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Introduction

La plupart des arbres sont soumis périodiquement a des sécheresses, avec des fréquences
variables. L’installation d’une sécheresse est le résultat de la combinaison d’une part de la
diminution de la disponibilité en eau au niveau du sol et d’autre part de 'augmentation de la
demande évaporatoire. Parmi les facteurs de l'environnement influengant la distribution et la
croissance des espéces ligneuses, notamment sous climat tempéré, 'eau occupe une place de toute
premiére importance (Kozlowski, 1982). Les périodes de sécheresse cydiques sont a l'origine de la
présence d‘espéces particuliérement adaptées & leur milieu, la pression sélective persistante du
milieu ainsi que la compétition entre végétaux, conduisant & I'élimination des espéces ou provenances
les moins adaptées. Outre ces adaptations morphologiques et physiologiques controlées
génétiquement, les épisodes de sécheresses accidentels sont souvent 1'occasion de révéler des
différences de plasticité entre espéces végétales vis a vis des conditions environnementales
défavorables. Les adaptations dans les deux cas ne sont pas les mémes. Dans le cas de sécheresses
irrégulieres et prononcées rencontrées sous climats océaniques ou continentaux, c’est la plasticité des
espéces qui intervient dans la résistance au stress imposé.

La lumiére est également un facteur important dans le développement des espéces végétales et
plus particulidrement dans I'établissement des classes de dominance au sein d'un peuplement forestier
(Williams, 1996). Les arbres subissent des variations importantes.de I'éclairement (& la fois dans le
temps (au cours de la croissance) et dans I'espace (concurrence, ombrage)). La plasticité d'une espéce
vis & vis de ce facteur environnemental conditionne l'aboutissement de son unité architecturale
(Nicolini, 1997).

Nous nous sommies intéressés au cours de ce travail a caractériser les parameétres anatomiques
et physiologiques qui conditionnent les transferts d'eau dans l'arbre en relation avec sa structure
morphologique, en ayant pour objectif de déterminer les mécanismes d'acclimatation au milieu et aux
contraintes environnementales (contrainte hydrique, changement de 1'éclairement...).

Noire modéle d'étude est le hétre. Le hétre est une espéce forestiére sociale qui présente des
peuplements souvent purs et fermés a fort indice foliaire. La densité des houppiers (implantation des
arbres, épaisseur des houppiers, surface foliaire) crée un environnement lumineux contrasté avec un

fort gradient lumineux entre la canopée et la base des couronnes (Kuuluvainen et Pukkala, 1987). Le
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Figure 1 : Profil dans un couvert de hétre (Hesse, 57) de la masse surfacique des feuilles
et de la fraction du rayonnement photosynthétiquement actif (PAR relatif).

Figure 2 : Différences morphologiques entre un rameau long et un rameaux court de
hétre en hiver (Nicolini, 1997). .



Introduction

rayonnement photosynthétiquement actif (PAR) chute ainsi de 100% a moins de 10% au niveau du sol
(figure 1). Les branches les plus basses présentent une structure caractéristique d'une croissance 3
l'ombre, les rameaux sont formés d'allongements trés réduits et portent des feuilles avec une masse
surfacique faible. Les branches de lumiére, quant a elles, possédent des rameaux avec des entre-noeuds
longs et des feuilles ayant une masse surfacique plus importante (figure 1 et figure 2. _

C'est une espéce mésoxérophile & mésophile favorisée par une humidité atmosphérique
importante. Dans les zones climatiques plus séches, elle se développe surtout en altitude (Rameau ef
al., 1989). Le hétre a des exigences hydriques intermédiaires entre les espéces tolérantes & la
sécheresse (Quercus ilex, Cedrus sp...) et les espéces sensibles (Betula verrucosa, Populus sp...). Clest
une essence qui présente un intérét sylvicole important (bois d'oeuvre, de chauffage,...) au niveau
européen et dans le nord est de la France et qui tend & se développer. Une question se pose alors quanf a
son adaptation et a sa résistance aux contraintes environnementales (principalement a la sécheresse)
et sa plasticité face & ces contraintes. :

Le hétre présente donc plusieurs critéres morphologiques propres & son développement et sa
capacité a croitre dans des milieux différents (Téssier du Cros et al.,, 1981) nous ont poussé a
a?profondir ses caractéristiques hydrauliques afin de mietx comprendre le développement des arbres
forestiers en général.

" La séquence architecturale du hétre est établie en observant les différents stades de
développement de hétres poussant dans différentes conditions environnementales (Hallé et Oldeman,
1970 ; Hallé et al., 1978 ; Edelin, 1991). Cette approche permet de comprendfe la fagon dont les
différents éléments composant l'architecture d'une plante sont modulés dans le temps et dans l'espace
par les conditions environnementales. C'est par la description et la connaissance de la variété des
réactions de la plante vis & vis des changements du milieu que 'on pourra attribuer un réle, une valeur
aux différents événements influengant l'architecture morphologique (Nicolini, 1997) et I'architecture
hydraulique de P'arbre.

Au cours de cette étude nous avons caractérisé les parametres qui conditionnent les transferts
d'eau au sein de l'arbre et décrit 'architecture hydraulique du hétre. Nous avons ensuite analyser les
impacts de facteurs climatiques et édaphiques tels que le froid, la lumiére et la disponibilité en eau
du sol sur la plasticité hydraulique du hétre. Plusieurs questions se sont alors posées. Quel est
I'impact des conditions de croissance sur la structure du xylérhe ? Comment réagit 1'arbre face a des
contraintes environnementales (froid, contrainte hydrique...) ? Peut-il s'acclimater suffisament
rapidement aux modifications environnementales pour limiter les risques de dysfonctionnement ?
Quelles relations existe-t-il entre anatomie, morphologie et architecture hydraulique ?

Cette synthése est constituée de trois parties distinctes. Dans la premiére, nous allons définir
les paramétres et les variables qui déterminent le fonctionnement hydrique des arbres forestiers
(potentiel hydrique, conductance hydraulique, conductance stomatique) et les notions qui nous
permettrons d'analyser et de modéliser les transferts hydriques chez les arbres forestiers et plus
particulierement chez le hétre (notion d'architecture hydraulique). Nous développerons ensuite les

matériels et les méthodes utilisés au cours de cette étude. La troisiéme partie sera consacrée &
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Introducton

T'analyse des caractéristiques qui influencent les transferts d'eau, avec un intérét particulier pour les
. parametres hydrauliques dont une grande part est liée a l'anatomie du xyléme (conductivité,
vulnérabilité a la cavitation), et des mécanismes physiologiques du contrdle des pertes en eau
(régulation stomatique). Nous avons ensuite analysé les mécanismes d'acclimatation hydraulique en
réponse a des changements environnementaux en nous axant principalement sur les modifications
anatomiques en réponses aux contraintes (modification de l'activité cambiale et impacts de la
xylogénese sur les caractéristiques hydrauliques). Ainsi, nous avons observé les effets d'un manque
d'eau sur la plasticité de l'architecture hydraulique et l'impact d'une modification brutale de

1'éclairement.
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Dans la suite du texte, les figures et tableaux faisant référence aux différents articles seront indiqués
par le numéro dans lequel ils apparaissent (I, IL, III, ou IV) et par leur numérotation respective dans

chacun des articles. Les renvois aux tableaux et aux figures de la synthése seront indiquéé en italique.
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Concepts et définitions

I-Concepts et définitions

1-Estimation de 1'état hvdrique de l'arbre

Trois grandeurs principales permettent de caractériser 1'état hydrique d'un végétal :

(1) I'humidité pondérale qui correspond au rapport de la masse d’eau d'un échantillon sur sa
masse seche,
| (2) la teneur en eau relative, qui est le rapport entre la masse d’eau contenu dans un
échantillon a un instant donné et la masse d’eau maximale lorsqu'il est & pleine turgescence,
(3) et le potentiel hydrique, grandeur thermodynamique qui permet d'estimer I'état de

liaison des molécules d'eau.

La teneur en eau relative et I'humidité pondérale. dépendent de la quantité d’eau que contient
un organe, le potentiel hydrique est une grandeur qui conditionne les transferts d'eau entre deux points.
Ainsi, le potentiel hydrique permet de caractériser 1'état hydrique de l'arbre. Nous 'avons utilisé

pour suivre I'évolution de la contrainte hydrique.
1-1-Définition -

L'état énergétique de l'eau dans un végétal est mesuré au moyen du potentiel chimique de
I'eau. Le potentiel chimique |t d'un élément est la quantité d'énergie libre par mole de cet élément
{Nobel, 1983). La variation de potentiel chimique entre deux états de I'eau, n1 —> 12, est I'énergie
maximale associée a ce changement d'état que fournit une mole d'eau. Sans apport extérieur d'énergie,
un systéme ne peut évoluer Ique vers un niveau de potentiel inférieur.

On définit le potentiel hydrique d'un organe ou d'une plante, ¥, comme la différence entre le

potentiel chimique de F'eau dans la plante () et le potentiel de référence, celui de 'eau pure, 4 la
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pression atmosphérique et & la méme température que la plante (u") rapportée au volume molaire de

l'eau V (18 cm3- mole™}) (Berger, 1981}, ainsi :
W= (/v

Quatré composantes du potentiel hydrique sont susceptibles d’agir sur la circulation de I'eau
dans la plante : le potentiel osmotique, le potentiel de gi‘avité, le potentiel électrique et le potentiel
de pression (pression ou tension hydrostatique). Dans le cas de la circulation de la séve brute au
niveau du xyléme, on peut négliger le potentiel osmotique car le trajet de la séve ne comporte pas de
membranes hémiperméables, le potentiel électrique car la séve est neutre et le potentiel de gravité
dans le cas d'arbres de petite taille (dans notre cas avec une hauteur des arbres moyenne de 14,5 m le
potentiel de gravité sera énviron de 0,15 MPa (0,1 MPa pour 10 m)}. Seul le potentiel de pression va
influencer le transfert de la séve, La séve circule sous tension dans le systéme conducteur, donc on
parlera plutdt de potentiel de tension de séve. La séve circule des zones de potentiels les moins

négatifs vers les zones de potentiels les plus négatifs.

1-2-Principe de la mesure du potentiel hydrique

La mesure de potentiel hydrique foliaire est effectuée 2 l'aﬁde d'une chambre a pression mise
au point par Scholander (Scholander et al., 1965). La pression (MPa) appliquée a la feuille au
moment ol apparait un ménisque de séve au niveau de la coupure du pétiole correspond a l'inverse de
la valeur de potentiel hydrique. ' '

Le potentiel hydrique foliaire définit I'état hydrique de la plante est essentiellement la
~ résultante des forces dorigine osmotique et de turgescence (élasticité pariétale) qui lient l'eau au
tissu végétal. Lorsque la plante ne transpire pas (nuit, pluie,...) son potentiel hydrique s'équilibre
lentement avec Je sol, on définit alors le potentiel hydrique foliaire de base mesuré en fin de nuit.
Cette valeur de potentiel hydrique caractérise le potentiel hydrique de la zone de sol oi1 les racines
prélevent l'eau (Aussenac et Granier, 1978 ; Bréda et al, 1995). Dés que les mécanismes
transpiratoires se développent avec le lever du jour et 'augmentation de la demande évaporative, la
valeur du potentiel hydrique va devenir de plus en plus négative jusqu'a un minimum a midi T.U.
appelé potentiel hydrique foliaire minimum. Un gradient de potentiel de plus en plus négatif va
s'établir tout au long de la plante, des racines jusqu'aux feuilles, siége des phénomeénes
transpiratoires. _ _

Pour déterminer le potentiel hydrique des éléments du xyléme des tiges, la méthode consiste a
mesurer le potentiel hydrique d'une feuille couverte, attachée au point oti l'on veut effectuer la
mesure (Turner, 1981). La feuille couverte ne transpirant pas, la différence de potentiel hydrique
entre la feuille et son point d'attache est nulle. Cette méthode est également utilisable pour mesurer

le potentiel hydrique de racines en emballant des drageons ou des rejets de souches par exemple.
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Au niveau de I'atmosphere, le potentiel hydrique est directement 1ié a la concentration en
molécules d'eau. Les valeurs de potentiel hydrique dans 1'air sont généralement prés de 50 fois les
valeurs de potentiel au niveau des feuilles. L'atmosphére est donc un puits trés fort pour la vapeur
d'eau. Tl est plus juste, au sens physique, de parler de différence de fraction molaire ou de pression de
vapeur saturante entre I'atmosphere et les cavités sous-stomatiques car nous sommes en phase vapeur,

il est préférable de n'utiliser la définition de potentiel hydrique qu'en phase liquide.

2-Transferts hydriques dans l'arbre

La circulation de l'eau dans le végétal commence au niveau des sites d'absorption par les
facines, 'eau suit alors un transfert radial dans la racine et longitudinal vers les parties aériennes, &
travers le xyléme. Au niveau des feuilles, I'eau circule des espaces intercellulaires vers les stomates
puis dans l'atmosphére.

Depuis I'entrée par les racines jusqu'a la sortie par les stomates des feuilles, on classe les voies
utilisées en trajet fasciculaire (trajet de l'eau a travers l'appareil vasculaire) et en trajet extra-

fasciculaire, ot l'ean diffuse & travers des massifs cellulaires.

2-1-Le trajet extra-fasciculaire

- Dans les racines :

L’absorption de I'eau dans les racines 4 lieu par le rhizoderme et les poils absorbants localisés
au dessus de la zone d’élongation racinaire (2 4 3 mm de la zone méristématique). L'eau traverse le
cortex et franchit 'endoderme {couche monocellulaire dont les parois radiales sont subérisée et forme
lé cadre de Caspary) avant d’atteindre les vaisseaux du xyléme. Trois voies de passages sont

théoriquement possibles, la part de chacune est variable et difficilement estimable:

(1) la voie vacuolaire : I'eau passe de vacuole en vacuole en traversant le tonoplasme, le
cytoplasme, le plasmalemme et les parois pecto-cellulbsiques de chaque cellule.

(2) la voie symplasmique : 'eau transite par le cytoplasme et les membranes plasmiques des
cellules & travers les plasmodesmes tout au long de la racine. Elle passe ensuite dans les vaisseaux du
xyléme a travers le plasmalemme des cellules adjacentes aux vaisseaux.

(3) La voie apoplasmique : I'eau circule 2 travers les parois cellulaires.
-.Dans la feuille :

Dans les feuilles, a la sortie des nervures, l'eau doit encore traverser quelques massifs
cellulaires avant de passer en phase gazeuse et de s’échapper par les stomates vers l'atmosphére. Le

trajet de l'eau se fait principalement par la voie apoplasmique .
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2-2-Caractéristieques des &léments conducteurs de séve

Plus de 99 % de la longueur du trajet en phase liquide a lieu a travers le systéme conducteur.
"Le tissu conducteur de la séve brute (xyléme) est un systéme cloisonné et formé de conduits poreux”

(Cochard, 1991). Deux principaux types d'éléments assurent le transport de la séve :

(1) les trachéides : présentes chez les gymnospermes et les angiospermes. Ce sont des cellules
mortes de quelques millimétres de long et jusqu'a 30 um de diamétre, dont les parois sont percées de

ponciuations qui permettent le passage de la séve entre trachéides successives.

(2) les vaisseaux : présents uniquement chez les angiospermes. Ce sont des empilements de
cellules mortes, dont les parois transversales ont quasiment disparu au cours de leur différenciation. Il
en résulte une structure cylindrique de trés grande longueur, quelques décimetres chez les espéces a
pores diffus comme le hétre jusqu'a plusieurs métres chez les espéces & zone poreuse comme le chéne

(Zimmermann, 1983).

Chez les coniferes comme chez les feuillus, le transfert de la séve entre deux conduits de méme
type s'effectue toujours par des ponctuations aréolés (Siau, 1984). A ce niveau, seule la paroi primaire
cellulosique des éléments est conservée, c'est donc une zone de passage favorisé. La taille de ces pores
a été peu étudiée, elle atteindrait 0,Ium chez Acer saccharum (Sperry et Tyree, 1988) et jusque 1 a 2.
um chez les coniféres (Siau, 1984). Il est important de connaitre la taille de ces pores, car il semble que
ce soit & ce niveau que se situe la faiblesse du tissu conducteur en cas de contrainte hydrique
(Zimmermann, 1983). |

Les différences anatomiques entre vaisseaux et trachéides induisent des différences dans
l'ascension de la séve. Dans les vaisseaux, la majorité des flux passe par les extrémités, ce qui conduit
4 une circulation beaucoup plus verticale et plus rapide que dans le bois formé de trachéides ot il

existe une composante latérale plus importante du fait de leurs extrémités coudées et rétrécies.
2-3-Mécanismes de 1'ascension de la séve

L'ascension de la seve dans les cellules conductrices fut décrite par Dixon (1914) par la théorie
de la "tension-cohésion' et développée depuis (Pickard, 1981 ; Zimmermann, 1983). La cohésion des
molécules d'eau et la structure des parois des éléments conducteurs (rigides) permet la formation de
colonnes d'eau continues des racines jusqu'aux feuilles. La cohésion des molécules d'eau est telle qu'une
tension appliquée a une extrémité du systéme sera transmise jusqu'a l'autre. Au niveau des sites
d'évaporation {cavité sous stomatique), une tension capillaire se crée et se transmet tout au long de la
colonne d'eau. Cette tension permet le transfert de la séve des racines jusqu'aux zones d'évaporation

(Cruiziat et Tyree, 1990 ; Cochard, 1991).
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Tableau 1 : Conductivité hydraulique en % de la conductivité hydraulique calculée par la loi de
Hagen-Poiseuille & partir de mesures de diamétre et de densité de vaisseaux. Valeurs relevées dans

la littérature (in Zimmermann et Brown {1977) et Zimmermann (1983))

Conductivité hydraulique
Espéces selon la structure du bois en % de la conductivité hydraulique | Auteurs
calculée
CONIFERES
Abies pectinata : 26-43 M
PORES DIFFUS :
Acer rubrum 33-67 T
| Acer pseudoplatanus 38 P
Betula pendula 34,8 R
Betula pubescens 34-37 P
Fagus sylvatica 37,5 R
Populus robusta _ 21,7 B
Salix wveridis 34,8 R
ZONES POREUSES
| Quercus sp : 53-84 R
LIANES
Aristolochia sipho 100 B
Vitis vinifera 100 B
HERBACEES 12-22 B

Auteurs : B, Berger (1931); M, Miinch (1943); R, Riedl (1937; T, Tyree (1971); P, Petty (1978, 1981).
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2-4-Loi de Hagen-Poiseuille et conductivité théorique

Si un élément conducteur est assimilable & un capillaire cylindrique, sa conductivité suit alors

la loi de Hagen-Poiseuille :
Kh=(np/128 1) di 4

(avec p la densité du liquide, 1 la viscosité dynamique du fluide et d le diamétre de I'élément de
transfert).

Ainsi, la conductivité d'un capillaire est fonction de son diamétre a la puissance 4. Chez les
angiospermes, les vaisseaux sont beaucoup plus larges que les trachéides ; ainsi en condition hydrique
optimale la quasi totalité des flux de séve axiaux s'effectue au travers des vaisseaux. _

‘Les calculs de conductivité a l'aide de la loi de Hagen-Poiseuille conduident a une
surestimation de ces valeurs par rapport aux mesures hydrauliques (tableau I ; Tyree et Zimmermann,

1971 ; Lewis et Boose, 1995). On peut expliquer cela par :

(1) la section ellipsoidale des vaisseaux,
_ (2) une résorption seulement partielle des parois transversales pendant la différenciation ,
(3) la rugosité des parois (anneaux spirales, dépots de lignigne...),

{4) la dimension finie des vaisseaux,

La zone de passage d'un vaisseau & un autre (longitudinalement} est constituée de nombreuses
ponctuations qui, méme si elles laissent passer la séve, constituent une zone de forte résistance (Tyree

et Ewers, 1991).

3-Modélisation de la circulation de la séve

3-1-Analogie ohmique
Gréce a l'analogie avec la loi d'Ohm proposée par Vaﬁ den Honert (1947) et revue par
Zimmermann {1983}, le transfert de la séve au sein du continuﬁm sol-plante-atmospheére est décrit &
l'image des flux d'électrons dans les circuits électriques. Des résistances hydrauliques au transfert de
la séve induisent des pertes de charge ou potentiel hydrique, exprimé en MPa, proportionnelles au
flux de seve 1orsque.celui ci est conservatif (I'absorption racinaire est égale a la transpiration, figure
3). La séve circule donc le long d'un gradient négatif de potentiel hydrique et ce gradient sera d'autant

plus important que les résistances seront grandes et les flux forts.
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Figure 3: Représentétion schématique de l'analogie entre Ia circulation de I'eau dans la plante et un circuit

électrique ( loi d'Ohm). La résistance hydraulique totale est la résultante de plusieurs résistances disposées

en série. Le flux hydrique traversant I'arbre est engendré par la différence de potentiel hydrique entre le sol
- (W, €t les feuilles(Fy).

‘(d'aprés Ewers et cruiziat, 1990).



Concepts et définitions

Ainsi on caractérise les propriétés de transfert de la séve d'un élément AB par:

(1) sa résistance hydraulique RAB : (MPa.s.kg':l ou mmol-1) qui est obtenue par le rapport de la
différence de potentiel hydrique (A'Y) aux bornes de 1'élément AB et du flux qui le traverse (F) :

RAB=A¥/F
(2) ou son inverse, la conductance K AR (kg (ou mmbl).s'l .MPa‘l) :
Kap=1/RaAp=F/AY¥

(3) ou enfin sa conductivité Ky (kg {ou mmol).s'l.MPa'l.m), conductance d'une unité de longueur (dx)

de i'élément_ :
Kh=dx. KA = F/ (A¥/dx)

La notion de conductivité permet done de s'affranchir de la longueur de 1'échantillon et
standardise les résultats. La notion de conductance permet de respecter une entité morphologique
(noeud, feuille,...).

3-2-Conductivité spécifique foliaire

La conductivité spécifique foliaire est définie comme le rapport entre la conductivité
hydraulique d'un échantillon (kg (ou mmol).m.s"1. MPa1) et la surface foliaire (m?) qu'il porte (LSC, -
kg (ou mmol).s L. MPa"l.m-1 ; Tyree et Ewers, 1991). La LSC permet d'estimer la capacité
hydraulique de la tige a fournir les besoins en eau des feuilles. D'aprés Zimmermann (1983), deux

observations sont tirées ¢

(1) d'une espéce a l'autre et méme d'un individu & 'antre d'une méme espéce, la distribution

spatiale de LSC sont différentes,

(2) la LSC des branches est plus faible que celle du tronc.. Les gradients de potentiel hydrique

sont donc plus importants le long des branches que le long des troncs.

