs of both species in January

and June.

Organ biomass estimation

The distribution of tree biomass between the different organs of oak and beech trees was
reported in Figure 1. Biomass estimation of all woody organs was restricted to wood, and bark was
excluded. Stem represented the highest biomass at the tree level in both species and accounted for
69 and 62% of total estimated biomass in oak and beech respectively. In oak, sapwood accounted
for 46% of total stem, and represented 32% of total estimated biomass, while in beech all stem was
constituted of sapwood. Coarse roots represented 15% and 18% and branches represented 12% and
16% of total estimated biomass, in oak and beech respectively. Twigs and leaves represented the
lowest biomass in both species and accounted for 3% and 2% of total estimated biomass

respectively.

NSC and NSNC amounts

At the tree level in oak, NSC pool was 6397 gC in January and 5929 gC in June (p = 0.7). In
January, NSC amounts were distributed as follows: coarse roots (42%) then to the same extent stem
sapwood (28%) and branches (22%), then twigs (8%). In June, coarse roots contained also the
highest NSC amounts (45%) followed by stem sapwood (29%), then to the same extent by branches
(10%), twigs (9%) and leaves (7%, Figure 2). NSC amounts were lower in branches compared to
January (p = 0.04) and did not change in the other organs. In beech, NSC pool at the tree level was
3557 gC in January and 3911 gC in June (p = 0.3). The distribution of NSC amounts at the tree
level was similar at both date, thus stem sapwood contained the highest NSC amounts (47%)
followed by coarse roots (24%) then by branches (18%), twigs (7%) and leaves (10%, Figure 2).
NSC amounts of the different organs did not change between January and June. At the tree level,
NSC pool represented only 7 and 3% of total C pool in oak and beech respectively. Total C
amounts were distributed similarly to NSC between tree organs in both species at the two sampling
dates. In beech, the distribution of total C amounts was similar to that of NSC, thus highest amounts
of NSC and total C were found in stem sapwood. In oak, stem sapwood contained the highest
amounts of total C whereas the highest NSC amounts were found in coarse roots (Figure 2). In both
species, total C amounts did not change between January and June (p = 0.871 for oak and p = 0.291
for beech).

At the tree level in oak, NSNC pool was 351 gN in January and 349 gN in June (p = 0.9). In
January, NSNC amounts were distributed as follows: coarse roots (31%) and stem sapwood (33%)
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then twigs (21%) and branches (15%, Figure 3). In June, NSNC amounts were not statistically
different between organs. Thus coarse roots, leaves and twigs contained comparable NSNC
amounts (24% each) as stem sapwood and branches (18% and 9% respectively). NSNC amounts in
the stem were lower in June (p = 0.05) compared to January and did not change in the other organs.
In beech, tree NSNC pool was 224 gN in January and 309 gN in June (p = 0.053). In January,
NSNC amounts were distributed as follows: stem sapwood (57%), coarse roots (22%), branches
(15%) and twigs (6%, Figure 3). In June, leaves contained the highest NSNC amounts (38%)
followed by coarse roots (22%) and stem sapwood (23%), then by branches (10%) and twigs (8%).
Among tree organs, only stem sapwood showed a decrease tendency (p = 0.06) in NSNC amounts
in June compared to January. At the tree level, NSNC pools represented about 67 and 52% of total
N pool in oak and beech respectively. At the two sampling dates, total N amounts were distributed
similarly to NSNC between tree organs in both species (Figure 3). In both species, total N amounts

did not change between January and June (p = 0.395 for oak and p = 0.077 for beech).
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DISCUSSION
NSC and NSNC distribution at the tree level

NSC and NSNC concentrations exhibited similar intra tree distribution patterns in 50-year-old
sessile oak and beech. Coarse roots and twigs displayed higher NSC and NSNC concentrations
compared to stem sapwood and branches in winter and late spring. This distribution agrees with
results obtained for non-structural carbohydrates (Kramer and Kozlowski, 1979, Bollmark et al.
1999, Barbaroux et al. 2003), soluble proteins (Sauter et al. 1989, Valenzuela Nunez, 2006) and
total N distribution in adult trees (Regina, 2000a and 200b, Harrison et al. 2000, Noh et al. 2007 and
2010). Differences in NSC and NSNC concentrations among tree organs could be explained by the
physiological function, wood anatomy and living parenchyma distribution and distance to sink
tissues at times of active growth.