11 semble que ces observations soient généralisables et que toute les jonctions (tronces-branches,
branches-rameatix, rameaux-pétioles, pétioles-feuilles) puissent étre considérés comme des "goulots
d'étranglement” (Ito ef al., 1995a ; Ito et al., 1995b). Cette particularité s'explique par le fait que le
diametre des vaisseaux décroit de fagon continue depuis les racines jusqu'aux rameaux et par

I'existence d'un rétrécissement des vaisseaux au niveau des points d'insertion. Les consirictions qui
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Figure 4 : Représentation graphique de la relation observée au cours d'un cycle diurne, entre
le potentiel hydrique foliaire et la transpiration. La relation linéaire (1) qui en résulte permet
de déterminer le potentiel hydrique de sol (ordonnée a I'origine) et la valeur de résistance sol
-feuille (pente de la droite). Souvent, lorsque le flux d'eau n'est pas conservatif ( absorption#
transpiration) 1a relation obtenue est curviligne (2). Pour une méme transpiraﬁoh, le potentiel

hydrique est moins négatif le matin que I'aprés midi et dépend de la vidange ou du remplissage

de réservoirs internes a la plante.
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seraient a l'origine des faibles L5C des jonctions entre éléments d'ordre différents n'ont été réellement
observées que dans le cas des pétioles (Larson et Isebrands, 1978).
La LSC permet de prédire le gradient de potentiel hydrique dans le tronc ou les branches pour

une demande évaporatoire, E (mmol.s'i.m“z), donnée :
d¥/dx = E/LSC

Ainsi, plus la LSC est grande et plus la différence de potentiel hydrique nécessaire pour faire

parvenir I'eau aux feuilles sera faible.

3-3-Limite du formalisme chmique

Ce modele simplifié de la circulation de l'eau dans le systéme sol-plante-atmosphere
présente des limites. 1l suppose l'existence d'un flux conservaﬁf, ce qui est généralement vérifié a
l'échelle de la journée. La représentation graphique du potentiel hydrique foliaire (¥f) en fonction
de la transpiration {(E= (Wgol-'¥f}/Rgpl-feuille) doit conduire & une relation linéaire d'ordonnée a
I'origine le potentiel hydrique de sol (%51} et de pente la résistance hydraulique sol-feuille (Rgq]-
feuille) (figure 4). ¥50] et Rgol-feuille €tant supposés constant a I'échelle de la journée. Mais de
nombreux auteurs (Morizet et al., 1988 ; Granier et al., 1989) ont observé des relations curvilignes,
souvent en boucles. En effet, & certains moment de la journée (le matin lorsque le déficit de saturation
de I'air augmente, lors de changements rapides des conditions de transpiration...) le flux d'eau au sein
du végétal n'est pas conservatif. L'absorption d'eau par les racines n'est pas égale a la perte d'eau par
la transpiration, il y a utilisation des réserves en eau de la plante (Berger 1970). Tous les organes sont
mis & contribution mais les feuilles participent pour 70% de cette mobilisation d'eau pour des
potentiels hydriques peu négatifs chez les arbres (Tyree et Yang, 1990). Pour des potentiels encore plus
négatifs, les vaisseaux qui s'embolisent participent a cette ressource en eau (Zimmermann, 1983 ;
Waring et Runhing, 1978).

La capacité de stockage d'eau par les tissus végétaux, C, est définie comme la quantité d'eau,

q (masse, mole), qui peut &tre libérée par unité de potentiel hydrique (AW, MPa) :
C = Aq/f AP, kg ou mmol. MPa-l

Cette valeur est proportionnelle a la taille du tissu en question, il est donc habituel de
rapporter C au volume du tissu ou pour les feuilles a ['unité de surface foliaire.

Cette caractéristique joue un réle important lors de périodes de sécheresses en permettant de
soutenir la transpiration au moment de pics évaporatifs et permet a certains moments de la journée de
gommer les pics de potentiels hydriques foliaires. La valeur de capacitance d'un organe est difficile a
mesurer directement, elle peut étre estimée grace aux variations de volume mesurées sur cet organe

(variations d'épaisseur de limbes pour les feuilles, variation du diameétre des branches ou du tronc).
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L'observation de courbes ¥ = f(transpiration) (c.f.,, figure 4) effectuées en conditions natureiles n'ont
montré qu'un trés faible décallage entre le matin et 1'aprés midi. Nous avons considéré ces courbes
comme linéaires. Ainsi, au cours de cette étude, nous n'avons pas pris en compte les valeurs de
capacitances et raisonné essentiellement en flux conservatif.

Le formalisme Chmique est le modele plus approprié dans le cas des arbres pour caractériser
les interactions entre les facteurs physiques du milieu (sol, atmosphére) et le fonctionnement

~hydrique de la plante (en phase gazeuse et en phase liquide).

3-4-Architectuyre hydréuligue

Aprés avoir défini les caractéristiques hydrauliques des éléments unitaires (vaisseaux et
trachéides), il est possible de définir I'architecture hydraulique d'une plante comme l'ensemble des
caractéristiques du tissu conducteur de séve brute qui déterminent la répartition des flux d'eau et des

potentiels hydriques des racines jusqu'aux feuilles (Tyree et Ewers, 1991 ; Cochard, 1994).
Ce terme fait référence aux propriétés élémentaires du xyléme :

(1) porosité
{2} conductivité

(3) vulnérabilité a la cavitation
et & certaines propriétés d'ensemble, combinaisons des précédentes :

(1) segmentation hydraulique

(2) segmentation de vulnérabilité

L'une des principales caractéristiques du tissu conducteur est I'efficience hydraulique. Cette
derniere est quantifiée par la résistance hydraulique, qui dépend étroitement des propriétés
anatomiques du bois (Cochard et al., 1996a).

De nombreuses études décrivent les résistances du xyléme {(Zimmermann, 1978 ; Tyree, 1988 ;
Joyce et Steiner, 1995) sans différencier les compartiments de I'arbre. Nous avons utilisé un fluxmeétre
haute pression (principe décrit plus loin dans le texte, Tyree ef al, 1993a et 1995) qui permet de
mesurer les résistances hydrauliques tout au long d'une branche, des feuilles a I'axe principal, et ainsi
de décrire I'architecture hydraulique de l'arbre ou plus précisément de quantifier les capacités de
transfert de 1'eau des différents organes et de comprendre leurs réles dans la régulation des flux.

Des études récentes ont montré que lefficience hydraulique pouvait étre fortement diminuée
lors de la cavitation des conduits (Pickard, 1981 ; Zimmermann, 1983 ; Sperry et Tyree, 1988). Cet
aspect sera développé dans le paragraphe 4-2.
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4-Variations spatiales et temporelies de ia répartition et des valeurs de résistances

hydrauliques

Quels parametres agissent sur la répartition et les valeurs de résistances hydrauliques au sein

de Yarbre ?

(1) L'anatomie du xyléme (diamétre et densité des vaisseaux, constrictions) et la morphologie
des axes (longueur des entre-nceuds) permettent d'expliquer les variations intra et inter spécifiques
observées et la répartition des résistances hydrauliques & l'intérieur d'un individu

(2) Le dysfonctionnement hydraulique {cavitation et embolie) explique les variations intra-

annuelles des résistances observées en conditions naturelles.
4-1-Anatomie des vaisseaux et facteurs de variations

Les différences anatomiques entre vaisseaux et trachéides conduisent  des différences dans le
transfert de 1a séve. On peut ainsi définir trois groupes de végétaux en fonction du type de conduits
utilisés (trachéides exclusivement ou vaisseaux) et de la densité transversale de ces conduits. On

optient ainsi

(1) Les arbres & trachéides : les coniféres (sapins, épicéa, pins, mélézes, ...)
(2) Les arbres & zone poreuse : le chéne, le fréne, I'orme, le chataigner, ...

(3) Les arbres a pores diffus : le hétre, le charme, I'érable, le bouleau, ...

Une des caractéristiques fondamentales du xyléme est e diameétre des éléments conducteurs.
Pour mieux comprendre les différences inter et intra-spécifiques du fonctionnement hydraulique, il est
important de prendre en compte l'anatomie des vaisseaux et les principaux facteurs de
l'environnement qui peuvent l'affecter (disponibilité en eau du sol, lumigre et variations de

{'éclairement...).
4-2-Cavitation Iet embolie ; aspects théoriques
4-2-1-Stabilité d'une bulle d'air dans la séve
Lorsqu'une bulle d'air se trouve en suspension dans la sdve, il existe naturellement &
I'interface air/eau une pression Capiliaire., Pc, qui tend a la comprimer. Cette pression est inversement

proportionnelle au rayon, r, de la bulle:

PC= 2T/r
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Figure 5: (a) Pressions agissant sur une bulle d'air dans une phase aqueuse: pression capillaire,
2T /1, et pressions hydrostatiques, Pg-P1 .

{(b) Zones de stabilité et d'instabilité d'une bulle d'air en solution en fonction de son rayon et de la
pression hydrostatique, Pg - P1. Pour un rayon donné si la pression hydrostatique est supérieure
{ en valeur absolue ) a la pression capillaire (2T /1), la bulle d'air augmente de volume et cavite le

conduit. (d'aprés Cochard, 1995).
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{avec T la tension superficielle de l'interface air/eau , 72,81<Pa.1.1.m'1 pour l'eau pure)

Il se crée également une seconde force a linterface air/eau liée a la différence de pression
entre lintérieur (Pga z = Pg) et l'extérieur (Pliquide = P]) de linterface {figure 5). La pression
hydrostatique dans la phase gazeuse est toujours proche de la valeur de pression atmosphérique alors
que la pression hydrostatique de la phase liquide est trés variable et généralement trés négative dans
le xyléme (séve sous tension).

Lorsque la pression capillaire est égale a la différence de pression entre l'air et la solution, la

bulle est en équilibre, son rayon reste constant :
]i)g.Pl = Pc = ZT/].‘

Si une bulle de rayon r est a I'équilibre (Pg est proche de la pression atmosphérique soit 0 en
valeur relative), la pression hydrostatique est égale a -2T/r<0. Si cette pression devient un peu moins
négative, la bulle est comprimée. Les molécules de gaz (N2, O2...) diffusent dans la séve, le rayon de:
la bulle diminue. La diminution du diameétre de la bulle augmentera davantage la pression capillaire
jusqu'a ce que la bulle disparaisse. Inversement, si la tension hydrostatique devient plus forte, le

rayon de la bulle augmente et la bulle s'étend et envahit tout le conduit (figure 5).

4-2-2-Le dysfonctionnement d_u xvléme ;_cavitation et embolie

De par l'état instable des colonnes d'eau (paragraphe 2-3), le xyléme est une structure
hydraulique vulnérable. On appelle dysfonctionnement du xj‘léme la perte paftielle ou fotale de son
aptitude a la conduction de la séve. Ce dysfonctionnement peut-étre provoqué par un stress mécanique
(blessure, insectes piqueurs...), I'entrée d'air, des gommes, des thylles... Dés l'introduction de la
théorie de la tension-cohésion (Dixon, 1914, cité par Cochard et Tyree, 1990) 1a cavitation a été

reconnue comme une cause majeur de dysfonctionnement du xyléme.
Définition :

L'embolie gazeuse correspond au remplacement brutal de la séve par une phase gazeuse dans -
les éléments conducteurs. C'est I'une des formes les plus fréquentes de dysfonctionnement du xyléeme.
Les principales causes du développeinent de l'embolie sont : le stress hydrique, le gel de la séve en
hiver et les agents pathogénes (Zimmermann, 1983 ; Tyree et Sperry, 1989 ; Cochard, 1991).

Quand les forces de tension dans un conduit induisent Ia rupture d'un grand nombre de liaisons
hydrogenes entre molécules d'eau ou lorsqu'une bulle d'air est as'pirée (c.f. hypothese du germe d'air),
la colonne d'eau se rompt, c'est le phénomeéne de cavitation (Zimmermann, 1983 ; Cruiziat et Tyree,
1990). La rupture de la colonne d'eau libére une partie de I'énergie sous forme d'émissions acoustiques.

Quelques millisecondes aprés, le conduit se remplit progressivement d'air provenant du dégazage de
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Figure 6 : Mécanismes de formation de I'embolie. Il y a rupture d'un ménisque air/eau
dans un pore de la paroi primairé d'une ponctuation lorsque la tension hydrostatique
dans le liquide devient supérieure & la pression capillaire maximale du pore (2T /7).
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la séve environnante du fait de la différence de pression entre le vaisseau cavité et les vaisseaux

fonctionnels adjacents. On peut dire que le vaisseau est embolisé (Cruiziat et Tyree, 1990).

Hypothese dite du germe d'air :

Le risque de cavitation des colonnes d'eau dans le xyléme a longtemps été considéré comme peu
probable suite & des calculs théoriques sur les forces de liaisons des molécules d'eau. Les tensions
nécessaires pour rompre ces liaisons (plusieurs dizaines de MPa, Cochard, 1991) sont trés largement
supérieures a celles renconirées dans la séve des plantes. Ainsi, parmi les hypotheéses actuelles qui
permettent d'expliquer le phénomeéne de cavitation, I'hypothése dite du germe d'air (air seeding) est
la plus probable (Zimmermann, 1983 ; Tyree et Sperry, 1989). L'embolie se déclenche lorsque la
‘tension de la séve atteint la valeur maximale (en valeur absolue) que peut supporter le plus gros
ménisque air-séve des pores de la paroi mitoyenne séparémt un vaisseau embolisé et un vaisseau
fonctionnel (c.f. paragraphe 4-2-1). Quand la différence de pression entre les deux c6tés du ménisque a
dépassé l'équivalent de cette hauteur capillaire, une bulle d'air est aspirée dans le conduit
(cavitation d'origine extra-conduit), en provenance d'un conduit déja embolisé ou d'une blessure des
tissus adjacents (Cruiziat et Tyree, 1990). Dans ce mécanisme, le diamétre des pores de la paroi
primaire des ponctuations entre deux conduits conditionne le passage du ménisque air-séve d'un
conduit & l'autre (figure 6 ; Zimmermann, 1983 ; Cruiziat et Tyree, 1990) et est donc central dans le

degré de vulnérabilité d'un vaisseau.
L'embolie hivernale :

La formation d'embolie par le gel résulte de la faible solubilité des gaz dans la glace
(Hammel, 1967). Lorsque la séve géle, I'air dissout (2,8 ml pour 100 m! d'eau) forme des bulles dont la
taille varie en fonction du diameétre des vaisseaux. Ces bulles peuvent alors s'étendre et emboliser le
vaisseau lors du dégel total de la séve lorsque les tensions hydrostatiques sont suffisamment fortes
(forte transpiration pour les especes sempervirentes ou tensions préexistantes avant la congélation
pour les especes a feuilles caduques). Les vaisseaux les plus gros seront plus sensibles a I'embolie par
le gel que les plus petits car de plus grosses bulles pourront s'y former (Ewers,1985 ; Cochard et Tyree,
1990), comme la tension nécessaire pour l'expansion d'une bulle est inversement proportionnelle & son

rayon, elles s'étendront pour des tensions plus faibles (Siau, 1984). '

Conséquences :

L'embolie rend les vaisseaux {ou les trachéides) inaptes a la conduction de la seve.
L'augmentation de la résistance au transfert de l'eau est d'autant plus importante que le vaisseau
embolisé a un gros diameétre (Hagen-Poiseuille). Les tensions se répartissent dans les conduits qui

restent fonctionnels, si la transpiration n'est pas affectée tout de suite, cette tension qui s'exerce sur un
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Eléments cavités ; 17% 17%
Perte de conductivité: 100% environ 25%
Flux nul : Flux nonnul

Elément conducteur —————Ji»-

embolisé

Elément conducteur
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Figure 7 : Diagramme iltustrant la redondance du systéme conducteur de la séve brute. A : pas de redondance,
les éléments conducteurs sont connectés uniquement par leurs extrémités, ce qui empéche tout mouvement
d'eau par les voies latérales, une embolie localisée bloque tout le systéme conducteur. B : sytéme conducteur
redondant, les éléments conducteurs sont connectés a la fois par leurs extrémités et leurs c6tés, les effets de

{'embolie sur la conductivité sont limités (d'apres Tyree ef al., 1994).



Concepts et définitions

plus petit nombre de conduits augmente encore les risques d'embolie et peut entrainer un emballement
de l'embolie (Tyree et Sperry 1988). Ces auteurs ont montré que la plupart des espéces étudides
semblent fonctionner a la limite du seuil critique du développement de I'embolie. Cependant, des
mécanismes de régulation (fermeture des stomates, chute des feuilles...) stabilisent la diminution du

potentiel hydrique en limitant les pertes d'eau au niveau foliaire.

4-2-3-Limitation du développement de l'embolie et rétablissement de la

fonctionnalité d'un conduit cavité

Pour limiter les effets de 'embolie ou pour réparer les accidents, deux mécanismes existent.
D'une part des adaptations anatomiques qui limitent le développement de 'embolie, d'autre part des
mécanismes physiologiques qui rétablissent la conduction dans les vaisseaux embolisés (Cruiziat et
Tyree, 1990). Les adaptations anatomiques contribuent a faire du systéme conducteur d'un arbre un
systéme a la fois intégré (redondance des élémenis de transfert) et compartimenté (figure 7, Cochard,
1991, Tyree et al., 1994a). '

La présence de ponctuations entre deux vaisseaux voisins limite la progression de 'embolie
tant que la tension ne dépasse pas la résistance maximale des ménisques air-seéve. D'autre part la
répartition des résistances hydrauliques au sein - de la plante qui transpire (l'architecture
hydraulique) conditionne le développement des tensions , ainsi les gradients de tensions sont d'autant
plus accentués que l'on s'éloigne de la tige en direction des feuilles. Zimmermann (1983) a défini la

notion de segmentation hydraulique : les parties périphériques (feuilles, pétioles) sont soumises a de

fortes tensions et c'est a ce niveau que la cavitation commencera préférentiellement, & vulnérabilité
égale. Ces parties périphériques vont alors se dessécher ce qui réduira trés nettement la
transpir.ation. L'extension de I'embolie restera confinée a la périphérie de l'arbre et ne pourra pas
gagner les zones plus essentielles que sont les grosses branches, le tronc et les racines.

Les végétaux peuvent présenter également une segmentation de vulnérabilité (cas du noyer,
Tyree et al., 1993a) qui se traduit par une vulnérabilité plus importante des zones périphériques
(pétioleé, rameaux de 1 an). Lorsque.les tensions augmentent au cours d'un stress hydrique ces parties
périphériques cavitent trés t6t, sechent et limitent fortement la transpiration. La chute des surfaces
évaporatives stoppe I'augmentation des tensions dans le reste de la plante.

La restauration de la conduction du systéme conducteur embolisé n'est possible que si le
végétal est capable d'établir et de maintenir dans les vaisseaux du xyléme un potentiél hydrique
positif. Cela est trés péu probable en périodes séches chez les arbres forestiers (été-automne). La
restauration éventuelle des vaisseaux embolisés suite a un stress hydrique est donc différée dans le
temps. Au printemps, au moment de la reprise de la végétation, certaines espéces (érable, vigne...)
sont capables de pressuriser la séve (phénoméne osmotique) et d'atteindre des potentiels hydriques
positifs dans l'ensemble du systéeme conducteur (Tyree et Yang, 1990). Chez d'autres espéces ligneuses

(le chéne, le fréne...), il n'y pas resaturation du tissu conducteur (Cochard et Tyree, 1990), c'est la
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formation du nouveau cerne au printemps qui va permettre l'alimentation en séve de l'arbre {Tyree,
1999).

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés aux variations annuelles de 'embolie chez
le hétre. Nous avons caractérisé le fisque et les mécanismes de développement l'embolie au cours de
I'hiver et en cas de contrainte hydrique en été, et étudié les mécanismes de limitation du

développement de l'embolie et du rétablissement de la fonctionnalité des vaisseaux cavités.

4-2-4-Mesures de l'embolie

Au moment ou cavite un vaisseau, la rupture de la colonne d'eau produit une émission
acoustique (c.f. paragraphe 4-2-2). L'émission acoustique (Milburn, 1973) ou ultrasonique (Tyree et
Dixon, 1983) produite peut &tre analysée et corrélée avec le développement de 'embolie. Cette
technique est utilisable avec les espéces homoxylées qui présentent une structure homogéne du bois
(coniféres) mais pose certains problémes avec les feuillus (Cochard, 1991). En effet, chez les feuillus,
le transport de la séve est‘assuré par de gros vaisseaux que l'on ne peut pas individualiser des
trachéides ou méme des fibres (d'un point de vue acoustique). De plus, on peut mettre en évidence des
émissions acoustiques alors que le systeme conducteur ne souffre d'aucun dysfonctionnement
hydraulique (Cochard, 1991). Cette technique n'a pas été utilisée dans cette étude.

~ Une fois embolisés, les conduits deviennent inaptes a la conduction et entrainent une
augmentation de la résistance au transfert de la séve. On peut ainsi estimer 1'étendue de l'embolie
d'un tissu en mettant en évidence ses parties conductrices & I'aide d'un colorant spécifique (phloxine B,
Fast Gréen), soit en évaluant la perte de conductance hydraulique qui en résulte. C'est la méthode que

nous avons utilisée dans cette étude.

5-Couplage entre conductance stomatique ef conductance hydraulique_totale

L'architecture hydraulique détermine l'efficience du transfert de la séve dans l'arbre
(résistance hydraulique totale, 7, ou conductance hydraulique spécifique totale, g ) et conditionne
les échange gazeux foliaires. Ainsi, de nombreux auteurs ont monté l'existence d'une relation linéaire
entre la conductance hydraulique totale (g1} et la conductance stomatique (gs) (Reich et Hinckley,
1989 chez le chéne ; Winckel et Rainbal, 1993 sur la vigne ; Saliendra ef al., 1995 sur le bouleau).
Cependant, la variabilité de la conductance stomatique a 1'échelle de l'arbre (Granier et Claustres,
1989 ; Iacobelly et McCaughey, 1993) et le changement d'échelle entre les deux types de mesure (durée
de la mesure ; mesure & 1'échelle de la feuille ou de l'arbre entier) donnent souvent des résultats
contradictoires (Lu ef al., 1996). '

Le couplage entre gg et gI. permet d'équilibrer les pertes en eau par transpiration avec la
capacité d'absorption du systeme racinaire. Différentes hypothéses permettent d'expliquer ce
phénomene. Certains auteurs ont montré un couplage indirect entre gsl et g1, par l'intermédiaire de

signaux tels l'acide abscissique ou d'autres métabolites racinaires émis au cours de stress hydrique
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(Meinzer et Grant, 1990 ; Meinzer ef al., 1991). Cependant, Sperry et Pockman (1993) ont montré une
corrélation enire ces deux conductances aprés avoir induit de l'embolie dans les tiges de Betula
occidentalis sans modification de I'état hydrique racinaire. Il est donc difficile de conclure sur

P'origine du couplage entre gg et g1 ..
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' Figure 8 : Classes de dominance du hétre et structure du peuplement de Hesse. La figure a été réalisée
en tenant compte des dimensions relatives des arbres et en respectant approximativement la

- proportion d'arbres dans chaque classe (d'aprés Le Goff et Ottorini, 1997).




Protocoles expérimentaux

I1-Protocoles expérimentaux

Nous allons présenter dans ce chapitre les principaux protocoles mis en oeuvre dans cette

étude. Nous rappellerons les "Matériels et Méthodes" des articles présentés en annexe (de I & VI).

1-Le site de Hesse

1-1-Description de la parcelle

Le dispositif expérimental, localisé dans la forét domaniale de Hesse (300 ha) (Moselle,
France, 48°40'27" N, 7°03'53" E, altitude 305 m, pente faible <2%), est installé dans une jeune hétraie
(25 & 35 ans). Cette forét est située & l'exirémité est du plateau lorrain a proximité des premiéres
collines vosgiennes. La parcelle (0,6 ha) a été choisie au milieu de quatre parcelles homogénes de 64
ha, sensiblement de méme 4ge et de méme hauteur. Le peuplement est quasiment pur avec quelques
bouleaux, chénes et merisiers, le sous étage ligneux est composé de charmes («<20%). Le sous étage
herbacé est trés réduit. En 1996, elle contenait 3360 tiges.hé‘l d'une hauteur dominante moyenne de
14,5 m (hauteur dominante maximale 17,7m). La surface terriére de la parcelle a été mesuirée a 1,3 m
sur un échantillon de 541 arbres et est égale & 18,16 m2.ha -1 (mesufes effectuées en 1997).

Cette parcelle fait partie d'un site Euroflux (description du site en annexe V). Ce projet
Européen a deux objectifs : {1} mesurer en continu les flux d'eau et de CO2 au dessus de couverts
forestiers d'espéces forestiéres varides (hétre, pin maritimé, épicéa, Douglas, ...) et (2) d'estimer et
de modéliser la capacité de puits de carbone des foréts européennes.

Afin de représenter statistiquement le peuplement en ses différentes classes de dominance, une
correspondance a été établie entre la circonférence des arbres et leur statut social (dominant,

codominant, dominé et surcimé) au cours de I'hiver 1995-96 (Le Goff et Ottorini, comm. pers. ; figure 8):

(1) Dominant : de 30 a 60 cm (400 tiges, 19,8%) : classe 1
(2) Codomiinant : de 20 a 29,9 em (570 tiges, 28,3%) : classe 2
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Tableau 2 : Les espéces végétales permettant de caractériser le sol de la station de Hesse (d’aprés

Torres-Cuevas, 1997).

Espéces présentes Indication
dans la station

Stachys silvatica Nitrophiles

Gallium odoratum Mésoneutrophiles
Viola reichenbachiana

Dryopteris dilatata Optimum Mull mésotrophe
Dryopteris filix-mas

Filipendula wulmaria Hygrophile du MulI

Salix caprea Optimum Mull acide
Scrophularia nodosa Hélionitrophile
Luzula luzuloides Optimum moder

Hypericum pulchrum
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(3)Dominé : de 16 2 19,9 cm (423 tiges, 21%) : classe 3
{4) Surcimé (sous couvert) : de 8 2 15,9 cm (623 tiges, 30,9%) : classe 4

Trois échafaudages ont été installés dans la parcelle :

(1) Un échafaudage de 18 m (3 m au dessus du couvert) sur lequel est installé le poste
météorologique (pluviomefre, mesures de rayonnements global et net, température, anémométre,
psychrometre) et un systéme de mesure des corrélations turbulentes.

(2) Deux échafaudages de 15 m qui permettent 'acces aux houppiers de 8 arbres.

1-2-Sols et climats

1-2-1-Ftude pédologique

- Deux fosses pédologiques ont été ouvertes en 1996 au nord et au sud de la parcelle afin de ne
pas perturber le sol de la parcelle proprement dite. Le sol est de type Iuvisol (sol brun lessivé a
pseudogley)} avec un humus de type mull mésotrophe (base internationale de référence). On note un bon
enracinement jusqu'a 35 cm ot I'on observe la présence d'une nappe temporaire (pseudogley). Au dela
de 35 cm, I'enracinement est faible mais réparti de fagon bien homogéne en profondeur. L'ensemble de

la parcelle présente une forte richesse minérale.

1-2-2-Ftude botanique et analyse de sol

Une étude botanique du site expérimental (tableau 2) réalisée en 1996 (Torres-Cuevas, 1997) a
permis de définir le site a l'aide du "catalogue des stations forestiéres du plateau Lorrain” (INRA-
ENGREEF, juillet 1976) comme : station oligotrophe moyennement draiﬁée sur limons épais et marnes.
Cette description semble cohérente avec 1'étude pédologique au niveau du drainage (engorgement
persistant en certains points de la parcelle).

Le type d'humus différe entre les deux types d‘analyée. L'analyse botanique traduit la borme
disponibilité minérale du sol et son utilisation par les plantes alors que la méthode pédologique
repose sur des critéres plus physico-chimiques. La description botanique nous renseigne done sur les

"potentialités forestiéres” du sol.
1-2-3-Le_climat

Le climat est de type océanique a influence continentale. La moyenne des précipitations est de
820 mm avec une température moyenne de 9,2°C. Le mois le plus froid est janvier avec une température
moyenne minimale de -2°C et le mois le plus chaud juillet avec une température moyenne maximale de

22°C.
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2-Suivi de la mise en place de la surface foliaire et du nouveau cerne au printemps
I'analyse de la phénologie et de la mise en place du cerne annuel chez le hétre permettent de

définir précisément le démarrage de la saison de végétation. Ces protocoles n'étant pas décrit dans les

articles placés en annexes, nous détaillerons ces méthodes.

2-1-FEtude de la phénologie

Au moment de la reprise de croissance, le stade de développement des bourgeons a été noté tous

les223 jours suivant une échelle comportant 6 stades proposée par Bréda (1994) :

(1) stade BO : bourgeon hivernal, pointu (note 0)

(2) stade Bl : bourgeon gonflé, les écailles ne sont pas décollés (note 20)
(3) stade B2 : bourgeons avec les écailles décollées (note 40)
4 stade B3 : bourgeon bien éclaté, les feuilles sont visibles (note 60)

(5) stade B4 : feuilles étalées (note 80)
®) stade B5 : allongement de la tige (note 100)

Les observations ont été réalisées & partir des échafaudages et depuis le sol & l'aide d'une
pairé de jumelles. A chaque date d'observation une note de 0 & 100 a été atiribuée, l'utilisation de
stades iﬁtermédiaires nous a permis de prendre en compte I'hétérogénéité du débourrement a I'échelle
-de la branche et du houppier. Une seule note .globale par arbre a été retenue aprés observation du

houppier complet.

2-2-Différenciation des vaisseaux et mise en place du cerne

A l'image de I'étude de la chronologie des stades de débourrement, il est possible de suivre la
formation et la différenciation des vaisseattx du xyléme. Il est intéressant de suivre cette dynamique
de développement du cerne au printemps car c'est elle qui va conditionner l'efficience des transferts
d'eau dans le végétal et donc les mécanismes de croissance en début de saison de végétation, Sur des
coupes fines de rameaux de hétre au cours des printemps 1996 a 1998, il a été possible de distinguer 6

stades de différenciation (Lachaud et Bonnemain, 1981) :

(1) stade CO0 : les cellules cambiales sont inactives (note ()

(2) stade C1 : les cellules cambiales montrent des divisions périclines (note 20)
(3) stade C2 : les cellules sont formées, leur distinction est impossible (note 4{)
4 stade C3 : épaississement des parois encore cellulosiques (note 60)

(5) stade L1 : début de la lignification (note 80)

(6) stade L2 : les vaisseaux sont totalement formés (note 100}
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Les différents stades peuvent coexister dans un méme cerne done pour évaluer 1'état de
différenciation des vaisseaux et leur fonctionnalité, nous n'avons noté que I'état des vaisseaux les plus
~avancés dans le cerne en formation (zone la plus interne). L'estimation du nombre de vaisseaux 2 un
stade donné pour les différentes coupes anatomiques a4 une méme date permet d'obtenir un indice de
différenciation du cerne, allant de 0% & la fin de lhiver & 100% lorsque les vaisseaux sont
fonctionnels et que le transfert de I'eau peut s'effectuer dans le nouveau cerne. I est alors possible de
savoir a partir de quelle date au cours de l'année, le cerne devient fonctionnel.

Seul le stade C1 est tres difficile & observer sur les coupés, les notations n'ont pu commencer
qu'a partir du stade C2.

Les coupes minces ont été colorées au carmino-vert qui permet de différencier les tissus
cellulosiques des tissus lignifiés. Les observations ont été faites & 1'aide d'un microscope optiqué
(8x40). '

3-Anatomie des éléments conducteurs du xyléme et facteurs de variations
3-1 -Zone de transfert de la séve dans 'aubier

La mesure de la variation radiale de la teneur en eau dans les troncs d'arbres adultes nous a
permis de déterminer I'extension de la zone conductrice de séve. La mesure de teneur en eau a été
-réalisée sur des segments de 0,5 cm de carottes de bois prélevées a 1,3 m radialement dans les troncs.
Nous avons pu réaliser ainsi un gradient de la teneur en eau du bois jusqu'au coeur du tronc
(circonférences des arbres de 24 a 36 cm).

Parallélement, sur trois arbres, nous avons placé des capteurs de densité de flux de séve (5 par
arbre} a différentes profondeurs dans les troncs (jusque 5,5 cm) afin de déterminer le gradient de

densité de flux en fonction du rayon.

3-2-Différences anatomiques entre espéces et variations dans le cerne

Les caractéristiques anatomiques du bois varient d'une espéce a l'autre et constituent méme un
critére de reconnaissance (Gasson, 1987 ; Jacquiot, 1973). Chez les espéces & zone poreuse (chéne,
Fréne), le bois initial (Bi), a larges vaisseaux et faible densité, se distingue bien du bois final (Bf), &
petits vaisseaux moins nombreux et forte densité ; chez les especes a pores diffus (hétre, charme), le
diametre des vaisseaux change peu sur toute la longueur du cerne (Fritts, 1976). Ainsi, chez le hétre,

la variation est progressive, les vaisseaux les plus clairsemés 4 la fin du cerne (Gasson, 1987). La
| distinction Bi/Bf est difficile. Cependant, par une étude quantitative intra-cerne, Sass et Eckstein
(1992) ont mis en évidence une rupture dans la distribution des surfaces des vaisseaux qui permet de

fixer une limite.
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3-3-Influence des paramétres envirghnementaux sur l'anatomie

L'activité.cambiale d'un arbre dans un milieu donné varie au cours du temps, sous I'influence
de facteurs propres a l'arbre (4ge, rythme endogénes...) et de facteurs externes dont le principal est le
climat (Lachaud et Bonnemain, 1981 ; Lachaud et fazilleau, 1987 ; Lachaud et Mansouri, 1993). Les
variations de croissance qui en résultent se traduisent par la formation d'un cerne plus ou moins large
selon les années et par des variations de sa structure anatomique. Le cerne intégre donc au cours de sa
mise en place des informations concernant l'incidence des facteurs climatiques sur sa croissance (Fritts,

1976).
' Apres avoir suivi les différentes étapes de la mise en place du cerne au printemps, nous nous
sommes intéressés aux facteurs environnementaux qui peuvent moduler les caractéristiques
anatomiques du xyleme et donc ses propriétés hydrauliques. Nous avons retenu deux facteurs
principaux affectants le diameétre des vaisseaux : le conditionnement lumineux et la disponibilité en

eau du sol.

3-3-1-Acclimatation anatomique i 1a lumiére chez le hétre

Pour caractériser les effets de la lumiére sur 'anatomie du xyléme, nous avons mesuré la taille
des vaisseaux de rameaux prélevé a la lumiére (éclairement solaire direct) et a I'ombre sur des plants
en pépiniére agés de 3 ans et des arbres adultes. Les plants en pépiniére ont été élevés sous deux

éclairements différents :

(1) en pleine lumiére : 100% de I'éclairement solaire

(2) & I'ombre, sous toile en polycarbonate aluminisé : 12% de I'éclairement solaire

Pour chaque traitement, 200 vaisseaux ont été mesurés (20 vaisseaux x 10 rameaux de l'année (=52 10

plants)).

3-3-2-Effets d'une éclaircie sur l'anatomie du xvléme

Au cours de l'hiver 1998-1999, la parcelle forestiére a été éclaircie conformément au plan de
gestion de 1'Office National des Foréts. Environ 25% de la surface terriére de ia parcelle a été
enlevée principalement dans l'étage des arbres codominants et dominés. Les branches les plus basses
des arbres restants se sont frouvées dans un environnement lumineux différent avec une forte
augmentation de l'éclairement. Nous avons mesuré le diameétre et la densité des vaisseaux de
rameaux de I'année ayant poussé dans ces nouvelles conditions microclimatiques
Pour chaque traitement, 200 vaisseaux ont été mesurés (20 vaisseaux x 10 rameaux de I'année (=5 a 10

plants)).
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Figure 9a : Schéma du fluxmétre haute pression (HPFM) : mesure des résistances hydrauliques
(Tyree et al, 1995)

PR : bouteille d'air comprimé _

COMP : compresseur : A : air comprimé a 0,2 MPa, E : eau filtrée 4 0,1 pm et dégazée

P1 et P2: capteurs de pression

TC: tubes capillaires de résistance connue avec robinets de de sélection.
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Figure 9b : Courbes d'étalonnage de deux capillaires pour le fluxmetre haute pression.

Deux capillaires de 250 pm de diametre et de 15 et 45 cm de longueur sont connectés & une balance

analytique (Mettler , précision a 1075 ). Pour différentes pressions hydrostatiques, nous mesurons
le flux d'eau et la différence de pression aux bornes du tube capillaire, nous en déduisons la
résistance hydraulique du capillaire valable dans la gamme de pression 0 - 0,2 MPa.

Capillaire 1 : Capillaire 2 :

- longueur 15 cm - longueur 45 cm
- diamétre 250 pm - diametre 250 pm.
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3-3-3-Impacts de la disponibilité en eau du sol sur 1'anatomie du xyléeme

- L'effet de la disponibilité en eau du sol sur I'anatomie des vaisseaux, a été mesuré sur des
arbres de méme age installés sur des sols de réserves utiles différentes. Ainsi notre choix s'est porté sur

deux parcelies de hétre dgées de 25 a 35 ans :

(1) la premiére située en forét domaniale de Hesse (c.f. paragraphe II, 1-1), sur sol épais,
argileuix et a réserve utile en eau forte.

(2) la deuxiéme située en forét domaniale de Hayange (49°19'03" N, 6°03'19" E, altitude
300m, Moselle), sur bord de plateau calcaire, sol mince et & réserve utile en eau faible présentant en

outre les méme caractéristiques que Hesse (densité de plantation, humus).

Pour chaque traitement, 200 vaisseaux ont été mesurés (20 vaisseaux x 10 rameaux de I'année (=5 a 10

plants)).

4-Répartition des résistances hydrauliques dans l'arbre

La répartition des résistances hydrauliques est le parameéire principal qui conditionne la
chute de potentiel hydrique et les flux d'eau dans l'arbre. Nous avons donc déterminé les valeurs de

résistance hydraulique des racines jusqu'aux feuilles.

4-1-Résistances hydrauliques racinaires

Nous avons mesuré gravimétriquement les résistances hydrauliques de segments de racine de
différents diameétres. Aprés resaturation des échantillons avec de l'eau distillée dégazée et filtrée
{filtration a 0,1 pm) sous pression (0,1 MPa) pour éliminer I'embolie préexistante ou liée au transport,
nous les avons perfusées avec de l'eau dégazée sous une pression hydrostatique, P, de 6 kPa. Le flux, F,
qui traverse 1'échantillon a 416 mesuré 2 l'aide d'une balance analytique (Mettler, précision a 10'5g).

. La résistance hydraulique, R, de 'échantillon est obtenue par le rapport :

R="P/F

4-2-Résistances hydrauliques aériennes

Nous avons utilisé la méthode du fhuxmeétre haute pression (HPFM), proposé par Tyree ef al.
(1993, 1995) (dispositif de mesure, figure 9a), qui permet de mesurer sous pression hydrostatique
contrélée (> 0,3 MPa) le flux d'eau entrant dans une branche excisée. La branche est maintenue dans
I'eau afin que le potentiel hydrique des parties distales soit nul. Le principe est de mesurer la

différence de pression hydrostatique entre les extrémités d'un capillaire de 250 pm de diamétre placé

34



a

(L1t iriiyl

air

Figure 10 : Schéma du dispbsitif de mesure des pertes de conductances hydrauliques dues a

I'embolie (Sperry et al, 1988).

Les échantillons (pétioles, rameaux ...) sont placés dans des rampes en plastiques (a) appelées
rampes de conductivité ou "millepattes” elles méme placées dans un bac remplie d'eau
thermostatée. ‘Le flacon b est empli d'eau distillée afin de permettre l'installation des
échantillons. Chaque échantillon est en contact avec deux réservoirs : un en hauteur (c) et un placé
4 environ 60 cm plus bas par rapport a l'autre et posé sur une balance analytique (d). On connait
ainsi la pression hydrostatique pour chaque échantillon (hauteur de la colonne d'eau entre les
deux réservoirs) et le flux qui le traverse, on peut calculer leur conductance hydraulique initiale
Ki = F/P. La deuxi¢me phase de la mesure consiste a resaturer les échantillons en les perfusant
avec de l'eau pressurisée a 0,1 MPa (e) et filtrée a 0,1um (f) pendant 10 & 20 min. On répéte cette
opération jusqu'a obtenir une valeur de conductance maximale Kmax. L'embolie est alors calculée

par la perte de conductance hydraulique : % LC =1- Ki/Kmax.
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en série sur le trajet de I'eau, dont la résistance hydraulique a été préalablement mesurée
gravimétriquement (figure 9b, étalonnage du fluxmétre). Le flux d'eau entrant dans le capillaire et la
pression a I'aval du capillaire sont égaux & ceux entrant dans la branche. Afin de tenir compte des
variations thermiques de viscosité de l'eau (2,5 %.°C"1) les températures du capillaire et de la
branche sont mesurées tout au long de I'expérience.

Une premiére mesure de résistance, Rgt (MPa.s'l.kg'1 ou mmol‘l), est réalisée sur la branche
entiére, puis aprés avoir enlevé toutes les feuilles nous obtenons la valeur de résistance des parties
ligneuses, R]jg. La différence Riot -Rljg nous donne la valeur de la résistance au transfert de l'eau
dans le limbe des feuilles. Nous procédons de méme en coupant successivement les rameaux longs de
I'année puis les rameaux courts.

Ainsi, il est possible de quantifier la répartition des résistances hydrauliques au sein d'un
compartiment ou d'un individu.. |

Les valeurs de résistances obtenues & l'aide du fluxmeétre haute pression représentent les
 valeurs minimales de résistances hydrauliques dépendantes des structures anatomiques en équilibre
avec le milieu. En effet, la pressurisation de la branche supérieure & 0,3 MPa resature les vaisseaux
éventuellement embolisés et nous n'avons jamais observé la présence de thylles dans les vaisseaux.

Nous avons ainsi mesuré la répartition des résistances hydrauliques de 36 branches placées a
différentes hauteurs dans les houppiers et caractérisées par toute une gamme d'éclairement.

En multipliant la résistance hydraulique totale mesurée par la surface foliaire de la branche,
on obtient une résistance hydraulique spécifique foliaire égale & I'inverse de la conductivité
spécifique foliaire ou LSC (pour Leaf Specific Conductivity). Rappelons que ce paramétre lie le
gradient de potentiel hydrique tout au long de la branche (d'¥, MPa.m-1) au flux d'eau qui la traverse

(E, mmol.s-1) :
d¥Y=ERoud¥=E/LSC
5-Suivi annuel de 'embolie

De 1996 & 1998, nous avons suivi régulierement le taux d'embolie (estimé a partir de mesures
de perte de conductivité hydraulique) sur des branches de lumiére d'arbres en conditions naturelles
(forét de Hesse). Une & deux branches ont été prélevées 1 a 3 fois par mois a l'aide d'un échenilloir
dans la zone supérieure du houppier d'arbres dominants ou codominants de la parcelle.

Pour mesurer la conductance du xyléme (principe de la mesure, figure 10) nous prélevons
plusieurs échantillons (16) sur chaque branche (d'age et de diametre variés) d'une longueur d'environ
20 mm. Cette étape se déroule sous l'eau afin de ne pas induire d'embolie additionnelle. La
conductance est alors mesurée en perfusant les échantillons avec de I'eau dégazée et filtrée 2 0,1 um &
une faible pression hydrostatique de 6,510 MPa (P) pour éviter de désemboliser les vaisseaux du
xyleme. 11 suffit d'exercer a I'une des extrémités d'un rameau une pression légérement supérieure a la

pression capillaire se développant dans chaque vaisseau embolisé pour expulser l'air qu'il contient.

35



Protocoles expérimentaunx

Selon la loi de jurin, des pressions équivalentes & des colonnes d'eau de 3 m, 1 m et 10 ¢m seront
suffisantes pour resaturer des capillaires de 10, 30 et 300 um de diameétre. Les mesures ont éié
effectuées avec un pression équivalente a 60 cm d'eau ce qui correspond a un diamétre maximal de 50
© um, supérieur au diamatre moyen des vaisseaux des pousses terminales chez le hétre (tableau 3 ;
figure 1, 4). Le flux d'eau F (kg.s™1) & travers 1'échantillon est mesuré a l'aide d'une balance précise &

1073 g, on obtient ainsi-la conductance initiale Kj :
Ki=F/Penkg(ou mmol).s"L MPa-1

Aprés cette premiére mesure, les échantillons sont perfusés avec de I'eau pressurisée et dégazée 4 0,1
MPa pendant 10 minutes pour chasser et dissoudre 'air des vaisseaux embolisés. Cette opération est
répétée jusqu'a obtenir une conductance maximale appelée ‘Kmax qui correspond & une résorption totale
de l'embolie.

Le pourcentage de perte de conductance (% LC) est alors obtenu par le rapport conductance

initiale sur conductance maximale :
"yu LC = 1 '(Ki I K max)._loo
Ce rapport permet d'estimer le taux d'embolie de I'échantillon au moment de Ia récolte.

6-Mécanismes de développement de 'embolie hivernale

Deux expérimentations complémentaires ont été réalisées afin de caractériser les mécanismes
du développement de 'embolie liée au gel. Plusieurs branches (agées de 4 a 6 ans et de 1,5 a 2 métres
de longueur) ont été prélevées en forét de Hesse dans la partie supérieure des houppiers et resaturées
au laboratoire sous haute pression (eau filtrée a 0,1 pm, pressurisées pendant 4 heures 4 0,2 4 0,3 MPa)
afin de dissoudre 1'embolie préexistante ou induite pendant le transport.

Dans une premiére expérience, nous avons simulé des cycles de gel et de dégel. Nous avons
congelé des branches entiéres a -10°C pendant 8 & 11 heures puis dégelées & température ambiante sous
tension apres les avoir connectées 4 une pompe a vide appliquant une dépression de 80 kPa
correspondant approximativement & leur position d'origine (environ 8 metres). Nous avons répété ces
opérations jusqu'a 5 cycles. - -

Dans la seconde expérience, nous avons mesuré les variations de flux d'eau en continu au cours
des cycles de gel-dégel. Les branches ont été exposées a 2 ou 3 cycles consécutifs avec une température
de surface de -6, -11 et -16°C respectivement.

Parallélement, nous avons suivi la djrnamique de congélation des rameaux en plagant 5

thermocouples sur I'écorce de rameaux de 1 4 3 ans d'une méme branche.