During the leafy period, leaves are undoubtedly the richest organ in NSC and NSNC
concentrations at the tree level given their paramount role in photosynthesis (Kramer and
Kozlowski, 1979). Among perennial organs, twigs display important concentrations of NSC and
NSNC. In fact, twigs are considered to be the smallest functional unit at the tree level, they are C
autonomous and could be net C exporters at times of high C demand such as spring growth and
masting events (Sauter et al. 1989, Hoch, 2005). Bark tissues of twigs contain high protein
concentrations (Tromp and Ovaa, 1971, Gomez and Faurobert, 2002) presumably because of the
presence of more protein-filled vacuoles compared to wood (Stepien et al. 1994) and because it is
advantageous for trees to accumulate N in twig chlorenchyma during restricted growth periods
which allows internal re-fixation of CO, released by mitochondrial activity through winter
(Wittmann et al. 2001) and immediate C and N gain when environmental conditions are optimal
(Gulmon, 1983, Pfanz et al. 2002). High concentrations of mobile C and N compounds in the upper
part of the tree, near sink tissues, can be advantageous for fast reserve utilization during spring
growth (Barbaroux et al. 2003). Among woody organs, roots are major sites of C (e.g. Bollmark et
al. 1999, Regier et al. 2010) and N storage (Millard and Proe, 1991) at the tree level. In 20-year-old
pedunculate oak, roots contained the highest concentrations of NSC and NSNC (Valenzuela Nunez,
2006). Higher concentrations in coarse roots compared to stem sapwood could be related to cambial
aging in stem (Helinska-Raczkowska, 1994) which results in an increase of vessel formation to the
detriment of parenchyma cells (Gaumann, 1935, Tromp, 1983), as demonstrated in beech
(Vollenweider et al. 1994) and in oak trees (Helinska-Raczkowska, 1994).
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The contribution of mobile C and N amounts of each organ to the entire tree pool is primarily
determined by organ biomass (Kozlowski, 1992). Owing to the large biomass of woody organs,
small NSC and NSNC concentrations would result in important amounts (Silla and Escudero,
2003). Thus, in mature trees, aboveground wood biomass contains most of the reserve amounts
even if reserves are more concentrated in the belowground parts (Kozlowski, 1992, Bollmark et al.
1999) or in the younger parts such as twigs and leaves (Sauter et al. 1989, Palacio et al. 2007). In
this study, we did not consider bark tissues of the woody organs. Even if the concentrations of C
and N compounds are higher in bark tissues compared to wood, the total amount of reserve material
is greater in wood than in bark (Kramer and Kozlowski, 1979). Furthermore, Barbaroux et al.
(2003) showed that bark contributed weakly to total NSC amounts compared to wood in oak and
beech trees from the same stands, and we assumed that it goes as well for NSNC, as demonstrated
for total N in Pinus densiflora (Noh et al. 2010).

During winter, high amounts of NSC and NSNC accumulate in the perennial organs of
deciduous trees (Kramer and Kozlowski, 1979, Hoch et al. 2003, Millard and Grelet, 2010). Thus,
53% of NSC and NSNC pools were in the stem sapwood of beech. In oak, 30% of tree NSC and
NSNC pools were in the stem sapwood and 36% in coarse roots. Our results concerning the
distribution of C and N mobile pools at the tree level are in line with other studies on mature trees.
In adult trees, stem is the main biomass sink (Bartelink, 1998, Grulke and Retzlaff, 2001) and
accumulates the highest amounts of C (livonen et al. 2002, Barbaroux et al. 2003) and N (Regina,
2000a and 2000b). In 30-year-old beech trees from the same stand (Hesse site), stem was
considered the major C sink at the tree level (Lebaube et al. 2000). In 80-year-old oak and beech
stands, 63.9% of the C was stored in stem (Vand wall et al. 2001). Furthermore in adult trees, roots
become increasingly important for C and N storage (Ludovici et al. 2002, Barbaroux et al. 2003,
Sanchez et al. 1991). Biomass of tree organs increases substantially with age (Bernardo et al. 1997),
thus the contribution of stem and roots to total tree biomass becomes increasingly important (Noh et
al. 2010) and by consequence their contribution to tree C and N pools increases considerably.

In late spring, the distribution of NSNC amounts was different from that of NSC, as observed
for the Japanese red pine (Noh et al. 2010). In oak, 45% of tree NSC pool was in coarse roots, while
in beech, 46% of tree NSC pool was in stem sapwood. In both species, only 9% of total tree NSC
pool was in leaves. By contrast, leaves and current year twigs were major sites of N accumulation
(Helmisaari, 1992, Millard, 1996) accounting for about 50% of tree NSNC pools in oak and beech,
even if their biomass represented only 5% of total tree biomass. About 80% of NSNC were in
protein form in leaves, for which Rubisco represents at least half of total protein content (Kang and

Titus, 1982). Rubisco can be considered an unconventional storage protein by virtue of its
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contribution to N reserve formation during the summer months then N recycling during autumn
(Chapin et al. 1990, Cooke and Weih, 2005, Millard et al. 2007). Thus, Rubisco can temporarily
store a significant proportion of N that is used subsequently for leaf growth. For deciduous species
in temperate ecosystems, this constitutes a sink for sustained N uptake in summer, once leaf growth
has finished, continuing into autumn while leaves senesce (Millard and Thomson, 1989). At the
stand level, foliage N (Noh et al. 2010) is also of a great qualitative importance since leaves are
subject to internal annual cycles and eventually a considerable proportion of N returns to the soil in
leaf litter (Regina, 2000a).

NSC and NSNC amounts were higher in oak compared to beech at the two sampling dates
resulting essentially from higher concentrations in oak twigs and woody organs compared to beech.
NSC pools were in average 18 and 14 times higher than NSNC pools in oak and beech respectively.
These results are in agreement with the constitution of dry matter in adult trees (10% of NSC and
less than 1% of NSNC, Barbaroux, 2002, Kramer and Koslowski, 1979). Furthermore, tree NSC
amounts represented less than 10% of total tree N pool in both species; whereas mobile N amounts
accounted for more than 50% of tree total N, suggesting that less N is incorporated in structural
form, conversely to C which represents the most important biomass sink in trees (Plomion, et al.
2001).