36



Protocoles expérimentaux

7-Mécanismes de résorption de 'embolie hivernale

Trois mécanismes permettent de retablir la conduction du xyléme au printemps (cf.

paragraphe I, 4-2-3) :

(1) la mise sous pression du tissu conducteur pour dissoudre l'embolie soit :
- par la formation de pressions racinaires
- par une augmentation du potentiel osmotique de la séve

(2) Ia formation du nouveau cerme au printemps

7-1-Mesure de pressions racinaires

Nous avons mesuré la formation de press'ions racinaires en insérant des capteurs de pression
électroniques (model PDCR 1000, Druck LTD, Leicester, England) dans les froncs 4 30 cm du sol. Ces
capteurs ont été placés & 2 em de profondém? dans le xyléme & la base des troncs et a I'extrémité des
branches principales. Les capteurs des branches se sont frés rapidement remplis d’air et n'ont pas

permis d'obtenir des valeurs correctes.

7-2-Mesure du potentiel osmotique de séve

De la fin février jusqu'a la mi mai 1997, nous avons suivi I'évolution du potentiel osmotique de
la seve (MPa). La séve a été prélevée par pressurisation des branches dans une chambre a pression. Le

otentiel osmotique de la séve a été déterminé & l'aide d'un osmomeétre Wescor a point de rosée.
P

7-3-Formation du nouveau cetne

La reprise de croissance en diametre des tiges a été estimée a partir des cinétiques de

différenciation du cerne (paragraphe II, 3-2).

8-Sensibilité du hétre 4 une contrainte hydrique
8-1-Courbes de vulnérabilité a 1a cavitation

Les courbes de vulnérabilité a la cavitation traduisent les relations qui existent entre |'état de
contrainte hydrique que subit un tissu et son degré d’embolie (Sperry et al., 1988a ; Cochard, 1991).
Elles permettent de prédire au cours d'un stress hydrique d'intensité connue le développement de
I'embolie. Pour caractériser une courbe de vulnérabilité, il est nécessaire de connaitre au méme instant
la valeur de potentiel hydrique du tissu étudi€ et son taux d'embolie mesuré en général par voie

hydraulique.
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Pigure 11 : (a) Courbe de vulnérabilité schématique. Avec ¥5v le potentiel hydrique critique
du développement de I'embolie et¥5(9;, le potentiel hydrique qui induit 50% d'embolie.

(b) Comparaison des courbes de vulnérabilité de deux espéces de sensibilité différente au stress

hydrique: le hétre et le bouleau. Les valeurs de Weay et deW50% caractérisent une sensiblité a

la cavitation moindre pour le hétre.
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La technique consiste a déshydrater soit des arbres entiers, en les privant de tout apport d'eau
(sécheresse naturelle ou artificielle) et en prélevant des rameaux ou des branches tout au long du
stress (Tyree et al, 1992 ; Simonin, 1991), soit en prélevant des rameaux que l'on laisse dessécher a
l'air (Sperry et al., 1988). La réalisation de courbes de vulnérabilité 2 partir d'arbres entiers soumis a
une sécheresse nécessite un temps trés long car un stress hydrique se développe lentement surtout en
région tempérée, et l'isolement du scﬂ pour limiter 'apport d'eau nécessite la mise en oeuvre de
moyens importants (Bréda, 1994). L'utilisation de rameaux prélevés sur des arbres et desséchés a
l'air, permet de réaliser plus facilement et rapidement des courbes de vulnérabilité avec toutefois la
difficulté d'obtenir un potentiel hydrique précis. Une techniélue récente permet de s'affranchir de ce
probléme, les branches ne sont plus déshydratées a l'air libre mais par compression pneumatique dans
une chambre de Scholander (Cochard, 1992 ; Cochard et al., 1991 ; Cochard et al., 19924).

Dans cette étude, la mesure de I'embolie a été réalisée par voie hydraulique et le choix d'une
déshydratation par compression nous a permis de réaliser des courbes de vulnérabilité 4 la cavitation
pour une gamme décroissante et réguliére de potentiels hydriques.

Les branches ont été prélevées en forét de Hesse et resaturées. Les branches sont ensuite
placées dans une chambre a pression et déshydratées. La branche est en équilibre avec la valeur de
potentiel hydrique désirée lorsque I'exudation de séve cesse (45 & 60 mn aprés la mise sous pression).
Les branches sont ensuite placées dans l'eau afin de réduire les tensions de séve. La perte de
conductivité est alors mesurée sur rameaux comme cela a été décrit préce’demment..

 La forme sigmoide des courbes permet de définir deux valeurs caractéristiques de potentiel

hydrique (figure 11) :

(1) ¥egqp : est la valeur de potentiel hydrique induisant un développement significatif de
l'embolie. Le taux d'embolie, de 5 a 10% en conditions hydriques optimales, augmente rapidement &
partir de cette valeur.

(2) ¥509 : est la valeur de potentiel hydrique qui induit une perte de 50% de la conductivité
hydraulique.

Ces valeurs caractéristiques permettent d'effectuer des comparaisons entre espéces et

d'observer les impacts éventuels de traitements sur la vulnérabilité 4 la cavitation.

8-2-Régulation stomatique au cours d'un stress hydrique

Afin de suivre la mise en place d'un contréle stomatique des pertes d'eau au cours d'un stress
hydrique, nous avons simulé une augmentation de la résistance sol-plante en pratiquant de profondes
incisions dans le fronc d'un arbre et suivi ['évolution de la conductance stomatique.

La conductance stomatique est le rapport entre une densité de flux de vapeur d'eau {la
transpiration, @) et la différence de concentration de vapeur d'eau entre les sites d'évaporation

(cavités sous stomatiques, dTs) et l'air au contact de la feuille {dTa).
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Protocoles expérimentaux

soit :
o

gs = -
d(Ta) -d(Ts)

La quantité d'eau évaporée est exprimé en densité de flux molaire : mmolemZ2.51 et Ia
différence de concentration de vapeur d'eau en fraction molaire sans dimension. La conductance
stomatique est alors exprimée en mmole.m2s71, | _

Les mesures de conductance ont été réalisées a l'aide d'un porometre a diffusion (modele Li
1600, nul balance porometer) avec une cuvette de 2cm? d'ouverture, Des comptages de stomates ont
montré leur quasi absence sur la face supérieure des feuilles (feuilles hypostomatiques), donc nous
avons utilisé une chambre de mesure dont la partie supérieure est fermée par la feuille elie méme,

La densité de flux de vapeur est déterminée par la mesure du débit d'air sec qu'il est
nécessaire d'envoyer dans la chambre de mesure pour maintenir Fhumidité de l'air constante. La
différence de concentration de vapeur d'eau dépend de la température de la feuille (on suppose que la
chambre sous stomatique est saturée en eau), de la tempéfature et de l'humidité de l'air dans Ia
chambre.
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Fonctionnement hydraulique du hétre

Fonctionnement hydrique du hétre : arch__ifecture hydraulique et
sensibilité a la cavitation

Cette synthese sur le fonctionnement hydrique du hétre est divisée en cinq parties. Dans une
premiere partie, nous allons décrire les caractéristiques hydrauliques propres au hétre. Dans les trois
parties suivantes, nous analyserons l'impact de modifications de l'environnement sur l'architecture
hydraulique en étudiant les mécanismes de répoﬁses de V'arbre et ses capacités d'acclimatation aux
effets (1) du gel en hiver, (2) de la contrainte hydrique estivale et (3) des modifications de

P'éclairement. La derniére partie nous permettra d'établir un bilan.

I-Architecture hydraulique du hétre

"1-Variation spatiale des résistances hydrauliques du hétre

Les valeurs de résistances hydrauliques dans les parties aériennes varient fortement avec la
hauteur de la branche et son niveau d’éclairement (figure 12). Au sein des houppiers, il existe une
forte hétérogénéité de l'éclairement, la branche intégre cette hétérogénéité et développe des
structures morphologiques et anatomiques qui tamponnént dans une certaine mesure ces variations. La
masse surfacique des feuilles est un bon indicateur de l'intégration de I'éclairement, elle nous permet
de replacer une branche & une hauteur théorique calculée a partir des courbes moyennes d'extinction du
PAR dans les houppiers (figure 1). Les branches de lumiére portent des feuilles de masse surfacique
plus importante que les branches d’ombre et ont une résistance hydraulique plus faible que les
branches d'ombre. La part foliaire de la résistance hydraulique de la branche (Rfeuiile/Rbranche)
est constante dans les houppiers et représente environ 60 a 80% de la résistance totale de la branche
(figure 12¢). Ces Valeuré sont en accord avec la littérature (Tyree ef al., 1993a ; Tyree et al, 1993b) et

traduisent le fait que les variations de résistances observées en fonction de la hauteur sont liées au
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significative & 99% (PLSD Fisher)

rameaux pétioles

LSC 12,36 +1,52 0,93 £ 0,16 **
(mmol.s"L. m 1. MPa1)




Fonctionnement hydraulique du hétre

xyleme. Ces différences de valeurs de résistances hydrauliques entre branches de lumigre et branches
d’ombre peuvent s’expliquer d’une part par l'anatomie du xyléme et d’autre part par les

caractéristiques morphologiques des branches.

1-1-Tmpact de I’'anatomie des vaisseaux

L’étude anatomique du xyleme et plus particuliérement les mesures de diamétre moyen et de
densité de vaisseaux montrent des différences importantes entre les branches de lumiére et les
branches d’ombre (tableau III, 1). Les branches de lumiére présentent les diamétres de vaisseaux les
plus grands et les densités les plus fortes. Ces différences anatomiques ont un impact trés fort sur la
conductivité du tissu conducteur. D'aprés la loi de Hagen Poiseuille l'augmentation du diamétre dun
conduit se traduit par une augmentation de sa conductivité a la puissance 4. Les différences observées
sont suffisantes pour induire une augmentation significative de conductivité hydraulique dans les
branches de lumiére. L'augmentation de la dénsité des vaisseaux induit, elle, une augmentation
linéaire de la conductivité (Zimmermann, 1983). Elle a un impact tout aussi important car chez les

branches de lumiére, les vaisseaux sont plus gros mais également plus nombreux.

1-2-Constrictions hydrauliques

L’étude des variations de la conductivité hydraulique le long d'un rameau long de 1 an montre
qu'il existe chez le hétre un phénoméne de constriction hydraulique évident au niveau des noeuds
(figure 13 ; Zimmermann, 1978 et 1983 ; Ewers et Zimmermann, 1978 ; Salleo et LoGullo, 1986 ; LoGullo
et al., 1995 ; Rust et Hiittl, 1999)_. En effet, la conductivité hydraulique au niveau des nceuds est
fortement réduite. Cette chute de conductivité (augmentation de la résistance) est corrélée & des
terminaisons de vaisseaux plus nombreuses. Cette discontinuité hydraulique augmente la résistance
au transfert de la séve (Tyree et Alexander, 1993 ; Cochard et al., 1997). Au contraire, dans les entre-
nceuds, la conductivité hydraulique est plus forte. Les. rameaux courts présentent des empilements
important d'entre-nceuds qui induisent une forte limitation au transfert de la séve. Les vaisseaux sont
trés courts, et le flux de séve est fortement limité par les cloisons transversales des vaisseaux contigus.
Les rameaux courts présentent également des vaisseaux avec un diametre moyen plus faible que dans
les rameaux longs (tableau IIL, 1).

Les branches d’ombre présentent une proportion de rameaux courts plus forte que les branches
de lumiére (figure 1V, 1) qui induit une augmentation de la résistance hydraulique totale de la
branche.

1-3-Résistances foliaires et segmentation hydraulique

‘Nous avons montré que les résistances au niveau foliaire étaient trés élevées (60 a 80% de la

- résistance totale de la branche, figure 12¢), la majorité de ces résistances sont dues au transfert extra-
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Figure 14 : Relation entre la conductivité hydraulique de segments de tige (agés de 1 4 3 ans)
ou de racine, et le diameétre de I'échantillon.

Tableau 4 : Caractéristiques anatomiques et hydrauliques de segments de tiges et de racines
de hétre (moyenne * écart-type ; n=16).

diamatre échantillon, mm

diametre vaisseaux, pm

K, mmol.s-1.m.MPa-1

racines

21+04

73,421 19,13

75,25 +9,55

tiges

1,9+0,5

30,11 £ 4,15

7,05 +£0,65
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fasciculaire de l'eau (Tyree et Cheung, 1977 ; Tyree et al, 1993 ; Cochard et al., 1997). C'est le
passage de l'eau des vaisseaux du xyleme a la voie apoplasmique qui augmente de fagon trés
significative ces résistances. Ce passage induit une forte chute de potentiel hydrique. Les valeurs de
potentiel hydrique de xyléme mesurées au point d'insertion des feuilles montrent un écart important v
avec les valeurs de potentiel hydrique foliaire (tableau II, 1 ; figure ITI, 3b, figure IV, 3).

Au niveau des pétioles, les valeurs de LSC sont fortement réduites par rapport a la tige de
l'année (tableau 3). Cette augmentation des résistances hydrauliques au niveau des pétioles participe
pour beaucoup dans la limitation des transferts d'eau vers la feuille. Ceci crée une "constriction
hydraulique” qui limite les transferts d'eau et joue un réle important dans le conirdle du statut
hydrique des feuilles. Les résistances trés élevées au niveau des pétioles et des feuilles présentent un
avantage adaptatif de l'architecture hydraulique aux changements environnementaux. Clest au
niveau foliaire qu'interviennent les mécanismes de régulation des transferts d'eau (stomates) et les
résistances foliaives font partie de ces mécanismes. Lorsque la demande évaporatoire est forte, la
chute de potentiel hydrique au niveau foliaire atteint un potentiel hydrique seuil qui induit la
fermeture des stomates et limite la diminution du potentiel hydrique du xyléme. Le xyléme est ainsi
protégé d'un risque de cavitation. Le signal hydraulique et/ou chimique qui induit cette réponse

stomatique n'est cependant pas clair (Fort et al., 1997 ; Fort, 1997).

1-4-Différences de conductivité entre tiges et racines

‘Les mesures de conductivité que nous avons réalisées sur segments de racines présentent une
conductivité hydraulique trés élevée, jusque 30 fois celle de tiges de méme diameétre (figure 14). Chez
Pinus rﬁbm, Stone et Stone (1975) reportent un rapport entre les conductivité racinaires et aériennes
de l'ordre de 50. La structure anatomique des racines tend a privilégier le transfert axial de ’eau en
réduisant la part de résistance hydraulique du xyléme en augmentant le diamétre des vaisseatx
(Zimmermann, 1983 ; Ewers ef al., 1997). Nos mesures montrent chez le hétre que le diamétre moyen
des vaisseaux de racines de 2 a 3 mm de diamétre (diamétre équivalent a4 un rameau de 1 a 2 ans)
présentait des valeurs trés importantes, largement supérieures a ceux d'une tige de méme diametre
' (tableau 4). '

Si l'augmentation du diameétre des vaisseaux permet d'atteindre des conductivités
hydrauliques élevées, cela rend le systéme hydraulique plus vulnérable. A l'intérieur d'un
végétal, la répartition statistiques de la taille des pores de la paroi primaire des ponctuations
rendrait les plus gros vaisseaux plus sensibles au développement de I'embolie au cours d'un stress
hydrique (Hargrave ef al., 1994) et aprés un épisode de gel (Cochard et Tyree, 1990 ; Sperry et
Sullivan, 1992 ; Sperry et al., 1994). Les racines semblent donc étre plus exposées a un
développement de I'embolie. Toutefois, les racines développent des tensions beaucoup plus faibles
que dans les tiges (Zimmermann, 1983 ; Ewers ef al., 1997), et surtout I'embolie est plus facilement
résorbée dans les racines grace a la formation de pressions méme légérement positives (Ewers et
al., 1992).
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Fonctionnement hydraulique du hétre

2-Répartition des potentiels hydriques dans l'arbre

Dans un peuplement forestier, la stratification du microclimat dans les houppiers (avec un
réle important de I'éclairement) conditionne les capacités de transfert de 'eau.

Les branches d'ombre ont une résistance spécifique totale plus importante que les branches
de lumiére (figure 12). La distance a parcourir pour une quantité d'eau donnée sera plus grande pour
une branche située en haut du houppier que pour une branche d'ombre placée plus prés du sol, le
gradient de résistances dans le houppier compense ainsi la hauteur. Ainsi, la chute de potentiel
hydrique provoquée par des résistances hydrauliques faibles dans une branche de lumiére
n'augmente que trés peu la chute de potentiel provoquée par sa hauteur (0,1 MPa pour 10 m) alors
qu'une branche d'ombre placée plus bas dans la couronne aura une chute de potentiel équivalente
pour une méme demande évaporatoire mais en grande partie due aux valeurs plus importantes de
résistances hydrauliques. En réalité, la structure du houppier influe beaucoup le gradient de
déficit de saturation a l'intérieur de celui ci, la demande évaporatoire est moins forte au niveau
des branches d'ombre (tableau III, 2}. Les cinétiques de potentiel hydrique (figure III, 3} et des
simulations a l'aide d'un modele ohmique (figure 15) montrent que la chute de potentiel est moins

marquée pour les branches d'ombre malgré les plus fortes résistances.

3-Courbes de vulnérabilité et segmentation de vulnérabilité
3-1-Vulnérabilité 3 Ia cavitation

La répartition des résistances hydrauliques dans la plante permet "d'optimiser” les flux
d'eau des racines jusqu'aux feuilles. La vulnérabilité & la cavitation est une limite fonctionnelle pour
I'arbre. L'embolie des vaisseaux limite l'efficience de l'architecture hydraulique en augmentant les
résistances hydrauliques du xyléeme (Tyree et Sperry, 1989).

Les courbes de vulnérabilité de rameaux de hétre de 1 an {figure 16'; figure II, 1 ; figure II1,1)
montrent une dynamique du développement de l'embolie comparable & celle observées sur chéne
sessile (Cochard et al., 1991 ; Bréda et al., 1993b). Cependant nous pouvons noter un fort décalage des
* courbes réalisées sur rameaux prélevés sur des branches situées & I'ombre et A la lumiére. Les
différences observées sont significatives pour les valeurs de W ,;p et de W59 entre les deux
traitements (-1,5 MPa et -2,25 MPa pour les rameaux d'ombre et de -2,5 MPa et -3,1 MPa pour les
rameaux de lumieére, figure 16). Ces courbes montrent une différence de vulnérabilité en fonction des
conditions lumineuses de croissance avec une sensibilité moindre pour les branches de lumiére. Les
observations faites sur de jeunes plants en pépiniére et acclimatés 3 différents niveaux d'éclairement
présentent des vulnérabilités proches des arbres adultes. Les plants .placés a l'ombre sont plus

vulnérables que les plants de pleines lumiére (figure 16 ; figure 1T, 1).
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Tyree et al. (1994) ont comparé la vulnérabilité a la cavitation de prés de 60 espéces et ont
observé de grandes variations. Ces auteurs ont montré des différences imputables & des
caractéristiques génétiques (notamment chez Populus deltoides,) mais également aux conditions de
croissance (Tsuda et Tyree, 1997). Il est possible alors que la vulnérabilité du xyléme a la cavitation
soit plus faible lorsque les structures se différencient en conditions moins favorables (température et
déficit de saturation forts). De telles différences pourraient étre induites par une diminution du
diametre des pores de la membrane primaire des vaisseaux (Sperry ef al., 1991). |

11 faut noter que ces différences de vulnérabilité & la cavitation sont corrélées avec les
différences de potentiel hydrique de feuille et de xyléme mesurés & midi solaire au cours de journées
ensoleillées. Les valeurs de potentiels hydriques mesurés sur les feuilles d’'ombre sont moins négatives
qu'en pleine lumiére du fait d'une demande évaporatoire et d'une transpiration plus faibles (tableau
11, 1 ; tableau III, 2). Les valeurs les plus négatives de potentiel hydrique de feuilles approchent la
valeur de potentiel hydrique qui induit un début de cavitation (¥ 4y, 10% d'embolie) pour les deux
types de branches. Cependant, cela ne signifie pas que les vaisseaux opérent a la limite de leur point
de dysfonctionnement car Waxyleme est toujours moins négatif que ‘Pfguﬂzg en conditions hydriques
optimales {tableau II, 1 ; figure III, 3b, figure IV, 3). Cette différence entre Weuille et Yxyleme est
due au fait que pour une branche les plus fortes résistances au transfert de la séve sont extra-
fasciculaires et sont localisées dans le limbe des feuilles (figure 12) : en conditions hydriques
favorables, la plus forte chute de potentiel hydrique a lieu dans les feuilles elles-mémes. Lorsque les
résiétances du sol sont importantes ou que la transpiration est faible suite a un stress hydrique (gs
faible), ¥xyleme et ‘Pfeuﬂ[e sont trés proches et Wxyleme approche Wesp (figure III, 3b ; Cochard
et al., 1996 ; Lu et al., 1996), le risque d'embolie augmente.

L'observation de la courbe de vulnérabilité des pétioles de feuilles de lumiére montre un
développement de 'embolie qui n'est pas statistiquement différent des rameaux prélevés sur branches
de lumiere (figure 16b). Ces résultats montrent qu'il n'y a pas de segmentation de vulnérabilité chez le

hétre.

3-2-Architecture hydraulique et segmentation

Dans le chapitre I nous avons défini deux types de segmentations chez les arbres : la
segmentation hydraulique et la segmentation de vulnérabilité. Leurs mécanismes de mise en place
sont différents. A la différence d'une segmentation de vulnérabilité, la segmentation hydraulique
suppose l'existence d'un fort gradient de potentiel hydrique tout le long du systéme conducteur, et n'est
effective que pour des taux de transpiration élevés. Tsuda et Tyree (1997) ont montré qu'il existe un
lien entre la vulnérabilité a la cavitation, la résistance hydraulique totale d'un arbre et le type de
segmentation développé. Les espéces étudiées par ces auteurs qui présentaient une faible résistance
hydraulique étaient plus vulnérables et développaient en réponse a un stress hydrique une
segmentation de vulnérabilité (le Noyer, Tyree et al., 1993a ; I'érable a sucre, Tsuda et Tyree, 1997).

Les différentes espéces de chéne ne présentent pas de segmentation de vulnérabilité (Cochard et al.,
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1991) et possédent de fortes valeurs de résistances hydrauliques (Tyree ef al., 1993). Nos résultats se
rapprochent de ceux obtenus sur le chéne. Le hétre a une vulnérabilité proche de celle du chéne sessile
(figure 16 ; figure IL, 1 ; figure HL1 ; Cochard ef al., 1991 ; Bréda et al., 1993a) et présente des valeurs
de résistances hydrauliques spécifiques totales équivalentes, 0,33 MPa.m?.s.umol"1 pour le chéne
{Bréda, 1994) et 0,73 MPa.m?2.s.pmol-1 pour le hétre. Ces valeurs de résistances hydrauliques ont été
calculées a partir de valeurs de transpiration mesurées par la technique des flux de séve (Granier et
al., 1985) et de mesures de potentiels hydriques foliaires. Elles sont exprimées par unité de surface de
bois d'aubier. Les arbres étaient d'4ges voisins (25-30 ans pouf les hétres et 33 ans pour les chénes).
Dans les deux cas, il n'a pas ét€ observé de segmentation de vulnérabilité.

La répartition des résistances hydrauliques dans les branches peut laisser penser qu'il existe
chez le hétre une segmentation hydraulique. La chute de potentiel hydrique est plus forte au nivean
des feuilles sans pour autant induire l'embolie des pétioles et la chute des feuilles au cours d'un stress
hydrique. En effet, la régulation stomatique est suffisamment précoce pour limiter les pertes en eau et
éviter un développement trop important de I'embolie (figure III, 4). Un fois les stomates fermés, le
gradient de potentiel dans l'arbre est considérablement réduit sans différence entre les valeurs de
potentie]l hydrique de xyléme et de feuilles (figure III, 3). Ainsi, au cours d'un stress plus poussés, la
transpiration résiduelle induit un développement de l'embolie a la fois dans les pétioles et les

rameatx.

4-Relation entre morphologie et architecture hydraulique

Si, comme nous l'avons observé, l'architecture morphologique des houppiers conditionne
P'architecture hydraulique des arbres, il existe une relation inverse. Au niveau d'uhe branche, la
résistance du xyléme est relativement faible et se situe en grande partie dans les rameaux courts.
Lorsque-la demande évaporatoire est élevée, les apports d'ean au niveau des feuilles des rameaux
courts sont limités et entrainent une diminution plus rapide qu'ailleurs des potentiels hydricjues
foliaires (Zimmermann,1978). Le potentiel hydrique foliaire limite trés rapidement les mécanismes
de croissance (division et élongation au _niveau des apex), dés -0,5 MPa, la croissance est affectée
(Wesgate et Boyer, 1986 ; Roden ef al., 1990 ; Hsiao et al. 1976 in Kozlowski ef al., 1991). Au niveau
des rameaux longs, les résistances sont plus faibles, donc pour une méme demande évaporatoire le
potentiel hydrique foliaire chutera moins vite. Des apports d'eau plus conséquents permettront un
maintien de la croissance plus longtemps.

Au niveau du xyléme la formation de rameaux courts, sous la dépendance de 1a faible quantité
de lumidre, augmente la résistance hydraulique du xyléme, cette augmentation a pour conséquence une
diminution de la conductivité spécifique foliaire par la formation de vaisseaux de diameétre plus
petits et par augmentation du nombre de noeuds par unité de longueur : l'efficience hydraulique sera
plus faible dans ces zones du houppier. Ce mécanisme va avec 1'dge de la branche constituer un role

primordial dans la formation de son architecture. Ainsi, au cours de la croissance de l'arbre, les
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branches les plus basses subissent des conditions lumineuses de plus en plus réduites, les résistances
hydrauliques augmentent et limitent la croissance en stimulant la formation de rameaux courts.

La répartition des résistances hydrauliques et leur évolution au cours de la croissance de
l'arbre vont grandement influencer l'architecture de l'arbre. Les branches avec les résistances
spécifiques les plus élevées (figure 12b) sont insuffisamment alimentées en eau et présentent une
gurface foliaire réduite et un élagage important des rameaux latéraux.

Il existe donc une interaction étroite entre morphologie et architecture hydraulique, qui ne

sont pas dissociables (figure 17).
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II-Mécanismes d'induction de 1'embolie hivernale et restauration de la
conductivité hydraulique

L'observation de 1'évolution de la perte de conductivité au cours de trois années successives
montre des variations importantes du développement de I'embolie et de sa résorption (figure 18a).
Ainsi, au cours de I'hiver, nous avons observé une augmentation réguliére de la pefte de conductivité
qui atteint un maximuin début mars avec 80% de perte. Au printemps, la conductance du xylénie
augmente et le taux d'embolie reste aux alentours de 20% jusque juillet. La fréquence et l'intensité
Vari!able des stress hydriques en été induisent un développement plus ou moins important de l'embolie

{40% en 1998) jusqu'au retour des pluies en automne.
1-Embolie hivernale ;: mécanismes d'induction chez ie hétre
1-1-Résultats expérimentaux

_ Contrairement a ce que prédit la théorie du développement de 'embolie hivernale, ce sont les
plus petits vaisseaux qui semblent s'étre embolisés en premiér. La conception actuelle de la formation
de I'embolie hivernale repose sur l'importance du diamétre des vaisseaux. Nos résultats montrent que
la taille des vaisseaux n'explique pas seule la vulnérabilité au gel des vaisseaux mais que la
dynamique de congélation (figure I, 2 ; figure I, 3) et la formation de tensions qui résultent du dégel
(figure I, 1; figure 14 ; figure I, 5 ) doivent étre prises en éompte. _

L'expérience 1 confirme les observations de terrains (valeur de PLC atteintes, figure I, 1 ;
figure I, 2; figure 18a) et montre le role des tensions sur les mécanismes de développement de
I'embolie. I.'analyse des exothermes de congélation révele que les petits rameaux sont entiérement
gelés avant le reste de la branche.

Les résultats de l'expérience 2 montrent que l'expansion du volume de 'eau lors de la
congélation de la séve entralne une exsudation de 'eau (figure I, 4). Cette exsudation d'eau a

certainement un rdle important dans le développement de 1'embolie lié an gel au niveau des apex de
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Tableau 5 : Etude comparée de l'embolie maximale atteinte par l'alternace de cycles gel-
dégel et du nombre de cycles nécessaires pour atteindre cette valeur pour trois espéces

forestiéres: deux espéces a pores diffus (hétre et charme) et une espéce a zone poreuse (chéne

sessile)

Espéces embolie maximale, % Cycles nécessaires
Hétre 85% 4

Chéne 100% 1

Charme 80% 4
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tige. En effet, lorsque 'eau peut pénéirer librement dans la tige au moment ol la séve dégele,
I'embolie reste faible (expérience 2, figure I, 5). L'eau expulsée au moment du gel crée des tensions au
niveau des zones apicales qui s'expriment quand il y a dégel. Ainsi, méme si les bulles d'air formées
au moment du gel sont plus petites dans les zones apicales, les pressions capillaires qu'elles
développent ne sont pas suffisantes pour compenser I'augmentation des tensions du xyléme. Ces
résultats sont en accord avec les mécanismes proposés par Sucoff (1969) chez les coniféeres. Sucoff
estime la perte en eau a 9% au cours de la congélation. Les trachéides qui s'embolisent en premier
libérent les tensions du xyleme et limitent ainsi le développement de 1'embolie. Nous pouvons penser
qu'il existe dans notre cas un phénomeéne identique. Lorsque 1'on observe la cinétique de congélation et
de décongélation d'une branche de hétre {figure I, 3) nous remarquons que les rameaux les plus petits
dégelent avant et plus vite que les gros. Dans les petits rameaux, la transition de 'état solide a 1'état
liquide se fait trés rapidement, les bulles d'air se trouvent sous tension avant le femps nécessaire a
leur redissolution, les vaisseaux qui cavitent et s'embolisent en premier relachent les tensions et
permettent la dissolution de l'air des vaisseaux qui dégélent ensuite.

Ainsi tout au long des périodes de gel pendant I'hiver ou des cycles simulés en congélateur, les
vaisseaux qui s'embolisent en premier limitent l'embolisation du reste du xyléme. A chaque dégel un
peu plus de vaisseaux s'emb olisent jusqu'a obtenir la perte de conductivité maximale inductible par le
froid. La cinétique de gel dégel, donc le rapport surface-volume du rameau, est un facteur important de
la sensibilité a 'embolie hivernale et explique que les zones périphériques des branches sont plus

sensibles au gel.

1-2-Comparaison avec d'autres études

Des mécanismes complémentaires expliquent le développement de I'embolie hivernale. Dans
I'érable & sucre en peuplement (Acer saccharum), 'embolie hivernale semble étre causée par la
sublimation de la glace (Sperry et al. 1998). Les parties apicales sont plus vulnérables a la
sublimation de la séve gelée car elles présentent un plus grand rapport surface-volume et sont plus
exposées au soleil. Dans notre cas (les branches étaient placées en congélateur pendant un temps court)
la sublimation de Ia glace était négligeable.

Le phénoméné de limitation du développement de 'embolie chez le hétre n'est possible que
du fait de la taille relativement faible des vaisseaux du xyléme. Ces dimensions permettent la
dissolution des bulles malgré des tensions encore relativement élevées. Chez le chéne (espéce & zone
poreuse) dont le diameétre des vaisseaux peut atteiﬁdre plus de 100 um, un seul cycle a -6°C suffit a
induire une perte totale de conductivité hydraulique (tableau 5 ; Cochard et Tyree, 1990). Les gros
vaisseaux de l'année prodﬁisent des bulles dont le diamétre important ne permet pas leur dissolution
au moment du dégel, le reldchement des tensions lors de l'embolisation des premiers vaisseaux ne
suffit pas a la dissolution de F'air des autres vaisseaux qui alors s'embolisent a leur tour (Cochard,
1991).
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1-3-Impacts de 'embolie hivernale en conditions naturellies

Quel peut étre I'impact du développement de I'embolie dans les parties terminales du hétre ?
Sucoff (1969) suggére que seules quelques trachéides avec de grosses bulles cavitent quand elles
dégeélent. L'expansion des bulles d'air permet alors le reldchement des tensions qui permet la
dissolution des bulles dans les trachéides voisines. Un phénomeéne similaire est plausible chez le
hétre. L'embolisation des vaisseaux distaux protégerait les parties les plus vieilles de l'arbre contre
des dégits trop importants suite au gel. Malgré cela, les résultats de l'expérience 1, des observations
de terrain et d'études précédentes (Sperry et Sullivan, 1992 ; Magnani et Borghetti, 1995) montrent
que les effets sont cumulatifs et qu'aprés plusieurs cycles de gel-dégel I'ensemble du xyleme présente
un taux d'embolie relativement important. Il est probable qu'en conditions naturelles ce phénomeéne -
soit amplifié. Le soir, les parties apicales sont exposées a des températures plus froides et gélent plus
vite que le reste des houppiers et elles dégelent en premier le matin en étant réchauffées par le soleil.
- Les espéces qui ont une forte conductivité sont plus sujettes & une perte de leur capacité au
transfert de I'eat 4 la fin de l'hiver (différences dans 1'évolution de l'embolie chez le chéne et le
hétre par exemple) (Wang et al., 1992). Wang montre également qu'il existe une trés forte corrélation
entre la perte de conductivité 2 la fin de I'hiver et la date de débourrement des bourgeons, il note que
les especes a pores diffus comme le hétre (plus résistantes a l'embolie} débourrent plus précocement
que les espaces a zone poreuse comme le chéne. Il existe donc une relation entre pérte de conductivité et
phénologie foliaire et peut étre méme avec le taux de croissance au printemps (Magnani et Borghetti,
1995).

2-Mécanisme de restauration de l'embaolie hivernale chez le hétre

Le phénomeéne de cavitation hivernale est trés répandu et s'observe chez de nombreuses
esplces avec des pertes de conductivité élevées 2 la fin de I'hiver (80 a 85% chez le hétre et le
charme, 100% chez le chéne (tableau 5 ; Cochard, 1991)). Ceci nécessite donc des mécanismes qui:
permettent la restauration d'une conductivité maximale au moment du débourrement : soit par la
formation de pressions racinaires (Bouleau : Sperry, 1991) ou xylémiennes (érable A sucre : Cortes et
Sinclair, 1985 ; Milburn et Zimmermann, 1986) soit par la formation d'un nouveau tissu conducteur

fonctionnel lors de la reprise de l'activité cambiale (chéne : Cochard, 1991).

- 2-1-Formation de pressions racinaires
La solubilité des gaz dans les liquides est proportionnelle a la pression du gaz qui entoure le

liquide. Dans la plante les liquides sont entourés d'air a la pression atmosphérique, le seul moyen

pour dissoudre 'embolie est de créer un pression supérieure a la pression atmosphérique .
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La pression requise pour permettre la résorption de 'embolie, Pe, est fonction de la tension de surface
de l'eau, T (-72,8 kPa.um), et proportionnelle au rayon, r, du vaisseau (chez le héire le diameétre

moyen des vaisseaux est estimé & 20 2 40 pm au niveau des pousses de 1 an ) :
Pc=-2T/r (cf. figure 5)

Pour résorber I'embolie il faut donc fournir chez le hétre une pression comprise entre 14,6 et 7,3 kPa
mais il faut aussi tenir compte de la pression hydrostatique qui s'oppose & l'établissement de cette
pression tout au long de l'arbre : -10 KPa.m™1 '

On définie alors Ia hauteur critique pour la réversion de I'embolie, he, en fonction de la pression 4 Ia

base du tronc Px :
he= (Px+ Pc) /10

Pour une hauteur de 14 m (hauteur des arbres dominants) la pression a la base du tronc nécessaire pour
résbrber l'embolie doit étre au moins de 154,6 kPa. Or, les mesures de pressions effectuées en 1996 et
1997 (figure 19a et figure 19} montrent un pic de pression au moment du gonflement des bourgeons avec
un maximum de 45 kPa & 70 cm de la base du tronc en 1996 (20 kPa en 1997). Ces valeurs ne permettent
donc pas de resaturer le tissu conducteur 4 une hauteur de plus de'5 m (la base des houppier se situe &
environ 8 m du sol). Au niveau des branches, la diminution de I'embolie n'est donc pas liée a la
formation de pressions racinaires.

Chez le hétre il n'a donc pas été mis en évidence de pressions racinaires suffisantes pour
désemboliser le xyléme ni en 1995 (Cochard et al., 1998) ni au cours de cette étude (1996 et 1997), Des
études sur Fagus grandifolia, espéce trés proche de F. sylvatica, ne montrent pas non plus de pressions
racinaires suffisantes (3 kPa ce qui permet de mettre sous pression une colonne d'eau jusque 3 m) pour
resaturer les tissus conducteurs embolisés a 85 % a la fin du mois de mars (Sperry, 1991). On peut alors
penser a d'autres mécanismes qui pourraient permetire la dissolution de l'embolie, tels
Taugmentation de la pression osmotique de la séve (Cochard, 1991) ou encore une action des cellules

des rayons ligneux nombreux dans le bois de hétre (Jacquiot et al., 1973 ).

2-2-Augmentation de la pression osmotique de 1a séve

De nombreuses hypothéses controversées expliquent la resaturation du xyléme par une
augmentation de la pression osmotique de la séve (Grace, 1983 ; Borghetti et al., 1991. L'hypothése
qui semble la plus vraisemblable impliqué un échange de solutés entre le phlodme et le xyléme via les
rayons ligneux (Van Bel, 1990 ; Salleo et al., 1996). Le transfert radial des solutés vers les vaisseaux
augmenterait la concentration de Ia séve résiduelle des vaisseaux et permettrait le remplissage en

eau des vaisseaux embolisés.
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L'évolution en fin d'hiver et au début du printemps de la pression osmotique de la séve de
rameaux de 1 an prélevés sur des hétres de Hesse (figure 19¢) montre une diminution lente et réguliére
alors que le taux d'embolie diminue. Ces changements osmotiques ne permettent pas de resaturer le

systéme conducteur chez le hétre en fin d'hiver.

2-3-Mise en place des nouveaux vaisseaux

L'étude de la mise en place des nouveaux vaisseaux au cours du printemps permet de comparer
la date de feuillaison des arbres et le début de fonctionnalité du nouveau cerne (stade L1) et
déterminer la date ol se produit le couplage entre transpiraﬁon foliaire et transfert d'eau dans les
nouveaux vaisseaux.

Le début de différenciation des cellules cambiales est trés difficile & observer et la notation ne
peut commencer qu'a partir de cellules suffisamment différenciées (stade C2= 40%). La cinétique
{figure 20) montre une différenciation trés rapide des vaisseaux dans les premiéres étapes suivi d'un
ralentissement au moment de leur lignification. Les vaisseaux sont fonctionnels & partir du stade L1
(soit 80%) soit le jour 141 en 1996 (153 et 149 en 1997 et 1998 respectivement) 21 jours aprés le stade B4
des feuilles (29 et 36 jours en 1997 et 1998 respectivement). '

La mise en place du cerne est plus tardif que la feuillaison chez le hétre et est fortement
corrélée avec la baisse du degré d'embolie au printemps. La formation du nouveau cerne est
cert;\inément le mécanisme principale de restauration de la conductivité hydraulique au moment de
la reprise de croissance au printemps.

Suzuki et al. (1996) ont montré les mémes résultats sur 6 espéces d'arbres a pores diffus, avec
une feuillaison plus précoce de 2 & 7 semaines. Au moment de la reprise de végétation, I'apport d'ean
nécessaire 2 la croissance ne peut éire assuré que par les vaisseaux des cernes des années antérieures
(Chaney et Koslowski, 1977 ; Ellmore et Ewers 1986). En effet, nous pouvons noter chez le hétre une
circulation de la séve jusqu'a plusieurs centimetres a l'intérieur de l'aubier (Granier, Biron et
Lemoine, 1999) et le taux d'embolie maximale des rameaux périphériques en fin d'hiver, qui atteint
"seulement” 80 & 85%, permet un transfert d'eau significatif aux zones en croissance.

Si I'on compare ces observations faites sur arbres a pores diffus avec celles réalisées sur des
arbres a zone poreuse, des différences apparaissent. Les espéces 4 zone poreuse débourrent 2 4 6
semaines aprés la formation du nouveau cerne (Suzuki et al., 1996). Ces observations sont & comparer
avec les valeurs de perte de conductivité en fin d'hiver qui atteignent fréquemment 100%. Chez le
chéne, la quasi fotalité du flux d'eau transpiratoire passe par le cerne de l'année et quelques
trachéides et petits vaisseaux des derniers cernes mis en place. I'embolisation quasi totale de son
systéme conducteur en fin d'hiver ne permet pas de subvenir de maniére optimale aux besoins en eau

des organes en croissance, c'est le nouveau cerne qui soutient la demande hydrique.
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ITI-Mécanismes de réponse a la contrainte hydrique

Les plantes supérieures répondent a la contrainte hydrique par différents mécanismes
morphologiques, physiologiques et moléculaires. La 'réponse principale est une diminution de la
conductance au flux d'eau tout au long du trajet de 'eau dans le systéme sol-plante-atmosphére qui
permet de limiter les pertes d'eau dans l'a’cmbsphére. La conductance stomatique est une composante
clé de la régulation des flux d'eau (Meinzer et al., 1996) et c'est de loin la plus modulable.
L'augmentation des résistances hydrauliques au niveau des tiges ou des racines (acclimatation

- anatomique) peut étre également une réponse a la contrainte hydrique.

1-Valeurs critiques de potentiels hydrigues en cours de journée

En cours de journée, le potentiel hydrique atteint ses valeurs les plus faibles entre 12 et 14 h
solaire. C'est la valeur de potentiel hydrique de xyléme qui est déterminant, et que l'on utilise pour
prédire le développement de I'embolie. Ces valeurs de potentiel de xyléme atteignent communément
-2,1 MPa pour les branches de lumigre et -1,5 MPa pour les branches d'ombre dés qu'une contrainte
hydrique méme modérée se met en place (figure III, 3). De telles valeurs de potentiels sont trés
proches des valeurs seuil induisant un début de cavitation (W¢4p) soit -2,5 et -1,5 MPa respectivement
pour des branches de lumiére et d'ombre. Ainsi, les valeurs de potentiels hydriques mesurés en cours de
journée montrent que le hétre en conditions naturelles fonctionne & la limite de son seuil de

dysfonctionnement hydraulique.

2-Contréle stomatique de la transpiration et majntien de l'intégrité du xyléme au cours d'une

sécheresse

Le suivi de la conductance stomatique de feuilles soumises & des microclimats lumineux

contrastés (ombre et lumiére) avait pour but (1) de quantifier les seuils de sécheresse du sol induisant
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une régulation de la transpiration et (2) de mettre en évidence des différences entre ces niveau
d'éclairement. '

La conductance stomatique au cours du desséchement monire une diminution brusque pour des
potentiels hydriques de xyléme aux alentours de -1,4 MPa pour les feuilles d’ombre et -2 MPa pour les
feuilles de lumiére (figure III, 4). Au dela de ces seuils, la conductance stomatique se stabilise & des
valeurs d'environ 30 nnmol.t-",‘lr.m“2 et cela quelque soit le type de feuilles. Malgré 1a forte diminution
de gs et les valeurs trés faibles de potentiels hydriques, les valeurs minimales de gs ne sont pas nulles
et permettent une transpiration significative.

Il faut noter que la forte dispersion des valeurs de gs en conditions hydriques favorables
traduit la réponse des stomales aux facteurs climatiques, en particulier le déficit de saturation de
l'air (¢f. annexe VI ; Bréda, 1994). La brusque chute de gs aux valeurs seuils citées précédemment
traduit bien le fait qué les valeurs de potentiels hydrique foliaires caractérisent mal les stades
précoces du desséchement oi1 I'on observe une forte hétérogénéité de gs et de potentiels hydriques
foliaires.

La régulation stomatique constitue pour de nombreuses especes le moyen permettant de
maintenir la tension du xyléme & un niveau juste inférieur au seuil de dysfonctionnement des vaisseaux
{Jones et Sutherland, 1991 ; Tyree et Sperry, 1991 ; Tyree et Ewers, 1991). L'embolisation du xyleme-
peut ainsi &tre évitée en limitant la transpiration et done la chute du potentiel hydrique foliaire.
Lorsque 1'on observe les courbes de vuinérabilité réalisées sur des rameaux de 1 an, on observe que les
seuils d'induction de l'embolie sont -1,5 MPa pour les branches d'ombre et -2,25 MPa pour les branches
de lumidre. Ces seuils sont légérement plﬁs négatifs que les seuils de fermeture des stomates. La
limitation de la transpiration & partir de potentiels hydriques relativement élevés permet d'éviter
une chute plus forte du potentiel hydrique risquant d'induire une embolie généralisée du tissu
conducteur. Cependant, au cours d'une sécheresse plus prolongée la transpiration résiduelie induit une
chute continue du potentiel hydrique qui peut alors dépasser la valeur de Weay. La régulation

“stomatique n'est pas suffisante pour limiter les pertes en eau et éviter un développement d'embolie a

moyen terme ce qui traduit la sensibilité du hétre & des stress hydriques intenses.
3-Embolie estivale en conditions naturelles

Les mécanismes de régulation des flux d'eau au cours d'un stress hydrique ne permettent done
pas de limiter totalement le développement de 'embolie. L'embolie atteint en fin de saison de
végétation n'est pas négiigeable (figure 18a) et dépend de la durée et de l'intensité du stress hydrique
(figure 18b).

__Durant les trois années du suivi intra—énnuel du développement de F'embolie, 1998 a présenté
le taux maximal de perte de conductivité en fin de saison de végétation (40%). En 1998, le stress
hydrique a débuté trés tot (REW< 0,4 dés la mi-juillet) et s'est étendu jusque fin septembre. En 1996 et
1997, le stress a débuté en fin de saison (fin aofit-début septembre) et la perte de conductivité est restée

inférieure & 20% au maximum avant les premiers gels. Au cours de ces trois années, le développement
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Tableau 6: comparaison des paramétres anatomiques (diamétre-et longueur moyens des vaisseaux)
et hydrauliques (LSC) de rameaux de hétre de 1 an ayant poussé sur des sols a réserves utiles
différentes (Hesse RU forte; Hayange RU faible).