NSC and NSNC variation between winter and late spring

In January when air temperatures were near zero (data not shown), the proportion of soluble
sugars was high among the NSC fraction in the woody organs of both species. In temperate
climates, soluble sugars concentrations reach their highest levels during the coldest period, e.g.
between December and January as shown for sugar maple (Wong et al. 2003) and for trees from the
same stands (paper 1). This massive accumulation of cellular sugars in over-wintering organs
results from starch-to-sugar conversion and contributes strongly to cold-hardiness as a response to
increasing cold temperatures (Kramer and Kozlowski, 1979, Piispanen and Saranpa&, 2001).
Soluble sugars act as osmo-regulating substances that avoid intracellular ice formation by
decreasing the freezing point of tissues, thus reducing the damage from cold temperatures (Thomas
et al. 2004, Morin et al. 2007, Repo et al. 2008). The large pool of sugars in wood tissues during
dormancy could be also consumed in the maintenance respiration of living cells (Kramer and
Kozlowski, 1979, Ogren, 2000). N was stored mainly as amino acids in the woody organs of both
species, except for the stem sapwood of beech that stored preferentially proteins. In terms of carbon
cost, storing N in free amino acids is more efficient than storing N in proteins and presents a readily
available source of N when growth resumes in the spring (Cheng et al. 2004). Whether proteins or

115



Non-structural C and N at the tree level in oak and beech

amino acids dominate in the storage pool remains controversial and seems to vary according to
storage tissue and species. In many species, roots stored preferentially amino acids, whereas stem
and bark stored proteins (Tromp, 1983, Bollmark et al. 1999, Marmann et al. 1997). In pedunculate
oak trees, amino acids concentrations were 2 to 4 times higher compared to those of soluble
proteins (VValenzuela Nunez, 2006). In fruit trees (e.g. apple and pear), up to 50% of N was stored as
amino acids (Cheng et al. 2004).

In late spring, the composition of NSC fraction changed in all the woody organs, thus starch
represented a higher fraction of NSC (77%) compared to that of sugars (24%). Levels of soluble
sugars decline at the end of dormancy concomitantly to an increase in starch levels prior to spring
remobilization, then as soon as carbon supply exceeds growth needs starch starts to accumulate
concomitantly to radial growth illustrating C reserves refilling (Chapin et al. 1990, Lacointe et al.
1993, paper 1). In June when leaves were fully expanded in both species, we observed lower NSC
concentrations in branches (both species) and in coarse roots of beech compared to January (storage
period), while NSC concentrations remained unchanged in the stem sapwood. Nevertheless, we did
not observe any C-shortage in the woody organs of both species as reported for temperate species at
periods of maximum growth and high C demand in spring and early summer that may exceed C
supply by photosynthesis (Hoch et al. 2003). Two hypotheses could explain our results:

1) Developing leaves of deciduous tree species are able to fix C at the early phases of growth, which
suggests a rapid sink—source transition (Keel and Schédel, 2010). Thus, leaf development seems to
rely on C reserves only for a short duration, which might explain why NSC levels rarely show a
strong decrease even during phases of high C demand (Korner, 2003).

ii) The lowest concentrations of NSC were usually measured shortly after bud burst (i.e. 10 days in
beech branches), then increased again to reach the same concentrations as before bud burst within
about 7 weeks (Schadel et al. 2009). Given this rapid replenishment of NSC after leaf bud burst, the
decrease in NSC concentrations can only be captured by sampling in short intervals during bud
burst, especially in aboveground organs such as branches and stem. Furthermore, there is increasing
evidence that in mature trees, decreases of NSC concentrations seem to be restricted to terminal
branches and do not translate to stem or roots (Newell et al. 2002).

By contrast to NSC, NSNC concentrations were lower in all woody organs of oak and beech
(except for coarse roots in beech) in June resulting from lower amino acids concentrations in most
of the organs, and lower proteins concentrations in the stem sapwood of beech and in the branches
of oak. In spring, the environmental conditions for N uptake from the soil are not optimal (Murray
et al. 1989, Cooke and Weih, 2005), as a result the immediate demand for N for early growth is met

by reserves remobilization (Millard, 1996, paper 2) such as amino acids (Kang et al. 1982) and
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specific storage proteins (Wetzel and Greenwood, 1989, paper 1). Amino acids are preferentially
mobilized for spring growth in many species (e.g. Tromp, 1983, Gomez and Faurobert, 2002). In
pedunculate oak, both proteins and amino acids levels were lower in June (Valenzuela Nunez,
2006). Moreover, nitrogen translocation to growing tissues is a very fast process, with a time span
of no more than 2 weeks (e.g. oak species, Silla and Escudero, 2003, paper 2). So with N uptake
from soil becoming increasingly important as the season progresses (Neilsen et al. 1997, paper 2),
stored N contribution to spring growth becomes less important and N stores are replenished. As a
consequence, decreases in N pool could be more pronounced during bud burst and less afterward. In
a recent study (paper 2), we found that in oak trees from the same stand, N reserves contributed to
about 90% of total N in developing leaves during the first two weeks of bud burst, then N uptake
from the soil became significantly important when bud burst was achieved (first week of May,
2009). These results suggest that trees depend on their N reserves during early stages of spring
growth then N source switches from predominantly internal N remobilization to root uptake
(Millard and Proe, 1991, Grassi et al. 2002).