{n= 4 branches x 20 coupes pour le diameétre; n= 10 pour la longueur; n= 32 pour la LSC; une
étoile indique une différence significative 4 99 %, PLSD Fisher

localité diamétre, um longueur, cm LSC, mmols-1MPa-1.m-1

Hesse : 30,11 £4,15* 63 £2,5% 24,25 £ 7,43

Hayange : 21,64 £ 3,78 41+18 . 7,99 £ 2,76
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de I'embolie estivale est resté relativement faible mais a atteint des valeurs fortes en 1998 pour un
stress hydrique modéré (potentiel hydrique de base minimum de -1 MPa).

Peu d'études ont suivi le développement de 'embolie sur plusieurs années mais il semble que
la perte de conductivité dépasse rarement le degré d'embolie induisant un emballement (Tyree et
Sperry, 1988 ; Cochard, 1991). Ces valeurs d'embolie sont toujours inférieures a 30% en l'absence de
stress hydrique marqué (5% pour l'érable, 15% chez le Thuya, Tyree et Sperry, 1988 ; 30% pour Alnus
cordata, Tognetti et Borghetti, 1994). En 1998, les hétres de Hesse ont atteint 40% d'embolie avec un
risque important de généralisation de l'embolie. Le hétre n'a pas une régulation stomatique
suffisamment efficace pour limiter le risque de cavitation (cf. paragraphe précédent), c'est une espéce

sensible a 'embalie estivale (Magnani et Borghetti, 1995 ; Rust et Hiittl, 1999).
4-Restauration de Fembolie estivale

De nombreuses études tentent d'expliquer une éventuelle résorption de I'embolie alors que la
séve est sous tension (Buchard et 4i., 1999 ; McCully, 1999 ; Holbrook et Zwieniecki, 1999 ; Tyree et
al., 1999). Nous n'avons jamais observé en conditions naturelles ou en laboratoire de restauration de la
conduction des vaisseaux apres induction d'embolie. Il semble qu'aucun mécanisme de resaturation des
vaisseaux du xyléme ne soit possible a court terme chez le hétre pendant la saison de végétation.
L'étude chez l'érable de la stabilité physique de bulles d'air dans un vaisseau cavité (Tyree et Yang,
1991) a montré qu'elles ne peuvent se dissoudre que si elles sont soumises a une légere surpressibn. La
dissolution ne peut se produire que si le potentiel de pression est supérieur & -2T/r (figure 5). Au cours
de la saison de végétation, cheﬁ le hétre, il est trés peu probable de maintenir dans les véiéseaux du
xyleme un potentiel hydrique positif. L'embolie liée a la contrainte hydrique estival ne peut étre
résorbée. On peut ainsi observer l'effet cumulatif d'épisodes secs sur le développement de 'embolie au
cours de la saison de végétation. L'embolie s'accumule tout au long de la saison de végétation et
augmente fortement au cours de l'hiver suite aux alternances de .gel-dégel jusqu'a atteindre son
maximum (figure 18a). Ce n'est qu'au printemps suivant qu'il y aura restauration de la conductivité

hydraulique comme cela a été décrit précédemment.

5-Mécanismes anatomiques de réponse 4 la contrainte hydrique : résultats expérimentaux

Les arbres forestiers peuvent subir des stress longs et modérés ou bien des stress courts mais
intenses. Zimmermann et Milburn (1982) ont émis 1'hypothése d'un effet négatif du manque d’eau sur
l'anatomie du xyléme en notant la réduction des accroissements annuels au cours d'épisodes secs.
D'autres auteurs ont mesuré une réductidn de la tailles des vaisseaux sur sites secs (Huber, 1984 ;
Gasson, 1987 ; Vysotskaya et Vaganov, 1989).

La comparaison de deux peuplements de hétre A réserve utile en eau différente (Hesse et
Hayange) a montré que sur sol 4 réserve utile faible {(bord de plateau calcaire) il y a diminution de la

conductivité hydraulique des rameaux avec diminution de la LSC (tableau 6). Cette diminution de la
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conductivité est la conséquence de la réduction de la taille des vaisseaux et de leur longueur. Au cours
d'un stress hydrique modéré, le potentiel hydrique diminue mais n'entraine pas un développement
significatif de I'embolie. Le systeme conducteur est & la limite de son dysfonctionnement mais
I'intégrité hydraulique persiste. Treés peu d'études ont montré I'impact d'un stress hydrique sur
l'anatomie du xyléme..Richard et Passioura {1981 in Salih ef al., 1999) et Cruz ef al. (1992) ont noté
une diminution importante du diamétre des vaisseaux du métaxyléme au niveau racinaire de
graminées (Blé et Sorgho)} au cours d'une sécheresse. Lovisolo et Schubert (1998) ont montré des
résultats similaires aux ndtres chez la vigne, avec une diminution de la conductivité hydraulique
dans les tiges en relation avec une réduction du diamétre moyen des vaisseaux.

L'observation de la répartition des diamétres des vaisseaux a l'intérieur d'un cerne (figure 21)
montre que la différence de diamétre, entre les deux peuplements, s'exprime surtout dans la zone
prdduite au tout début du printemps. Cette différence s'estompe avec la formation de vaisseaux
"d'été". Ce gradient de répartition du diametre des vaisseaux montre que les modifications ne sont
pas d'origine nutritionnelle mais bien d'origine hydrique. En effet, une différence de fertilisation
entre les deux stations aurait induit une limitation de la taille des vaisseaux dans tout le cerne
(Huber, 1984).

La diminution de la taille des vaisseaux et de la LSC induit un gradient de potentiel
'hydrique plus négatif dans l'arbre qui peut étre préjudiciable si la disponibilité en eau diminue
davantage. Nous n'avons pas réalisé de courbes de vulnérabilité sur les rameaux prélevés 2 Hayange
mais nous pouvons penser que fa vulnérabilité des vaisseaux a diminué en réponse i la contrainte
hydrique (Alder et al., 1996).

Ces résultats suggerent que la modification de la taille des vaisseaux contribue a rendre le
systéfne conducteur plus résistant 3 I'embolie et que la perte d'efficience hydraulique est compensée
par un vulnérabilité plus faible. Ces résultats sont a. confirmer par la réalisation de courbes de

vulnérabilité,

6-Réponse hydraulique & 1a contrainte hydrique ; conclusions

En réponse & un stress hydrique, la conductance hydraulique des tiges diminue (cavitation et
embolie.). La diminution de la conductance hydraulique contribue a réduire la conductance totale de la
plante, la conductance stomatique et la conductance hydraulique sont affectées a la fois. La
diminution de la conductance du xyléme suite au développement de I'embolie contribue directement a
la réduction du flux d'eau a travers la tige (Schultz and Matthews, 1988) et induit une fermetfure
stomatique qui limite la transpiration et permet d'éviter un développement plus imiaortant de
1'erhbolie (figure ITI, 4 ; Sperry, 1986 ; Meinzer et Grant, 1990 ; Sperry et Pockman, 1993). Dans certaing
cas, la régulation stomatique est précoce et limite le dévéloppement de l'embolie (Sperry, 1986),
parfois la diminution de la conductance stomatique suit le développement de l'embolie (Meinzer et

~ Grant, 1990).
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La diminution de conductance hydraulique peut résulter également d'une modification de la
taille des vaisseaux du xyléme nouvellement formés. Nos résultats montrent que des apports en eau
non optimaux induisent, a plus ou moins long terme, une diminution de la conductance hydraulique du
xyléme qui n'est pas imputable & un développement de I'embolie mais & une diminution du diameétre
moyen des vaisseaux. Lovisolo et Schubert (1998) suggérent que la diminution de conductance
hydraulique est principalement due & une réduction de la surface des vaisseaux en réponse 4 une baisse
de la croissance des tiges.

Ces auteurs et notre étude montrent que la taille des vaisseaux nouvellement formés diminue
pour des contraintes hydriques relativement faibles, alors qu'a potentiel hydrique trés négatif, les
flux d’eau sont fortement régulés par les stomates.

Zimmermann et Jeje (1981) ont moniré que chez les angiospermes le diamétre des vaisseaux est
positivement corrélé avec leur longueur, c'est ce qui apparaif dans notre comparaison anatomique
entre Hesse et Hayange (tablau 6). La diminution de la longueur des vaisseaux contribue également &
diminuer la conductivité hydraulique des plants stressés (Lovisolo et Schubert, 1998).

Ces deux mécanismes, régulation stomatique et acclimatation anatomique, requiérent des
temps de mise en place différents. Lovisolo et Schubert (1998} ont montré une diminution de la taille
des vaisseaux environ 40 jours aprés un stress hydrique modéré chez la vigne. Par contre, la fermeture
stomatique est beaucoup plus rapide a se mettre en place (de I'ordre de I'’heure, Barradas et al., 1994).
Ces deux types de réponses caractérisent des stratégies différentes face & des contraintes d'intensité
diffé’rentes. Une stratégie de réponse a court terme et réversible (régulation stomatique) et une
stratégie 4 moyen terme plus durable (acclimatation hydraulique).

Si la réduction de la taille des vaisseaux et la régulation stomatique sont des mécanismes
distincts, ils ne sont pas indépendants. Nous avons montré que le seuil de régulation stomatique est
dépendant de la vulnérabilité a la cavitation (figure III, 4) ; la sensibilité d'un vaisseaux i I’embolie
est dépendante de la taille et de la structure des pores pariétaux et en général de petits vaisseaux ont
une forte probabilité d’avoir des pores plus petits et donc d’8tre moins sensibles a la cavitation
(Salleo et al., 1985 ; Sperry et Tyree, 1988 ; Hargrave et al., 1994 ; Lo Gullo et al., 1995). Mais
également, 'augmentation des tensions hydrostatiques suite & la diminution de LSC peut entrainer la
différenciation de pores plus péﬁts au niveau des ponctuations et contribuer ainsi a une réduction de la
vulnérabilité & la cavitation Ainsi, la diminution de la taille des vaisseaux pourrait ne pas avoir
uniquement un role de diminution des pertes en eau mais aussi de réduire la vulnérabilité a la

cavitation et donc de limiter le risque d‘embolisation des tiges.
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IV-Acclimatation du xyléme a la lumieére

1-Effets de 1'éclairement sur l'efficience et la vulnérabilité a 1a cavitation du xyléme

N

La vulnérabilité du xyléme & la cavitation de rameaux suite & un stress hydrique est
fortement modulée par l'éclairement requ au cours de la croissance : nous avons remarqué
précédemment que les branches d'ombre sont plus vulnérables que les branches de pleine lumiére
(figure 16 ; figure II, 1 ; figure III,1). Ces résultats obtenus sur branches d'arbres adultes sont
transposables a de jeunes plants de hétre acclimatés a différents niveaux d'éclairement.

7 Pour les branches de lumiere, une faible vulnérabilité a la cavitation est positive car elles
subissen_t des variations de transpiration au cours de la journée beaucoup plus importantes que les
branches d'ombre. Ces fortes valeurs de transpiratioﬁ induisent des potenﬁels Ihydriques de feuille et
de xyléme trés négatifs (figure I1I, 3). Nos résultats suggérent qu'a l'intérieur d'un houppier la
vulnérabilité du xyléme est corrélée a la transpiration et au potentiel hydrique minimum de xyléme
qui s'y développent. Dans notre étude, une diminution de la vulnérabilité a la cavitation n'est pas
corrélée avec une diminution de l'efficience du xyléme (figure I, 5). Chez le hétre, les rameaux qui ont
les vaisseaux les plus larges (diamétre moyen) et les plus fortes conductivités hydrauliques sont ceux
qui sont les moins vulnérables. Il n'y a pas de compromis enire efficience hydraulique et vulnérabilité
a la cavitation cheéz des branches de hétre acclimatées a différentes conditions lumineuses.

Tyree et al. (1994) ont moniré des résultats identiques aux ndtres sur d'autres espéces ligneuses.
Une plus faible efficience augmente la chute de potentiel hydrique tout au long du trajet de la séve ce
- qui limite les bénéfices d'une plus faible vulnérabilité. L'impact positif d'une augmentation de la
vulnérabilité chez les branches d'ombre semble alors peu clair. Ainsi la vulnérabilité du tissu
conducteur serait un marqueur des conditions de croissance et des potentiels hydriques minima atteint
au cours de la différenciation des vaisseaux.

Chez le hétre, les branches qui ont poussé a l'ombre présentent une conductivité hydraulique
plus faible que les branches de lumieére (figure I, 2; figure I1, 3). Cependant, les pertes en eau sont plus
limitées par les taux de transpiration et de conductance stomatique induits par 'ombrage que par une
limitation de la capacité de transfert du xyléme. Un découplage entre la surface foliaire et le taux de

transpiration peut étre une stratégie évolutive permeftant d'optimiser l'interception de la lumiére
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tout en ayant une bonne efficience d'utilisation de l'eau sous fort ombrage (Schutze et
Matthews,1993),

Ainsi, la structure du xyléme est acclimatée aux conditions environnementales mais cette
acclimatation nécessite une période relativement longue (formation de \faisseaux). Nous pouvons
alors nous poser la question sur les impacts d'un brusque changement des conditions lumineuses sur des
branches acclimatées a un niveau donné d'éclairement. Aux vues de nos résultats, des branches
d'ombre placées en pleine lumiere (élagage, éclaircie...) risquent de s'emboliser rapidement s'il n'y a

pas de régulation efficace des flux (Tognetti et al., 1994).

2-Réponses anatomiques et hydrauliques 4 une éclaircie forestiére

Les risques de mortalité des branches notamment les plus basses sont augmentés aprés une
éclaircie (Tognetti et al., 1994). Quatre mécanismes physiologiques ou hydrauliques permettent de

limiter les risques d'un développement trop important de 1'embolie :

(1) 1a fermeture stomatique limite les pertes en eau et la chute du potenﬁel hydrique,
(2} l'augmentation de I'efficience du xyléme (LSC) limite la chute de potentiel hydrique
tout au long du trajet de l'eau,

{3) la diminution de la vulnérabilité a la cavitation,

(4) la segmentation hydraulique confine |'embolie dans les zones périphériques de

l'arbre).

Nos résultats ont montré que des branches d'ombre de hétre soumises a des conditions
d'évapotranspiration plus drastiques (rayonnement, température, déficit de saturation de l'air)
aprés une éclaircie ne se sont pas embolisées malgré une conductance stomatique forte (figure IV, 2.
Ces branches présentéient méme des taux de croissances plus importants que des branches restées a
l'ombre (figure IV, 1). Des mécanismes autres que la fermeture stomatique ont été mis en place pour
permettre un transfert d'eau efficient et "sécurisé” (safety , Zimmerman, 1983). Les observations
anatomiques réalisées sur les rameaux formés aprés l'éclaircie révélaient des différences
significatives par rapports aux rameaux agés de un an (tableau IV, 1} et la sensibilité des vaisseaux a
la cavitation avait méme diminué (figure IV, 4). Chez le hétre, il semble que le xyléme puisse
rapidement acclimater sa structure a un changement des conditions iuﬁineuses.

Nos études anatomiques ont montré que les branches de lumiére avaient des vaisseaux plus
larges que celles d'ombre et des densités plus fortes (tableau IV, 1). Tout comme les feuilles,
I'anatomie du xyléme est un bon marqueur de 'acclimatation des structures de transfert aux conditions
environnementales et dans notre cas de l'éclairement requ. _

Ces modifications anatomiques ont un impact important sur la conductivité hydraulique

spécifique foliaire des rameaux (LSC). La LSC des rameaux "éclaircis” a fortement augmenté

58



Fonctionnement hydraulique du hétre

(tableau IV, 2) sans toutefois atteindre celles des rameaux de pleine lumiére (9,56 mmol.s-l.m-1.MPa-
1 versus 12,36 mmol.s"l.m'l.MPa’l).

Les branches "éclaircies" avaient une plus faible sensibilité des vaisseaux a la cavitation que
les branches d'ombre d'origine (figure IV, 4). Avec un ¥¢av identique aux branches d'ombre, les
branches "éclaircies" atteignent 50% de perte de conductivité pour des potentiels hydriques plus
négatifs (-2,5 MPa versus -2,25 MPa). La différence de vulnérabilité s'accroit encore pour des valeurs
de potentiel hydrique plus négatives. Ces branches restent cependant plus vulnérables que les
branches de lumiére. Ces résultats confirment l'impact de l'éclairement sur la vulnérabilité a la
cavitation observé sur jeunes plants et arbres adultes {figure 16 ; figure II, 1 ; figure IIL,1).

Les conditions de croissance et les caractéristiques microclimatiques ont un fort impact sur les
caractéristiques anatomiques du xyléme et sa vulnérabilité. Contrairement a la littérature (Tognetti
et al., 1994), dans notre cas I'acclimatation du xyleme aux nouvelles conditions microclimatiques est
rapide . Les mesures de vulnérabilité ont été effectuées en juillet, seulement trois mois aprés la reprise
de croissance, et déj'é nous pouvons noter des différences significatives de sensibilité a la cavitation.
Les vaisseaux nouvellement formés semblent s'acclimater én "direct” aux nouvelles conditions

climatiques

3-Conclusions

Nos résultats montrent que les anciennes branches qui ont subi 1'éclaircie présentent des
caractéristiques différentes de celles des branches d'ombre. En l'espace de quelques mois, leurs
caractéristique.s' physiologiques (régulation stomatique) et anatomiques (taille et densité des
vaisseaux) se sont modifiées. Ces branches différent toutefois des branches de lumiére et montrent
qu'elles ne sont pas acclimatées totalement anx nouvelles conditions lumineuses.

- La différenciation et la taille des pores pariétaux semblent évoluer en équilibre avec les
conditions de croissance. Ceci explique la contradiction entre les résultats de Hardgrave et al. (1994)
et les notres (relation entre la taille des vaisseaux et la vulnérabilité 2 la cavitation). Malgré une
augmentation de l'efficience hydraulique pour les éclairements les plus forts (diameétre des vaisseaux
plus gros), les branches de lumiére étaient les plus résistantes a l'emb_olie. Les branches intégreﬁt au
cours de leur croissance les parametres climatiques et développent des structures en équilibre avec le
milieu afin d'optimiser les transferts d'eau. Ceci explique cette acclimatation en "direct” du xyléme

Les changements hydrauliques observés chez le hétre au cours.'de cette étude ont un important
impact sur la colonisation et la croissance des branches a l'intérieure des troudes de ['éclaircie.
L'augmentation de la conductivité hydraulique et la diminution de la vulnérabilité du xyléme vont
permettre une optimisation des échanges gazeux (assimilation du carbone) et expliquer
l'augmentation des taux de croissance observés (figure 1V, 1 ; Maherali ef al., 1997). La plasticité
phénotypique et la réponse rapide de la structure hydraulique contribuent i la survie des branches

lors de changements brutaux du milieu.
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V-Conclusions générales et perspectives de recherche

Cette étude avait deux objectifs principaux:

(1) caractériser les paramétres hydrauliques qui conditionnent les transferts d'eau dans
l'arbre, 7

(2) analyser les impacts de facteurs climatiques et édaphiques tels que le froid, la lumiére et
la disponibilité en eau du sol sur la plasticité hydraulique du hétre. -

Ainsi, nous avons effectué dans une premiére partie un travail descriptif des caractéristiques
hydrauliques A l'échelle de l'arbre (résistance hydraulique, anatomie, vulnérabilité & la cavitation)
puis analysé les mécanismes de répon.se aux changements environnementaux (anatomie,
vulnérabilité...)

 L'architecture hydraulique du hétre est une structure variable en fonction des conditions
_environnementales qui peut s'acclimater rapidement 4 des changements climatiques brutaux
(éclaircie, sécheresse...). Cette plasticité permet au xyléme d'étre en équilibre avec le milieu et de
subvenir avec une efficacité maximale aux besoins en eau des feuilles.

Cependant, le systeme conducteur du hétre est vulnérable. L'embolie hivernale semble
inévitable et se développe progressivement au cours de I'hiver. L'embolie liée & la contrainte
hydrique est plus rare en régions tempérées et se développe pour des déficits hydriques longs et de
forte intensité. La résistance & la cavitation estivale dépend (1) de la sensibilité des vaisseaux et (2)
des mécanismes développés pour limiter la chute de potentiel hydrique dans les tissus. Les
différences de vulnérabilité i la cavitation observées sont corrélées avec les différences de potentiel
hydrique de feuille et de xyléme mesurés & midi solaire au cours de journées ensoleillées. Les
différences de vulnérabilité semblent avoir pour origine les différences de taille des pores pariétaux
entre deux vaisseaux. En effet, en station séche (Hayange), les vaisseaux étaient plus petits qu'a
Hesse mais certainement moins vulnérables 3 la cavitation, alors qu'é'Hesse les rameaux avec les
vaisseaux les plus gros étaient les moins vulnérables. C'est pourquoi la vulnérabilité a la cavitation
ne peut pas étre corrélée 3 la taille des vaisseaux uniquement (Tyree et al., 1994). C'est au cours de la
différenciation des vaisseaux au printemps qu'a lieu la mise en place de ces pores, leur taille est
certainement corrélée au ‘P’xygémg que les vaisseaux supportent les quelques semaines qui suivent leur
maturation. Cette étude suggére que les vaisseaux de hétre acclimatés a différentes conditions

lumineuses sont en équilibre avec les taux de transpiration et les valeurs de potentiel hydrique de
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xyléme. Cette plasticité du hétre est & mettre en relation avec sa tolérance & 'ombrage et sa capacité
a maintenir des branches vivantes sous des éclairages variés et des demandes évaporatoires
d'intensités variables. Ce travail montre que le hétre peut acclimater son architecture hydraulique a
des variations d'intensités des pertes en eau.

Chez le hétre, la régulation stomatique est suffisamment précoce pour limiter les tensions
dans le xyléme, mais la conductance résiduelle non nulle montre que c'est une espéce malgré tout assez
sensible a la contrainte hydrique. '

Malgré sa vulnérabilité hydraulique, I'arbre développe des mécanismes qui permettent de
réparer l'embolie dés la fin du stress (embolie hivernale) ou de maniére différée daﬁs le temps
(embolie estivale). Ces mécanismes sont suffisamment efficaces pour restaurer rapidement la
conductivité des rameaux.

Une partie importante de ce travail était de comprendre quelles étaient les capacités
d'acclimatation du xyléme en réponse a des contraintes environnementales telles des variations
d'éclairement ou le manque d'eau. L'anatomie du xyléme s'acclimate aux nouvelles conditions et
permet d'ajuster les pertes en eau en fonction de 'offre (eau du sol) €t de la demande {déficit de
saturation de l'air). Des modifications anatomiques induisent des changements dans les niveaux des
potentiels hydriques et leur répartition dans 'arbre. Ces modifications de 1'état hydrique interne de

l'arbre vont induire un "réajustement” de l'architecture hydraulique. L'architecture de l'arbre et
I'architecture hydraulique du xyléme vont donc interagir afin "d'optimiser” les flux d'eau en fonction
des différences microclimatiques a l'intérieur du peuplement.

Nous avons pu montré que la vulnérabilité & la cavitation pour une espéce variait en fonction
des conditions de milieu, La lumiére (cette étude), la teneur en eau du sol (Alder et al., 1996), Ia

_position dans la couronne (Cochard ef al., 1997 et cette étude) sont des facteurs qui induisent des
variations intra-spécifiques de vulnérabilité.

Nos résultats démontrent une certaine plasticité des propriétés hydrauliques d'un tissu
conducteur et de sa dépendance vis & vis de certains facteurs du milieu. La prise en compte de
l'architecture hydraulique des arbres et de la vulnérabilité & la cavitation est importante et offre un
regard nouveau sur la compréhension du fonctionnement hydrique et carboné des plantes.

Ce travail va nous permetire de développer un modeéle de calcul de la répartition des
potentiels hydriques et de la circulation de l'eau dans I'arbre en utilisant l'analogie & la loi d'Ohm
(cf. figure 15). En intégrant a ce modéle le risque de cavitation, défini par les courbes de vulnérabilité
a la cavitation, et la régulation stomatique, il sera possible d'estimer l'état de contrainte du systéme
et de prédire un risque de dysfonctionnement hydraulique au cours d'une contrainte hydrique. En
intégrant ce modéle & un modéle plus général de bilan hydrique a I'échelle de la parcelle forestiére,
il nous sera alors possible de mieux analyser les échanges d'eau entre le sol et l'atmosphére via la
plante.

Définir la sensibilité a I'embolie des espéces forestiéres et comprendre les relations qui
existent entre architecture morphologique et architecture hydraulique feront partie des outils

d'analyse du fonctionnement hydrique des arbres.
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Abstract The mechanism of freeze stress-induced em-
bolism in Fagus sylvatica L. branches was analyzed un-
der conirolled conditions. Excised branches were ex-
posed to successive freeze-thaw cycles in temperature
conirolled chambers. Thermocouples were placed on the
bark to detect sap freezing exotherms. The degree of xy-
lem embolism was estimated after each cycle by the loss
of hydraulic conductivity. After one freeze-thaw cycle
the degree of embolism was found to decrease with xy-
lem specific hydraulic conductivity, small apical shoots
being more susceptible to embolism. Exotherms revealed
that distal shoots were freezing first and exuded sap as a
result of water expansion. The lower water content in
apical shoots upon freezing probably induced higher sap
tensions which promoted air bubble expansion and ves-
sel cavitation preferentially near the apices. When the
decrease in water content was experimentally prevented,
embolism developed to a lesser extent, The higher vui-
nerability of shoot apices may protect the rest of the
branch from winter damage.

Key words Beech (Fagus sylvatica L.) - Cavitation -
Conductivity - Xylem embolism - Freeze-thaw

Introduction

Winter embolism is probably the main cause of xylem
dysfunction in temperate tree species (Sperry and Sulli-
van 1992; Wang et al. 1992). In species of oak, for in-
stance, the degree of xylem embolism following pro-
longed water stress remains low whereas one freezing
event may be sufficient to entirely impair all xylem con-
duits (Cochard and Tyree 1990; Cochard et al. 1992;
Sperry and Sullivan 1992). Xylem vulnerability to freez-
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ing stress appears to vary considerably among species
(Wang et al. 1992). This property may influence plant
success in colder environments (Tyree et al. 1994;
Langan et al. 1997).

The mechanism of xylem embolism production by
sap freezing has been widely documented (Suceff .1969;
Sperry et al. 1988; Just and Sauter 1991; Sperry and
Sullivan 1992; Lo Gullo and Salleo 1993; Améglio et al.
1995; Langan et al. 1997). Current thinking may be sum-
marized as follows: When sap freczes, air is released
from solution and forms bubbles which become trapped
in the ice. The risk of embolism formation will depend
on the stability of these bubbles when released into the
liquid phase upon thawing. This stability is mainly deter-
mined by the balance between the pressures exerted on
the air-water meniscus: the xylem pressure potential (Px)
and the bubble capillary pressure (Pc). If Px is greater
than Pc then the bubble expands, if Px is less than Pc, the
bubble contracts and vanishes. Good agreement has been
found experimentally between conduit volume and vul-
nerability to freeze-thaw events with larger conduits be-
ing more vulnerable (Cochard and Tyree 1990; Wang et
al. 1992; Sperry and Sullivan 1992; Lo Gullo and Salleo
1993). This may be explained if larger bubbles (lower
Pc) form in larger conduits or if Px decreases faster in
wide vessels.

Several studies have reported effects of freezing on
xylem embolism in Fagus sylvatica L. (Borghetti et al.
1993; Magnani and Borghetti 1995; Hacke and Sauter
1996). The patterns of embolism development were typi-
cal of a diftfuse-porous species with a graduated increase
over winter (Sperry et al. 1988). However, no attention
has been paid in these studies to within-branch variation
on vulnerability. In a recent field survey (Cochard and
Lemoine, unpublished data), we found during winter a
higher degree of embolism in 1-year-old apical twigs
compared to older shoots. This contradicts the theory
that larger conduits are more valnerable because vessels
are narrower and shorter near the apices in Fagus. In this
paper we report on two experiments undertaken to iry 1o
elucidate this anomaly in F. sylvatica. We tested the hy-



pothesis that apical twigs were freezing and thawing ini-
tially in a branch and that the subsequent xylem water
deficit would induce further embolism in the xylem sap
near the apices. In the first experiment we simulated
freeze-thaw cycles on cut branches and analyzed the pat-
terns of ice formation and embolism development. In the
second experiment, we analyzed the impact of shoot de-
hydration brought about by freezing on embolism forma-
tion.

Materials and methods

Plant materials

Most measurements were made on branches cut from 25-year-old
beech (Fugus sylvatica 1..) trees growing in a beech stand (Hesse
state forest, 48°40'N, 7°05°E, France). Branches were collected
from the sun-exposed part of the crowns with a pruning pole in
January and February 1996. Branches were 4 to 6 years old,
1.5-2.0 m long and with a basal diameter of approximately
1.5-2.0 cm. In a preliminary experiment, the maximum vessel
length was determined using the air perfusion method (Ewers and
Fisher 1989). No vessels were cut open in the current year shoots
but a few vessels were cut open in the 2- and 3- vear-old growth
increments. The cut ends were refreshed with a razor blade and
the branches were pressurized with water (0.3 MPa, filtered
through a 0.1 pm inline filter) over 4 h 1o dissolve any pre-existing
embolism,

Experimental setup

The branches were then used for one of the two following experi-
Ments:.

Experiment |

Freeze-thaw cycles were simulated using 2 large temperature-con-
trolled chamber in which intact branches could be wholly en-
closed. Air temperature was gradually reduced from ambient
(20°C) down to —10°C in 4 h (-7.5°C h-!) and maintained at
-10°C for 8-11 h. The maximum branch temperature variation
rate observed in the field was close to —6°C h-! (personal observa-
tion). Branches were then exposed to ambient temperature for the
thawing phase. During this phase, a vacuum pump (80 kPa pres-
sure relative to atmospheric) was connected to the base of the
branch in order to create a tension equivalent to the gravity tension
occurring at the initial position above ground (ca. 8 m). For one
branch, the pump was disconnected at thawing in order to infer the
effects of such xylem tensions. After branches had reached ambi-
ent temperature, they were either sampled for hydraulic measure-
ments (see below) or submitted to another cycle (up to five cy-
cles). Because branches may have dehydrated and developed wa-
ter-stress induced embolism during the thawing phases, one
branch was used as control and left at room temperature for five
cycles (i.e. 5 days). The branch was wrapped in a plastic bag dur-
ing the freezing phases and air exposed during the thawing peri-
ods. The branch was also connected to the vacuum pumyp during
the thawing procedure. The amount of embolism was measured on
sub-branches excised before each freezing phase. A total of 15
branches were sampled for experiment 1.

In order to assess the dynamics of sap freezing, one branch
was equipped with copper-constantan thermocouples to detect the
freezing exotherms. [ce crystal formation dissipated latent heat
and the duration of the exotherm indicated the time required for
the branch to freeze (Tyree 1983). Five thermocouples were placed
on the bark of 1- to 3-year-oid shoots and covered with foam. A
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second set of thermocouples measured the reference chamber air
temperature at the same locations. The difference in temperature,
At, between the two thermocouples characterized the freezing exo-
therm of each shoot. To standardize the values, we subtracted the
temperature difference at the onset of freezing to At for sach set of
thermocouples. Data were logged every minute with a Campbell
CR7 Data Logger. This branch was exposed to a first cycle as
above, refilled with distilled water and exposed to a second cycle,

Experiment 2

This second experiment aimed at continnously following the water
flow through a branch segment during freeze-thaw cycles. Be-
canse water was allowed to enter the segment at both ends, xylem
dehydration was minimized in this experiment. The experimental
set up was similar to that described by Cochard and Tyree (1990)
for Quercus rubra. Seven 50-70 cm long, !- to 7-year-old seg-
ments were excised under water from beech branches. Cut ends
were refreshed under water with a razor blade and fitted to water-
filled tubing connected to source and sink reservoirs. The shoots
were placed in a 40 cm long insulated and temperature controlled
box with both ends protruding outside. On two occasions, the res-
erveirs were placed on the scales of two computer-controlled bal-
ances located 90 cm (source) and 130 cm (sink) below the branch.
The average water tension in the branches was then —11 kPa (rela-
tive to atmosphere). For the remaining experiments, the sink reser-
voir was connected to a vacuum pump. The depression was moni-
tored with an electronic pressure transducer and adjusted between

. =65 and -75 kPa. The average water tensions in the branches

ranged between -37 and —42 kPa. The branch temperaiure was
menitored with thermocouples mounted on the bark, The branches
were exposed to two or three consecutive freeze-thaw cycles with
minimum branch temperatures respectively equal to —6, -11 and
—-16°C.

Embolism detection

Embolism was estimated via its effect on hydranlic conductivity
(Sperry et al. 1988) in different segments of the branches {corre-
sponding to different” diaméters and different ages). On each
branch, usually 15 2-cm-long samples were cut under water with a
razor blade. The hydraunlic conductivity (K, Kg m s MPa-!)
was measured by perfusing the samples with degassed distilled
water at 6 kPa. Conductivity was restored by flushing with water
pressurized to 0.1 MPa (K., ). A 15 min flush was usually suffi-
cient to restore the full capacity of the xylem. However, a second
flush was performed as confirmation. The degree of loss of hy-
draulic conductivity (PLC) was computed as:

PLC=100%(1-K ;3K )

At the end of the measurements, we measured the mean xylem di-
ameter, excluding bark, to compute the saturated xylem-area-spe-
cific hydraulic conductivity (K, Kg m~! s-1 MPa-!), K, is an esti-
mator of the xylem hydraulic efficiency and is mainly ¢ontrolled
by vessel size (Tyree et al. 1994).

Results
Experiment 1

The effects of one freeze-thaw cycle on the loss of hy-
draulic conductivity (PLC} in beech branches can be
seen in Fig. I. The x axis represents the sample specific
hydraulic conductivity (K,) which increases with sample
diameter due to wider vessels in larger twigs (not
shown). When no tension was applied upon thawing only
apical shoots with low K, exhibited significant degrees
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Fig. 1 Percent loss of xylem hydraulic conductivity (PLC, %)
measured in internodes of two excised branches of Fagus sylvatica
exposed to one freeze-thaw cycle. For one branch (closed circles)
a vacuim pump was connected to the cut base upon thawing, The
x axis represents the specific hydraulic conductivity (K;) which is
a measure of sampie porosity. Each point represents an internode
sampied. Xylem embolism decreased with K, and increased when
tensions were applied
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Fig. 2 Progression of embolism (PLC, %) in the xylem of cut
branches exposed to successive freeze-thaw cycles (experiment 1).
One branch (squares) was not frozen and used as a control. Xylem
samples were averaged according to their K values in three class-
es (circles: <1.5 10-3; triangles: 1.5-2.5 10“ diamonds: >2.5
1073 Kg m! s~1 MPa-"). n=13. Error bars represent ong SD

of embolism (up to 60 PLC). On branches submitted to
80 kPa tension, a drastic increase in PLC (compare open
and closed symbols) was measured.

Figure 2 shows the evolution of PLC with increasing
number of freeze-thaw cycles. Because PLC were well
correlated with sample K, (Fig. 1} we distributed and av-
eraged our data set for three conductivity classes. No sig-
nificant water stress-induced embolism developed in the
control branch at any stage. Branch segments with low
K, (apical) exhibited high PLC values (85%) after the
first cycle with no subsequent significant increase in sub-
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Fig.3 Time course of bark temperature of an entire branch ex-
posed to one freeze-thaw cycle {experiment 1). Different lines re-
present different 1- to 3-year-old internodes. The arrow indicates
the onset of the warming phase. The time course of temperature
differences between ambient air and ihe bark during the freezing
exotherm is shown in the insert

sequent cycles (upper line on Fig. 2). The degree of PLC
in samples with higher K values only reached 50% after
the first cycle and steadily increased with repeated cycles
up to 95%.

Time course of bark temperature during one freeze-
thaw cycle is shown in Fig. 3a. Three shoot internodes of
different ages are shown. Freezing exotherms are shown
in Fig. 3b. The onset of freezing was clearly identified by
a rapid increase of bark temperature (up to 2°C). The end
of the exotherm was arbitrarily taken when At returned to
zero. Freezing occurred within a few minutes in the dif-
ferent parts of the branch but lasted much longer in big-
ger and older stems (from 40 min for 1 year old tw:gs to
100 min for 3 year old twigs).

Experiment 2

The results for one experiment for a branch segment with
both ends connected to a balance can be seen in Fig. 4.
The water flow measured by the lower balance (down-
stream) progressively decreased during the cooling phase
due to changes in water viscosity (Fig. 4b). When water
started to freeze, as shown by the onset of the exotherm
(Fig. 4a arrows) the water flow rapidly increased corre-
sponding to water expulsion from the branch. Upon
thawing the opposite phenomenon was noticed, the water
entering the branch induced a negative flow. Figure 4¢
shows the algebraic summation of water weights on the
two balances. This sum represents the variation of water
stored in the branch and the tubing, Because the ambient
air temperature was constant during the experiment, this
graph mosily indicates the variation in the water content
of the branch itself. The variations in branch temperature
produced minor changes in water content due to change
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Fig. 4 Representative results from experiment 2. A 60 cm long
branch segment with each cut end connected to an analytical bal-
ance was exposed to two successive freeze-thaw cycles. a time
course of bark temperature. Note the two freezing ¢xotherms (ar-
rows). b Time course of water flow through the branch as mea-
sured by the downstream balance. ¢ Variation of branch water con-
tent, Water was exuded out of the branch during freezing
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-Fig. 5 Progression of embolism (PLC, %) in the xylem of branch
segments exposed to successive freeze-thaw cycles (experiment 2).
Contrary to experiment 1, xylem dehydration was prevented upon
freezing. Water tension in the branches was ca. -11 kPa (circles,
n=2) or ca. —40 kPa (squares, n=5). Error bars represent one SD

209

in water density. When the branch was frozen, its water
content was clearly reduced. It can be seen (Fig. 4b) that
the water flow through the branch segment under ambi-
ent temperature was barely reduced by two freeze-thaw
cycles. The same pattern was observed when branches
were placed under higher tensions (ca. —40 kPa). In other
words, under the conditions of experiment 2, the freeze-
thaw treatments had much lower impact on the develop-
ment of embolism than vnder the conditions of experi-
ment 1 (Fig. 5).

Discussion

The experiments conducted, under controlled conditions,
on F sylvatica branches may explain why, in apparent
contradiction to the theory of larger conduits being more
vulnerable, apical shoots with smaller vessels are the
more vulnerable to freeze-thaw events. Resuits from ex-
periment 1 confirmed field observations and emphasized
the role of xylem tension in the mechanism of embolism
induction. Furthermore, the analysis of the freezing exo-
therms revealed that smaller shoots were entirely frozen
before the remainder of the branch. Results of experi-
ment 2 suggested that npon freezing water was exuded as
a consequence of water volume expansion, Water exuda-
tion was probably the triggering factor for embolism for-
mation in the shoot apex because when water was al-
towed to freely enter the shoot upon thawing, the embo-
lism developed little (experiment 2). From these observa-
tions we can conclude that water exudation upon freez-
ing in intact shoots probably lowered the water content
of the smaller shoots and thus induced higher xylem ten-
sions upon thawing near the apex. Although bubbles
were likely to be smaller in these terminal shoots, the
capillary pressure they developed was not high enough to
compensate for the decrease in xylem pressure.

These results largely agree with the mechanism pro-
posed by Sucoff (1969) for conifers. Sperry et al. (1998)
proposed a different mechanism for Acer. According to
their observations, winter embolism in sugar maple was
probably caused by ice sublimation. Terminal shoots
were more vulnerable because they were more exposed
to the sun and exhibited higher surface-to-volume ratio.
Ice sublimation can occur under field conditions but was
unlikely during our experimnents. Acer is also unusual
because its xylem uptakes water upon freezing (Tyree
1983). Consequently, xylem tension is considerably re-
duced or even positive upon thawing which lowers the
risk of embolism formation.

Was the higher vulnerability of Fagus terminal shoots
only incidental or could it benefit the trees? Sucoff
(1969) snggested that upon thawing in conifers, only a
few tracheids with big air bubbles cavitate. As these bub-
bles expand, tension is released which allows bubbles in
the surrounding tracheids to dissolve. A similar phenom-
enon appears 1o be plausible for Fagus. The embolisation
of distal vessels may protect the older parts of the branch
from freezing damage. However, results from experi-
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ment | and other experiments (Sperry and Sullivan 1992;
Magnani and Borghetti 1995) suggest that this effect is
cumulative and after several freeze-thaw cycles the
whole xylem reaches a high degree of embolism.

It is likely that the mechanism we describe is exacer-
bated under field conditions. This results because at
dusk, tree apices will be exposed to lower ambient air
temperature and freeze earlier, whereas in the morning
they will be the first to be rewarmed by the sun.

In conclusion, within a branch of F sylvatica, the like-
lihood of embolism formation is more dependant on the
dynamics of sap freezing than xylem characteristics. Be-
cause terminal shoots freeze first, they are more prone to
embolism even though they exhibit smaller vessel size.
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The effects of acclimation to sunlight on the xylem vulnerability
to embolism in Fagus sylvatica L.

H. COCHARD*, D. LEMOINE & E. DREYER
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ABSTRACT

We assessed the effects of irradiance received during
growth on the vulnerability of Fagus sylvatica L. xylem
vessels to water-stress-induced embolism. The measure-
ments were conducted on (1) potted sﬁplings acclimated
for 2 years under 100% and 12% incident global radiation
and (2) branches collected from sun-exposed and shaded
sides of adult trees. Both experiments yielded similar

- results. Light-acclimated shoots were less vulnerable to .

embolism. Xylem water potential levels producing 50%
loss of hydraulic conductivity were lower in sun-exposed
branches and seedlings than in shade-grown ones {-3-0
versus —2+3 MPa on average). The differences in voinera-
bility were not correlated with differences in xylem
hydraulic conductivity nor vessel diameter. Resistance to
-cavitation was correlated with transpiration rates, midday
xylem and leaf water potentials in aduit trees. We con-
cluded that vulnerability to cavitation in Fagus splvatica
Inay acclimate to contrasting ambient light conditions,
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INTRODUCTION

Since the introduction of refiable techniques to measure cav-

itation events (Tyrce & Dixon 1983) and air embolism in

xylem (Sperry, Donnelly & Tyree 1988a), considerable

. progress has been made in the knowledge of species vulner-
ability to water stress and in the understanding of whole
plant water relations. We now have evidence that xylem con-
duits are exposed to cavitation events and that many woody

- species are operating very close to the point of xylem dys-
function (Tyree & Sperry 1988). Therefore, it has been sug-
gested that the maintenance of xylem integrity may impose a
limitation to maximum plant transpiration rates (Jones &
Sutherland 1991; Cochard, Bréda & Granier 1996a; Lu et al.
1996). This hypothesis has recently been verified for a
mutant of Populus trichocarpa lacking efficient water loss
regulation (Cochard, Ridolfi & Dreyer 1996b).
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The mechanism of dehydration-induced xylem embeolism
has been identified (Sperry & Tyree 1988). Air enters the
lumen of water-filled vessels through pores in the pit mem-
brane of the walls when the xylem pressure potential
exceeds the maximum capillary pressure sustainable by the
pores. Xylem tension, measured by its water potential,
¥, yiem» 18 therefore the triggering variable for embolism
induction. Xylem dysfunction can then be characterized by
‘vulnerability curves’ (VC) which represent the changes in
embolism level with increasing tension in xylem sap.
Xylem VCs have been established for a large number of
woody species and we now have a better idea of its variabil-
ity. VCs were first shown to differ considerably between
species (e.g. Sperry, Tyree & Donelly 1988b; Cochard ez al.
1991; Cochard 1992), or genotypes (Neufeld er al. 1992;
Borghetti et al. 1993). Significant differences were also -
found between organs of a same plant (Tyree er al. 1993a;
Sperry & Saliendra 1994; Hacke & Sauter 1995) or similar
plants growing under contrasted soil water conditions.
{¥ackson, Trvine & Grace 1995; Alder, Sperry & Pockman
1996). It has also been shown that petiole vulnerability var-
ied according to their vertical position in a crown of
Fraxinus excelsior (Cochard er al. 1997). )

However, the question of whether the xylem vulnerabil-
ity of a tree can acclimate to modifications in ambient con-
ditions remains largely unexplored. For instance, forest
tree species experience very contrasting light” conditions
during their life-time, especially shade-tolerant species that
initiate their growth in the understory. As light is a major
factor determining plant water relations, the degree of
xylem tension and therefore the risk of xylem embolism
may change with the growing conditions of the tree. Xylem

‘vuinerability acclimation to new imradiance conditions

might then determine tree survival, This may also be an
important issue in the context of a global climate change
because the increasing likelihood of drought may interact
with the effects of Iight. There is evidence from the litera-
ture that xylem conductance is sensitive to light (Schultz &
Matthews 1993) but there is no information available on
the effect of light on xylem vulnerability to embolism.

The objective of this study was to assess the plasticity of
xylem vulnerability in Fagus sylvatica induced by differ-
ent ambient light conditions. We chose this species because
it is known to grow and develop under both full-light and
heavily shaded conditions and to maintain large living
branches in the shade of the under-canopy. We compared
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shoot internodes VCs (1) of saplings grown under two dif-
ferent irradiance levels and (2) of branches in different light
conditions from the same adult trees. Xylem safety was
compared to xylem anatomy and xylem hydraulic conduc-
tivity to examine if a gain in hydraulic safety was associated
with a loss in hydraulic efficiency. We also analysed leaf
gas exchange and leaf water potentials to find out if differ-
ences in VCs had some impacts on branch water refations.

MATERIALS AND METHODS
" Plant material

Two mature, 70-year-old, Fagus sylvatica L. trees were cho-
sen in the Arboretum of Amarnce, near Nancy, in the eastern
part of France (48°45' N, 6°20' E, elevation: 255 m). The
frees were growing on the periphery of the Arboretum, with
southern branches exposed to full sunlight (= light branches),
and northern ones heavily shaded by upper crown branches
and surrounding trees (= shade branches).