Inter-specific comparison

We found higher concentrations and amounts of NSC and NSNC in oak compared to beech,
these differences in reserves level could arise from differential needs for spring growth and winter
maintenance respiration. In oak, a ring porous species, most of the wood vessels are embolized by
frost events each winter, as a consequence radial growth is initiated prior to bud burst in order to
restore the hydraulic conductance (Hinckley and Lassoie, 1981, Bréda and Granier, 1996,
Barbaroux and Bréda, 2002). Thus, carbohydrate reserves are necessary to sustain early growth and
seem to be a key factor for tree maintenance and survival and carbon allocation to storage is higher
than for beech (Genet et al. 2010). Beech is a diffuse-porous species with small xylem vessels that
are less vulnerable to winter embolism. Thus, radial growth is initiated after bud burst and wood
construction cost could be entirely supplied by new assimilates (Barbaroux and Bréda 2002).
Furthermore, C costs for maintenance respiration and growth (including biomass and respiration)
were lower in beech compared to oak as estimated by Barbaroux et al. (2003). These results are
supported by the fact that the basal respiration rate of sapwood tissues are higher in oak stem than
in beech (Edwards and Hanson, 1996, Damesin et al. 2002), and it seems that maintenance
respiration is lower in diffuse porous species compared to rings porous (Holl, 1997, Edwards and
Hanson, 1996). With early wood growth being less dependent on reserve amounts and with lower C
costs during winter and spring in beech, C reserve pool might be lower than for sessile oak. NSNC
concentrations as well as total N (data not shown) were higher in oak stem sapwood compared to

117



Non-structural C and N at the tree level in oak and beech

beech. Higher N content in oak tissues could contribute to its higher maintenance respiration as for
C content. In plant tissues, maintenance respiration increases linearly with N concentrations in stem
and branches (Ryan, 1991 and 1995, Maier et al. 1998). Most of N in plant tissue is in protein,
therefore the close relationship between maintenance respiration and nitrogen is due to increases in
protein content and protein turnover rates which are tightly linked with cellular activity (Ryan et al.
1996). By contrast, at the foliage level, we found higher total N (data not shown) and protein
concentrations in beech compared to oak. Foliar nitrogen concentrations are correlated with
photosynthetic rates (Field and Mooney, 1986, Reich et al. 1995), suggesting that species with high
foliar nitrogen concentrations may possess a competitive advantage (Martin et al. 1998).
Furthermore, species with high foliage nitrogen concentrations but low branch and stem wood
nitrogen concentrations possess an allocation pattern that may lead to high photosynthates
production as well as low cellular maintenance respiration, thereby allowing trees to maximize
carbon gain (Martin et al. 1998). Such results are not surprising since beech (Fagus sylvatica L.) is
one of the most competitive tree species in competition with oak in central Europe (Ellenberg,
1996, Backes and Leuschner, 2000).
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Table 1. Characteristics of the 50-year-old sessile oak and the 45-year-old beech trees felled in January 2008 and June 2009.

January 2008 June 2009
Species  Tree C130 cm \?Ve;g\t/r\go:rg Totalr:eight Crowr;n length Tree C130 cm \?va;g\{\r/]ogmd Totalmh)eight Crowrrln length
Oak C13 80.3 24 20.9 7.3 C17 88.4 2.4 22 7.4
C14 83.9 3.6 20.9 7.2 C18 75.0 2.4 21 6.9
C15 80.0 24 20.8 6.4 C19 71.6 3.7 19.9 5.1
C16 63.0 2.1 19 7.3 C20 64.0 1.7 19 5.8
Beech H9 60.5 2.4 195 9.3 H13 68.5 10.6 19.3 8
H10 58.8 2.4 19.2 7.3 H14 60.0 9.5 18.2 6.2
H11 56.0 3.7 17.8 7.9 H15 64.5 9.8 20 9.4
H12 59.2 1.7 19.6 8.4 H16 61.2 9.4 20.8 6.9
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Table 2. Variation of non-structural carbohydrates (NSC), starch and soluble sugars concentrations (%DM) among tree organs in sessile oak and
beech trees in January and June. Values are average + SE (n=12). The significance level between dates was indicated. *, P<0.05; **, P<0.01;
*** P< 0.001, ns, not significant. Different letters indicate significantly different concentrations among organs at P< 0.05 by Tukey-Kramer

HSD test.
NSC %DM Starch %DM Soluble sugars %DM
Species Organ January June P January June P January June P
Sessile oak Roots 1326 £081c 1556+1.31b ns 864+066c 1355+x131c ** 461+x028b 201+0.13a ***
Stem 457+0.33a 4.64+0.38a ns 239+0.23a 353+045ab * 2.18+0.15a 11+01a ***
Branches 8.19+0.49b 3.83+£0.35a *** 478+043b 251+0.23ab *** 342+0.12ab 152+0.09a ***
Twigs 13.42+0.78c 13.93+042b ns 414+0.32b 541+053b ns 9.29+0.63¢C 852+0.26b ns
Leaves 16.43+0.91b 186+02a 1454 +0.8¢c
Beech Roots 7.01+£0.36¢C 4.80 0.5 bc e 483+0.39c 3.84+048b ns 2.18+0.15ab 0.96+0.02a **
Stem 281+0.15a 286+0.26 a ns 1.27+0.11a 219+02a ** 1.54+0.05a 0.67+0.1a ***
Branches 533+0.24b 439+033ab * 286+0.18b 3.25+0.33ab ns 247+0.08b 1.14+004a *
Twigs 9.64+04d 9.96+0.29¢c ns 257+0.13b 552+02c *** 7.08+0.34c 444+0.32h ***
Leaves 16.17 +0.68d 6.25+0.62¢C 9.93+0.17¢c
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Table 3. Variation of non-structural nitrogen compounds (NSNC), amino acids, soluble proteins and nitrate concentrations (%6DM) among
organs in sessile oak and beech trees in January and June. Values are average + SE (n=12). The significance level between dates was indicated.
*, P<0.05; **, P<0.01; ***, P< 0.001, ns, not significant. Different letters indicate significantly different concentrations among organs at P<
0.05 by Tukey-Kramer HSD test.

NSNC %DM Amino acids %DM Soluble proteins %DM Nitrate %DM
Species Organ January June P January June P January June P January June P
Sessile oak Roots 1.69+0.23b 1.23+0.1b ns 148+023b 095+0.11b = 0.14+0.01a 022+0.04a * 0.06+0a 004+0.01a ns
Stem 0.68+0.05a 0.33+0.02a *** 041+004a 013+0.0la ** 021+002a 0.17+0.02a ** 006+00la 004+00la *
Branches 0.76 £0.05a 052+0.04a ** 050+0.05a 028+0.0la *** 021+0.02a 0.21+0.02a ns 0.04+0a 0.04+0a ns
Twigs 349+0.16c 455+0.15¢c *** 050+0.03a 085+0.08a *** 272+0.15b 3.36+0.15b ** 0.27+0.02b 0.34+£0.02b *
Leaves 5.77+0.19d 0.27+0.02b 483+0.18¢c 0.67+0.07b
Beech Roots 1+0.06c 1.03+0.06b ns 085+0.05c 0.80%x0.05b * 0.13+0.02a 020+0.02a ** 0.04+0a 0.03x0.01a ns
Stem 0.44+0.03a 0.27+0.02a *** 017+00la 015+0.02a ns 0.24+0.01a 0.09+0.01a *** 0.04+00la 0.04+00la ns
Branches 0.69+0.03b 0.41+0.02a *** 047+0.03b 016+0.02a *** 015+00la 0.20+0.02a * 0.07+0b 0.05+0.0la *
Twigs 1.12+0.09c 1.83+0.10c *** 043+002b 0.74+0.08b ** 055+0.08b 0.80+£0.07b * 0.14+0.01c 029+0.03b ***
Leaves 8.59+0.29d 0.69+0.03b 7.05+0.28 ¢ 0.85+0.05¢c

127



Non-structural C and N at the tree level in oak and beech

Legends

Figure 1. Average organ biomass of sessile oak and beech trees felled in January and June. Values
are average + SE (n=8 per species).

Figure 2. Distribution and variation of non-structural carbohydrates (NSC) and total carbon
amounts expressed in gC among tree organs between January and June in oak and beech trees
(n=4). Different letters indicate significant differences between organs (Tuckey Kramer honestly at
P<0.05)

Figure 3. Distribution and variation of non-structural nitrogen compounds (NSNC) and total
nitrogen amounts expressed in gN among tree organs between January and June in oak and beech
trees (n=4). Different letters indicate significant differences between organs (Tuckey Kramer
honestly at P<0.05)
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Non-structural C and N at the tree level in oak and beech

Figure 2.
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Non-structural C and N at the tree level in oak and beech

Figure 3.
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Discussion géneérale et perspectives

Nous avons étudié la dynamique saisonniere des réserves carbonées et azotées chez le chéne sessile
et le hétre adultes, dans leur environnement naturel, en utilisant une démarche pluridisciplinaire

(écophysiologique, biochimique et isotopique).

Au printemps, le marquage isotopique au N a montré qu’aux premiers stades de
développement chez le chéne sessile (Article 2), 90% de I’azote (N) des feuilles et des pousses
provenaient de I’azote des réserves. C’est uniquement a la fin du débourrement que la contribution
de I’azote nouvellement assimilé devient aussi importante que celle de I’azote des réserves. Ces
résultats montrent I’importance des réserves azotées dans I’initiation de la croissance chez le chéne
adulte, et leur contribution quantitative aux besoins en N requis pour le développement des
nouveaux tissus. L’intensité de la remobilisation des réserves azotées lors de la mise en place du
feuillage du chéne sessile de 50 ans est comparable a celle de jeunes plants puisque Vizoso et al.
(2008) ont montré que 90% de I’N des feuilles provenaient des réserves lors de la 3°™ année de
croissance de chénes pédonculés cultivés en pot. Dans notre étude, nous avons étudié I’évolution de
la composition isotopique de I’azote total dans les nouveaux organes. Des techniques de
purification, separant les composés azotes structuraux et non-structuraux, puis leur analyse
isotopique, permettraient de déterminer sous quelle forme I’azote issu des réserves est investi dans
les nouveaux organes.

Chez le hétre, la croissance au printemps semble aussi fortement déterminée par les réserves
comme I’ont montré des études réalisées sur de jeunes plants en conditions contrdlées (Dyckmans
et Flessa, 2002). Nous n’avons pas etudié la remobilisation printaniére de I’N chez le hétre adulte.
Notre expérience de marquage au *°N, réalisée in situ sur du chéne sessile en futaie, est une des
premiéres expériences de ce type (Article 2). D’ailleurs, Millard et Grelet, en 2010, soulignent
I’absence de telles données sur des arbres adultes. Bien que ces expériences restent difficiles a
réaliser en conditions non controlées et sur des arbres adultes ayant 20 m de hauteur, elles ne sont
pas impossibles.

La reprise d’activité printaniere correspond également & une période de transition hétérotrophie
-autotrophie pour le carbone (C). Ainsi, des expériences de double marquage *C et N
permettraient d’estimer a la fois la contribution des réserves carbonées et celles azotées a I’initiation
de la croissance. Les seules études par marquage isotopique au **C sur I’importance des réserves
carbonées pour la croissance des nouveaux organes ont été réalisées sur des jeunes plants. Ainsi, les

réserves carbonées contribuent pour 40% environ au C des nouvelles feuilles chez le hétre
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(Dyckmans et Flessa, 2001) et chez le chéne (Vizoso et al. 2008) a des stades juveniles. A partir des
données de Dyckmans et al. (2000) estimant que les réserves carbonées contribuent pour 44% au C
des feuilles et pour 100% au C nécessaire a la croissance radiale, Barbaroux et al. (2003) ont établi
un budget quasi complet du C nécessaire a la croissance printaniére de chénes adultes.

A partir de notre estimation du pourcentage d’N remobilisé pour la croissance de la nouvelle
pousse (Article 2), des données de biomasse et des concentrations en N total des nouveaux organes
(Article 3), nous pouvons ainsi établir un bilan de la quantité d’N remobilisé pour la croissance
printaniere (Tableau 1). Ainsi, chez un chéne sessile de 50 ans, on estime que 107g d’N provenant
des réserves participent a I’étalement complet des feuilles et a I’élongation des nouvelles pousses en
Juin. En Janvier, la quantité d’azote non-structural (NSNC) des organes pérennes (racines, tronc,
branches et pousses) est estimée a 351g (Article 3, Figure 3). Ainsi, 31% de cette quantité servirait

a la mise en place des nouvelles pousses chez le chéne.

Tableau 1. Estimation du codt d’azote (g N) issu des réserves pour I’étalement des feuilles et pour
I’élongation de la pousse de I’année.

Biomasse % N Colt N issu
Organes totale (kg) N (%) provenant des réserves
g desréserves (g N)
Article 3 Article 2
Feuilles 6.65+1.91 1.99+0.13 47.0 62.2
Pousses 9.55+0.68 0.73+0.01 64.4 44.9

Au niveau du tronc, le suivi mensuel de la dynamique des réserves a montré une forte
remobilisation des réserves carbonées (NSC) a partir des cernes les plus récents de I’aubier du tronc
du chéne sessile, mais pas chez le hétre (Article 1, Figures 1 et 2). Cette différence interspécifique
pourrait résulter du réle fonctionnel de la croissance radiale initiale dans la survie du chéne au
printemps et confirme les résultats obtenus par Barbaroux et al. (2002 et 2003) et Genet et al.
(2010). Chez le chéne, la sensibilitt a I’embolie hivernale, inhérente aux caractéristiques
anatomiques du bois (bois initial & zone poreuse avec de gros vaisseaux de xyléme), nécessite une
croissance printaniére sur le carbone des réserves, puisque celle-ci s’instaure avant la mise en place
de I’indice foliaire. Le hétre est moins sensible a I’embolie hivernale du fait d’une anatomie de bois
a pores diffus et des vaisseaux de xyleme de petite taille (Cochard et al. 1992, Lemoine et al.

2002a). La nécessité d’une croissance radiale précoce est donc moins primordiale pour la

134



Discussion générale et perspectives

restauration de la conductance hydraulique de I’arbre. D’autre part, les concentrations en protéines
solubles et en acides aminés n’ont pas montré de variations significatives dans les cernes de I’aubier
des deux espéces, en accord avec les résultats de Valenzuela Nunez (2006). Cependant, on assiste a
une remobilisation de deux polypeptides de 13 et 26 kDa accumulés dans I’aubier au moment de la
sénescence foliaire (Article 1, Figures 1 et 2). Cette remobilisation est concomitante au
débourrement chez les deux espéces, ce qui confére un role potentiel aux polypeptides dans le
stockage transitoire de I’azote (Stepien et al. 1994). D’apreés nos résultats, I’N de ces polypeptides
représente 10% de I’azote total de I’aubier du tronc, le devenir de I’N de ces polypeptides mériterait
d’étre étudié afin de savoir si cet azote est exporté vers des puits en croissance ou s’il est utilisé sur
place pour la mise en place du cerne. L’idéal serait de pouvoir marquer ces polypeptides par un
marquage au N effectué a I’automne, et de suivre ce traceur au printemps. Le suivi mensuel
(Article 1) a apporté de nouvelles connaissances sur la remobilisation de I’N a partir du tronc. Le
bilan exhaustif des composés azotés non-structuraux a I’échelle de I’arbre, réalisés a deux dates
(Article 3), nous a permis de mettre en évidence que tous les organes pérennes sont sollicités pour
la croissance printaniere. En effet, nous avons observé des concentrations plus faibles en composés
carbonés (NSC) et azotés (NSNC) non-structuraux dans les organes pérennes (tronc, racines et
branches) en Juin apres I’achévement de I’expansion foliaire par rapport a celles de Janvier en

période de dormance (Article 3, Tableaux 2 et 3).

A I’échelle de I’arbre (Article 3), les jeunes pousses et les feuilles contiennent environ 50%
des NSNC de I’arbre chez les deux especes, malgré leur faible biomasse (3 et 2% de la biomasse
totale de I’arbre, respectivement). Cette répartition reflete la forte demande en azote nécessaire a la
photosynthese. Par contre, ces nouveaux organes contiennent uniquement 17% des NSC de I’arbre
alors que ce sont le siége de la photosynthése, ce qui refléte I’allocation rapide des photosynthétats
vers les organes puits de C. Il faut donc considérer que les NSC et les NSNC présents dans les
différents organes apres I’étalement complet des feuilles correspondent i) a du C et de I’N mis en
réserve I’hiver précédent et redistribué lors de la croissance printaniére et ii) a du C et de I’'N
nouvellement assimilés et circulant dans I’arbre. Par exemple, le phloéme est enrichi en °N dés que
les feuilles sont étalées, ce qui laisse supposer qu’il y a déja une redistribution du nouvel N absorbé
trés tot apres le débourrement, dés la reprise de flux de séve brute (Article 2). Les outils de
marquage semblent les plus adaptés afin de tracer I’allocation du C et de I’N nouvellement
assimilés depuis les organes sources (feuilles et racines) vers les organes pérennes, permettant ainsi
de les distinguer des NSC et NSNC provenant des réserves hivernales. Cependant, un marquage de

courte durée au printemps ne permettrait pas de tracer de maniére fiable les assimilats du fait de
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I’activité intense de I’assimilation du C et de I’N au printemps et de I’allocation continuelle des
formes mobiles dans I’arbre. D’un autre c6té, le marquage des composés mis en réserve a I’automne
ne permettrait pas d’estimer tout le stock des réserves étant donné que le marquage ne tracerait que
les réserves se formant a partir de cette date. Dans I’article 1, nous avons montré que dans le tronc,
le remplissage des réserves carbonées et celui des réserves azotées sont décalés dans le temps. Ceci
met en évidence la complexité d’un double marquage et la difficulté de choisir une date appropriée.
Le marquage (continu et/ou a plusieurs dates phénologiques) reste un outil plus facilement

applicable sur des jeunes plants (herbacés et ligneux).

Dés I’étalement complet des feuilles en juin, nous avons observé un remplissage progressif
de I’amidon dans les cernes de I’aubier du tronc des deux espéces (Article 1, Figures 1 et 2),
parallelement a la croissance du nouveau cerne, comme démontré par Barbaroux et Bréda (2002)
lors d’une autre année d’étude. La concentration en réserves carbonées dans le tronc atteint sa
valeur maximale en Octobre, comme démontré par Barbaroux et Bréda (2002), bien que I’année
étudiée alors presentait un déficit hydrique estival. L’accumulation des polypeptides de 13 et 26
kDa dans I’aubier du tronc commence avec la sénescence foliaire (Octobre) induite par le
changement de température et de photopériode (Article 1). Pour les arbres décidus, I’N du feuillage
est d’une grande importance non seulement pour le recyclage interne annuel mais également a
I’échelle du peuplement pour le retour d’N au sol par la litiere (Regina, 2000a, Noh et al. 2010).
Chez de jeunes plants de chéne, environ 45% de I’azote foliaire est recyclé par I’arbre lors de la

sénescence (Vizoso et al. 2008).

En hiver, et paralléelement a des températures négatives entre Décembre et Février 2008, nous
avons observé une conversion de I’amidon en sucres solubles dans les cernes de I’aubier du tronc
(Article 1, Figures 1 et 2). L’accumulation de ces agents osmotiques permettrait a I’arbre de résister
au froid et aux gelées en abaissant le point de congélation des tissus (Thomas et al. 2004, Morin et
al. 2007, Repo et al. 2008). De maniere intéressante, nous avons observé également une
accumulation importante de sucres solubles dans tous les organes pérennes aériens des arbres
abattus a la méme période; cependant I’accumulation est moins importante dans les racines (Article
3) ce qui pourrait étre lié a une exposition moins importante a des températures négatives (Sauter,
1988). Parallélement a I’accumulation des sucres solubles, nous avons observé une accumulation
croissante des deux polypeptides de 13 et 26 kDa dans les cernes de I’aubier du tronc du chéne et du
hétre (Article 1, Figures 1 et 2), ce qui pourrait leur conférer un réle dans I’endurcissement au froid

(Rowland et Arora, 1997). Les variations saisonniéres des deux polypeptides mis en évidence pour
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la premiére fois chez le chéne sessile et le hétre, sont caractéristiques de protéines de réserve
(O’Kennedy et Titus, 1979), mais leur forte accumulation pendant la période la plus froide de
I’hiver n’exclut pas un réle dans la tolérance au froid. Afin de confirmer ces deux hypothéses et
mieux cerner leur réle, des études plus approfondies en manipulant les sources d’N et en réponse a
des stimuli externes (photopériode, accumulation du froid et du gel, et les blessures) sont
indispensables. A une échelle plus fine, un séquencage et une caractérisation de leur composition
pourrait éventuellement mettre en évidence des homologies de séquence avec d’autres protéines
ayant une fonction physiologique déja identifiée. Dans le contexte d’études in situ, les variabilités
climatiques interannuelles sont importantes et un suivi de la dynamique de ces polypeptides sur

plusieurs années permettrait aussi de tester la plasticité de leur cinétique.

A I’échelle de I’arbre, les quantités de NSC et de NSNC estimées en janvier correspondent
aux reserves carboneées et azotées. L’étude de la composition protéique réalisée dans I’aubier du
tronc (Article 1), mérite d’étre complétée dans les autres organes pérennes. A cette période, le tronc
et les racines constituent les stocks les plus importants, contrairement aux jeunes plants ou les
racines sont I’organe majeur de stockage (Cerasoli et al. 2004a et 2004b, Fotelli et al. 2004) et aux
jeunes arbres (20 ans), ou la contribution des racines est comparable a celle du tronc (Valenzuela
Nunez, 2006). Cette différence de contribution relative des compartiments aériens et souterrains est
a mettre en relation avec I’évolution du rapport aérien/souterrain (shoot/root ratio) en fonction de
I’age (Genet et al. 2010). Ces derniers auteurs montrent cependant que le rapport diminue a un age
plus précoce chez le hétre que chez le chéne.

A I’échelle interspécifique, le chéne sessile montre des concentrations plus élevées en
composés carbones et azotés non-structuraux dans ses organes pérennes compare au hétre, quelle
que soit la date, reflétant ainsi le fonctionnement physiologique contrasté des deux espéces. Chez le
hétre, les besoins en C pour la respiration d’entretien en hiver et pour la croissance radiale au
printemps sont plus faibles par rapport au chéne (Barbaroux et Bréda, 2002, Barbaroux et al. 2003,
Genet et al. 2010) ce qui est cohérent avec des teneurs en réserves carbonées plus faibles. Malgré
cette différence, le stock des réserves carbonées du hétre apparait comme le parametre principal du
maintien physiologique de I’arbre (Genet, 2009) et garantit la restauration de I’intégrité
physiologique de I’arbre apres perturbation (Badeau et Bréda, 1997, Le Dantec et al. 2000, Genet,
2009). Ainsi chez les hétres dépérissants, on assiste a une forte allocation du C vers la fonction
stockage au dépend de la croissance radiale, permettant aux arbres de maintenir des concentrations

en composés de réserves carbonées identiques a celles des arbres sains (Genet, 2009). Chez le
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chéne, les concentrations élevées en N pourraient résulter aussi de sa respiration d’entretien élevée
puisque la teneur en N des tissus est fortement corrélée a la respiration d’entretien (Ryan et al. 1991
et 1996, Maier et al. 1998). Chez le hétre une forte teneur en azote foliaire, associée a une faible
concentration en azote au niveau des branches et du tronc et une faible respiration d’entretien

permettrait au hétre de maximiser le gain de C (Martin et al. 1998).

Les trois années d’étude ont été caractérisées par un bilan hydrique favorable. Aucune
sécheresse estivale ou défoliation n’a été enregistrée et aucune fructification significative n’a été
observée, optimisant ainsi la croissance, I’assimilation et I’allocation du C et de I’N vers les
réserves. Ainsi nos analyses de réserves carbonées et azotées sont certainement réalisées en
conditions optimales. Ces bilans auraient été probablement différents en cas de perturbations
d’origine biotique ou en cas de sécheresse. La teneur en amidon et en glucose des organes d’un
arbre reflete sa capacité de résistance et de survie a des conditions de contrainte (Tschaplinski et
Blake, 1994). Chez des chénes défoliés, la concentration en amidon en fin de saison de végétation
permettait de prédire leur probabilité de survie (Marcais et Bréda, 2006). Ainsi, I’augmentation
significative de la mortalité de chéne pédoncule suite a deux défoliations successives a été corrélée
a une baisse drastique de la teneur en amidon dans I’aubier du tronc (Marcais et Bréda, 2006). En
climat tempéré, un hiver long (5 a 6 mois, e.g. Korner, 1994), le flush de croissance au printemps
(e.g. Kramer et Kozlowski, 1979, Holl, 1997), les années de fructifications intenses (e.g. Gdumann,
1935) et les sécheresses exceptionnelles (Bréda et al. 2006) représentent des événements
physiologiques pouvant induire un épuisement progressif ou une reconstitution insuffisante du stock
de C mobile chez les arbres décidus. Etant donné la quantité importante d’azote mobile dans les
feuilles de chéne et de hétre, une défoliation pourrait affecter le stock d’N et avoir des conséquences
sur la capacité de la reprise de la croissance au printemps suivant. Ainsi, il serait intéressant de

coupler des études sur les stocks de C et d’N dans des situations de dysfonctionnement de I’arbre.

En conclusion, I’étude des flux des composés de réserve permet de mieux comprendre les
schémas d’allocation entre source et puits et d’autres fonctions a I’échelle de I’arbre. La
quantification des stocks (dimension des réservoirs de C et d’N) dans des arbres adultes est
indispensable au paramétrage initial des modéles fonctionnels de bilan couplé eau-carbone-azote et
de croissance. La mise en ceuvre de tels modeéles constitue une perspective importante a la fois en
terme d’intégration de nos connaissances sur ces dynamiques couplées phénologie - réserves et
comme outil de recherche, afin de tester I’impact de contraintes climatiques (gel, sécheresse) ou
biotiques (défoliations) sur les quantités et les dynamiques des réserves carbonées et azotées.
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Cependant, peu de modeéles sont, a ce jour, capables de coupler le fonctionnement de I’arbre et du
sol, ce compartiment restant sous-étudie. La croissance et le renouvellement des racines fines sont
mal connus sur des arbres in situ, la disponibilité des différentes formes d’azote dans le sol et la
capacité d’assimilation des arbres, incluant la contribution des champignons mycorhiziens, restent a

renseigner.
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