The experiments on potted saplings were conducted in
1994 after the plants were grown for two consecutive years
under contrasting light environments. In spring 1993, 80 1-
year-old plants were transplanted in 5-L pots containing a
mixture of sand and blond peat and fertilizer (Nutricote
100 N/P/K 13/13/13; Nutril, Paris, France). The plants
were randomly allocated to each of two treatments: full
light (control) and shade. In the shade treatment, the inci-
dent irradiance was artificially reduced by shade screens.
The microclimate under the screens was continuously
monitored for several weeks with a portable weather sta-
tion and correlated with the nearby weather station of
Champenoux. On average, the global radiation (W m™) for
the shade treatment was 0-12, the air temperature (°C)
0-86, and the air vapour pressure deficit (hPa) 0-9 that of
the ambient values, respectively. The shade treatment was
close to the light environment in Fagus sylvatica forest
understory {(Aussenac & Ducrey 1977) with the difference
that the red/far red ratio was not modified by these neutral
screens {data not shown). Plants were well watered
throughout the experiment. Six full-light, and seven shade-
grown saplings were sampled for hydraulic analysis.

Vulnerability curves

Vulnerability curves (VCs) are plots of degrees of xylem
-embolism versus ¥, .., that induced the embolism. They
are constructed by dehydrating different excised branches
to different ¥, Degrees of embolism were assessed as
described by Sperry et al. (1988a) by measuring losses of
hydraulic conductance caused by air blockages in the xylem
conduits of short (2-3 ¢cm) shoot internodes. We established
VCs for current-year and previous-years shoot internodes.
In August and September 1993, we collected branches from
the mature trees in the morning with a 6-m-long pmning
pole, enclosed them in an black airtight plastic bag to
reduce water loss through transpiration and brought them to
the laboratory for hydraulic analysis. In August 1994, VCs

were established for saplings. Saplings’ root systems were
cleaned from their soil in the nursery and brought to the lab-
oratory as described above. In the laboratory, the samples
were bench dehydrated for a few hours to a few days, then
enclosed for at least 4 h in an black airtight plastic bag to
stop transpiration and remove water potential gradients
between the leaves and xylem vessels. ¥, ..., Was then cal-
culated from the leaf water potential measured on four ran-
domly chosen leaves with a pressure chamber. Xylem
tension was then returned to zero by immersing the
branches in tap water for 30 min before hydraulic analysis.
‘When the saplings were large enough, one or two branches
were cut under tap water from the main axis and the remain-
der of the saplings allowed to dehydrate anew to lower
¥, ytem values. After rehrydration, eight to 15 shoot intern-
odes were excised under water from different growth units
of each branch. The initial hydraulic conductivity Ky,
(mmol m s MPa”l) was measured by forcing distilled
water with 5 kPa pressure difference through each sample
and measuring the resuiting flow rate (mmol s*') with five
decimal place analytic balances connected to a computer.
Air embolism was then removed by successive (-1 MPa
water pressurization until the conductivity no longer
increased (K ,,,). The percentage loss of hydrauhc conduc-
tivity (P) was then calculated as:

P=100 (1 - Kiei/Knax) OF

'The following sigmoid function was fitted to the experi-

mental valnerability curves:
P( l:ll:rtylem) = PO + (100 - PO)/(1 + (Tx}'lem" lIISOP)S) (2)

where P is the native state of embolism, ¥syp is the ¥y e,
that induces 50 P and s is a slope parameter. Equation 2
was inverted to compute the value of ¥, yiem fOr which P
increased by 10% (*Figp). ¥op Was a rough estimate of the
point of runaway embolism, i.e. a threshold water potential
below which any slight increase in leaf transpiration will
iead to 100 P and shoot desiccation (Tyree & Sperry 1988).

To characterize the xylem hydraulic efficiency to water
transport (Tyree & Ewers 1991), we assessed xylem
anatomy (see below), segment cross-section area specific
hydraulic conductivity (K,, mol m™" s MPa™") and leaf area
specific hydraulic conductivity (K}, mmol m™ 57! MPa™).
K, was computed by dividing K., by the segment cross-
section (m?, bark not included). X, is an integrative parame-
ter determined by vessel diameter and vessel number. K was
calculated by dividing K., by total leaf area distal to xylem
internodes (m?, one side counted).

Water potential and stomatal conductance

Minimum midday leaf water potentials (¥, of the adult
trees were assessed with a portable pressure chamber
(PMS, Coravalis, Oregon, USA} on two sunny days during

* the summers of 1993 and 1997. Midday xylem water poten-

tials (¥, y1.m) Were estimated in 1997 by measuring the mid-
day water potential of leaves that were previously enclosed
in an aluminium foil early in the moming. During the 1994
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growing season, we measured sapling midday leaf stom-
atal conductance, g, (mmol s~ m™), and transpiration rate,
E (mmot s~ m~”) with a portable porometer (Li-Cor 1600;
Lincoln, Nebraska, USA). This was measured on four
plants per treatment on 7 d. In 1997, we measured g, and E
for adult trees on leaves randomly taken from representa-
tive sunlit and shaded branches.

Xylem anatomy

-
‘Vessel diameters were measured for saplings and adult
branches on four representative 1-year-old shoots. Thin
cross-sections were obtained by hand with a fresh razor
blade and observed with a light microscope (400x). On
each cross-section we chose a séctor delimited by two
radial rays and measured at least 50 conduits larger than
10 prm with an micrometric ocular (resolution one ym). For
each conduit, we measured the minimum and maximum
lumen diameters and computed their geometrical means.

RESULTS

Shade- and full-light-grown branches differed in their
anatorny and water relations (Table 1), Leaf mass per unit
area (LMA) was higher for leaves grown under high irradi-
ance, but the LMA values for light-acclimated saplings were
much lower compared with light-acclimated adult branches.
Midday leaf (¥..) and xylem (¥,,,.,,) water potential val-
ues were significantly Jower for full-light branches than
shaded ones. Lower water potential values were associated
with higher stomatal conductance and transpiration rates in
adult trees. However, saplings of both treatments exhibited
similar stomatal conductance (g,) values.

On mature trees, branches developed under full-light con-
ditions were clearly less vulnerable to water-stress-induced
embolism (Fig. 1a & b and Table 2). The difference in F54p
and ¥, ,p was about (-8 MPa for both branch age classes and
highly significant. Older branches (Fig. Ib) exhibited a
higher degree of native embolism (about 40%} because of
an incomplete removal of embolism accumnulated during -
the previous winter (Cochard & Lemoine, unpublished).

Light and embalism in Fagus 103

The effect of irradiance levels on xylem embolism was
experimentally confirmed on saplings grown in a nursefy.
Higher light intensity corresponded to lower vulnerability
to embolism. However, the differences in Wspp between
treatments were lower (about 0-4 MPa) and for older
shoots the- differences were not significant. Overall, a
linear relationship (r* = 0-97) was found between ¥y of
current year shoots and LMA (see also Fig. 5b).

On Fig. 2 we expressed the hydraulic conductivity after
embolism dissolution (X,,,,) as a function of stem diameter
for saplings and adult trees. The relationships were linear
(on a log-log scale) but slopes were greater than two sug-
gesting that segmenl cross-section area specific hydraulic
conductivity (K.} was increasing with stem diameter. For a
given segment diameter, K., was significantly higher for
the internodes of shaded saplings (compare open and closed
symbois on Fig. 2 lower panel) but X, were identical for
different branches in the same mature tree (Fig. 2 upper
panel). Within each treatment, leaf specific conductivities
(K}) were significantly higher for current year apical shoots
than older shoot internodes (Fig. 3, compare different
symbols with same colour). For a given adult tree stem
diameter, K, values were much higher for branches accli-
mated to full light (Fig. 3 upper, open versus closed
symbols} but irradiance had no effect on K] for saplings
‘(Fig. 3 lower). The frequency distribution of vessel diame-
ters were comparable in l-year-old shade and light
branches of adult trees (Fig. 4). In saplings, the vessels were
wider, especially in the full-light treatment. The fact that K
was lower in full-light saplings although vessels were wider
was probably caused by a lower vessel density or a higher
production of late wood in this treatment.

On Fig. 5 we-expressed sop as a function of the mean
K, for each treatment. This graph expresses a safety
versus efficiency trade-off for xylem vessels. Within the
same branch system, there was a tendency for an increase
in vulnerability with segment age and therefore K|
(compare data conmected by a dotted line) but the
increase in xylem vulnerability under low light condi-
tions was not correlated with changes in K, (compare data
with same symbol and different colours).

Table 1. Anatomy and water telations of shade and light grown Fagus branches or saplings. Leaf characteristics included teaf mass per unit area
(LMA) and individual leaf area. E represents leaf transpiration rates, g, stomatal conductance to vapor water and ‘P, ., and ‘¥, ¥ylem and leaf
water potentials, respectively. Data are means * SE with # the number of replicates. Water potential valués were not available for saplings

Adult trees S.aplings

Light Shade Light Shade
LMA (gm™) 7920 £16 n=54 3927 £0.52 n=s4x 5800£19 n=300 34701  n=300%
Leaf area, em® 2427 09 =54 36-82 £ 1.8 n=54* 9.56+ 048 n=300 4.15+£048 n=300*
vessel diameter (gm) 1766 £028 n=218 1786 +024 n=203 2742 +034 n=208 2006 £0-27 n=204%
E(mmois™' m™) 366 =0-10 =21 0-55 £0-27 n=20* 4-17+019 n=128 503 +0-44 n=28*
g, (mmois m™ 21820 £28-5 n=20 33-60 £56 n=21* 18390841 n=28 23400 =20-5 n=128%
¥, e (MP2) 112014 =9 —0-64 2007 n=0% -~ -
W e (MPa) -237+0:16 n=19 -1-39+£0-18 n=19* - -
* P<0-001.
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Figure 1. Vulnerability curves of Fagus sylvatica shoot
internodes acclimated to shade- (closed circles) or full-light (open
circles) conditions. Internodes were taken from current year (left, a
and c) and previous years shoots (right, b and d) on adult trees
(upper a and b) and potted saplings (lower ¢ and d). Error bars
represent one standard deviation (n = 4 for x, n = 4-8 fory). Solid
and dashed lines are logistic regressions for light and shade
reatments, respectively. In all treatments, full-light condition was
associated with lower vulnerability to cavitation.

DISCUSSION

In this study we showed that the irradiance level received
during growth had strong impacts on the xylem vulnera-
bility to water-stress-induced embolism in Fagis sylvat-
icqa. Branches developed under shaded conditions were
more viinerabie than sun-exposed ones. These patterns
were reproduced experimentally by growing saplings
under two different light regimes. However, saplings
acclimated to full irradiance levels were more vulnerable
than branches from adult trees. These saplings also exhib-
ited lower leaf LMA values so we do not know if these

. patterns were age-related or due to differences in growth

conditions between 1993 and 1994,
Differences in xylem vulnerability were correlated with
the differences in ¥..; and ¥, measured at midday
. during sunny days for the two types of adult branches. ¥-
values were higher in the shade because the air evaporative
demand, and thus transpiration rates, were much lower.
The most negative ', values were very close to the '¥p
values for both shaded and full-light branches. However, it
did not signify that xylem conduits were operating close to
their point of dysfunction because ¥, ylem Was much higher
than ¥+ This result occurred because, in Fagus (Tyree &
Chieung 1977; Cochard & Lemoine, unpublished) and
other species {Tyree et al. 1993b), most of the branch resis-
tance to the sap pathway is extra-vascular and located in
the leaf blades. Under adequate water availability, most of
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Figure 2. Xylem hydraulic conductivity (K. mmolms™’

 MPz™'") versus segment diameter (bark excluded). Xylem
segments, 2-3 cm long, were excised from current year (Squares)
and previous year (circles) shoot internodes of adult branches
(upper) and saplings (lower) grown in full light (6pen symbols) or
shade {closed symbols). Note that scales are logarithmic. For a
given stem diameter, saplings acclimated to shaded conditions
exhibited higher X .., but shade- and lightgrown branches on
mature trees did not differ.

the leaf water potential drop will then be in the leaf blade
itself. However, when soil resistances are high and transpi-

ration rates low because of a soil drought, ¥jear may match

¥, ytem more closely and ¥, is more likely to approach
¥, op (Cochard et al. 1996a; Lu et al. 1996).

Our results suggest that within a crown, branch xylem
vulnerability correlates with branch leaf transpiration
rates and prevailing xylem water potentials. We were sur-
prised to find comparable and high g, and E-values (and
stomatal densities, data not shown) for saplings accli-
mated to shade or light because these parameters were
very-different for the branches of aduit trees. However,

© 1999 Blackwell Science Lid, Plant, Cell and Environment, 22, 101-108
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individoal leaf and total branch leaf areas were much
higher for shaded tree branches than saplings so that tran-
spiration rate may not have been very different for
branches versus saplings of comparable xylem areas.
Schultz & Matthews (1993) suggest that in grapevine

acclimated to low light, the xylem transport capacity was

‘uncoupled from leaf area. This was the case only for adult

F. sylvatica branches in-this study, where shiade grown
branches exhibited lower K, values. However, the xylem .
transport capacity was uncoupled to a lesser extent from
water loss capacities because leaf E and g, were greatly
reduced in the shade. Uncoupling leaf area from leaf

" transpiration rate might be a strategy to maximize light

interception and water use efficiency in the shade.
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Figure 3. Xylem leaf specific hydraulic conductivity (K;,
mmol ms™ MPa™') versus segment diameter for aduit branches
{(upper) and saplings (lower). Same symbols as in Fig. 2. Fora
given stem diameter, adult branches acclimated to shaded
conditions exhibited lower K, values but shade- and light-grown
saplings-did not differ.
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Figure 4. Frequency distribution of vessel diameters in Xylem of
1-year-old shoots from shade and light branches. Higher xylem
vulnerability in shade grown branches was not correlated with a
difference in vessel size.

Low xylem vulnerability might be advantageous for full-
light branches because they experience higher and more
variable transpiration rates than shaded branches, which
can result in lower ¥.,¢ and ¥, ,,,- The lower susceptibil-
ity to cavitation was not correlated with a decrease in
xylem hydraulic efficiency (Fig. 5). There is no tradeoff of
hydranlic efficiency for vulnerability to embolism in
Fagus branches acclimated to different light conditions.
Tyree, Davis & Cochard (1994) came to the same conclu-
ston when comparing the hydraulic properties of many
woody species. A lower efficiency would have enhanced
the water potential drop along the sap pathway which
would have lessened the gain in cavitation resistance. A
benefit associated with an increase in the vulnerability for
shaded branches is less clear. However, because xylem

conduits can acclimate to new environmental conditions -

probably only over the long-term (until new vessels are
formed), we can predict that shade-grown branches or
saplings suddenly exposed to full light (after forest thin-
ning for instance} may experience xylem embolisms if
transpiration rates are not efficiently regulated (Tognetti,
Michelozzi & Borghetti 1994). '

We know from other studijes that, within a species, plants
acclimated to different habitats may differ in their vulnera-
bility. For instance, Alder er al, (1996) found that root xylem
in Acer grandidentatum was more valnerable for plants in a
wetter site. However, "vulnerability to drought-induced
embolism of Rhodendendron maximum was not affected by
the light environment {Lipp & Nilsen 1997). Cochard er al.
(1997) established that in Fraxinus excelsior, the leaf rachis
from upper crown branches was more vulnerable in compar-
ison with lower crown branches. In their study, the decrease
in xylem vulnerability correlated with a decrease in ¥, yiem

induced by higher xylem resistances in lower branches.
Altogether, these results indicate that valnerability to cavita-
tion can exhibit a high degree of plasticity and can respond
to light (present study), soil water availability (Alder er al.
19%6) or vertical position in a crown {Cochard er al. 1997).
These variations can actually be as large as between species
or genotypes. From a methodological point of view, this sug-
gests that, for comparisons of VCs of species or genotypes,
plants must have experienced strictly similar ambient condi-
tions during growth.

An important issue of this work is the mechanism by -
which xylem vulnerability acclimates to irradiance lev-
els. The mechanism of water-stress-induced embolism
has been largely documented (Sperry & Tyree 1988;
Cochard, Cruiziat & Tyree 1992; Jarbeau, Ewers &
Davis 1995) and, according to the current understanding
of the phenomenon, differences in vulnerability originate
from size différences in inter-conduits pit pores, This
explains why xylem vulnerability was clearly not related
to vessel size in this study and many others (see Tyree et
al. (1994) for a review). However, the mechanism by

K, mal mt 5! MPa’l
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Figure 5. a, Xylem efficiency versus xylem safety in Fagus. Xylem
hydraulic efficiency is estimated by the cross-section area specific
hydraulic conductivity {K,, mol m™" ™' MPa™') and xylem safery by
the water potential inducing 50% loss of conductivity { ¥sp, MPa).
Closed symbols: shade; open symbols: light; dotted symbols:
saplings; squares: 1-year-old shoots; circles: two- or more year-oid
shoots; Error bars represent one standard error. The increase in xylem
efficiency was associated with a slight decrease in safety within a
branch system (symbols linked by a dotted line) but there was no
tradeoff of hydraulic efficiency for safety between shade- and light-
acclimated branches. b, ¥spe versus leaf mass per unit area (LMA,

gm ) for |-year-old shoots. Same symbols as in Fig. 5a. Xylem
safety was increased for shoots with more xerophytic leaves.
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which the light environment could induce microanatorti-
cal modifications in vessel walls remains to be
explained. Because mature vessels and tracheids contain

no cytoplasm, the pit pore dimensions are probably

_ determined during conduit maturation. This suggests that
when vessels differentiate during spring, the size of the
pores in the pit membrane is already adapted to the
¥, yiem the vessel will experience days or weeks after. It
is well-known that light availability can affect plant

growth through feedback mechanisms involving water

transport or internal carbon balance (Kaufmann 1990).
‘Shoot morphogenesis is also known to be changed by a
. modification in the far red : red ratio (Ritchie 1997). In
the present study we found that under neutral shade
{(saplings) there were differences in the diameter distri-
bution of vessels, whereas under natural shade and thus
altered far red : red ratio there were no differences, So

the possibility exists that light quality or quantity may -

have an effect on pit membrane structure.

In conclusion, our study suggests that xylem conduits
of Fagus sylvatica grown under different light conditions
are functionally adapted 1o contrasted xylem water
potentials and transpiration rates. The high plasticity we
found in Fagus correlates with its shade tolerance and its
ability to maintain living branches in different light cli-
mates. We believe that these findings represent a new
step in the understanding of tree-water relations. Studies
on plant cavitation have already revealed that xylem dys-
function was a critical phenomenon and plant water loss
must adjust to plant water transpori vulnerability (Jones
& Sutherland 1991; Cochard et al. 1996a). We now have
evidence for an adaptation of xylem vulnerability to
changing water loss intensity. The change in vulnerabil-
ity with growing conditions might be an important
parameter to consider in order to understand plant adap-
tation to its habitat.
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Abstract

The stomatal control of embolism in Fagus sylvatica L. was analysed in response to
crown position and brutal changes of trunk hydraulic resistance. For that, on one beech
tree we made deep cuts in the trunk to increase the resistance to water transfert. We
followed leaf and xylem water potential and stomatal conductance during the stress at
three levels within the tree. We characterised vulnerability to cavitation for branches taken
from two levels of irradiance (sun exposed branches and shade ones). Some differences
appear between shade and sun exposed branches. Stomatal conductances decreased
rapidly when the Ieafi water potential fall, but earlier and faster in the shade branches.
These'results are well correlated with vulnerability to cavitation. Shade branches were
more vulnerable than sun acclimated branches. Xylem water potential levels producing
fifty percent loss of hydraulic conductivity were lower in sun exposed branches than in
shade grown ones (-3.1 vs. -2.5 MPa on average). Xylem water potentials that induced
stomatal closure were above the threshold-value inducing cavitation both for shade and
sun exposed branches. We confirmed that vulnerability to cavitation in Fagus sylvatica
acclimate to contrasting ambient light conditions, and we conclued that stomatal response

occured early and sufficiently fastly to protect xylem from dysfunction.

Key words: Beech (Fagus sylvatica L.), Xylem embolism, Vulnerability, Stomatal

regulation, Irradiance, Acclimation
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Introduction

Xylem sap of plants is usually under tension during the growing season. Thus, water
columns may be disfupted (cavitation} and become air-filled {(embolised) when tensions
increase to much during water stress (Zimmermann, 1983). There is ample evidence to

indicate that cavitation induced by water stress or excessive transpiration are common |
events in vascular plants (Tyrée and Sperry, 1988). A large stomatal openning that
induces transpiration is a necessary consequence of the plant's need to maintain gas
exchange in leaves for photosynthesis. To maintain a favorable water balance an efficient
water flux is néeded in the xylem to replace the water loss by the leaves from roots.
Embolism causes a reduction in xylem transport and thus induces an imbalance on the
plant water status. In trees, there is usually no embolism repair during the growing‘-
season (Sperry et al., 1988a; _Tyree et al., 1994). Thus, water potential should not fall
significantly below the threshold-value inducing cavitation: ¥cqy. It has been suggested
that s_tomata play an important role in limiting cavitation (Tyree and Ewers, 1991).
Decrease of hydraulic conductance following embolism directly contributes to limit water
fluxes trought the stem (Schultz and Matthews, 1988) and induce stomatal closure that
limits transpiration to avold runaway embolism (Sperry, 1986 ; Meinzer et Grant, 1990 ;
- Sperry et Pockman, 1993). Sperry (1986) noticed an éarly limitétionr of embolism by
stomatal closure in some species but sometimes stomatal regulation occures after
embolism is induced (Meinzer et Grant, 1990). But few experiment exhibits such a
control. The vulnerability to cavitation of several woody species has been measured.
Large differences were shown among tree speéies and within a given species due to
environmental adaptation. Besides genetic and site induced variatibns, within trees has
been poorly studied. Cochard et al. (1999) showed a relation between vulnerability to
cavitation and irradiance in beech. Shade sapling presénted an higher vulnerability than

sun exposed ones. But these authors did not study effects of irradiance on stomatal
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functioning. In this paper, we were interested to replace the observations made on potted
saplings (Cochard et al., 1999) in forest environment and to observe irradiance impacts
on stomatal behavior while hydraulic resistances increase. Fagus presents a strong
vertical light gradient within the crown and could be a good model to explain impacts of
light gradient in shade-tolerant species. Thus, for a given tree, branches are submitted to
diverse microclimate conditions (light, vapour pressure deficit...) that might induce
differences in xylem vulnerability and stomatal responses to water demand. In this
experiment, we artificially induced water shortage in a beech tree growing under natural
conditions. Concomitent variations in leaf water potential and stomatal conductance were

studied in relation with vulnerability to cavitation.
Material and methods

Plant Material

Five 30 years old, Fagus sylvatica L. trees were chosen within the dominant trees in the
State Forest of Hesse, in the eastem part of France (48"40’ N, 7°05" E, elevation: 300
m). Leaf aréa i.ndex estimated from litter collection was close to 7.3. Mbre details can be
found in Granier et al. (2000). Trees were growing in a closed stand, with upper.
branches exposed to full sun light (= sun branches), lower ones heavily shad@d by upper
crown branches and surrounding trees (= shade brahches) and with an intermediate part

of the crown with intermediate characteristics (= medium branches).

Light measurement

We measured the fraction of incident irradiance into the crown with a line quantum sensor
(LI-I91SA, LiCor, Lincoln, Nebraska, USA). We measured irradiance during 3 days at
9 levels in the stand from the top canopy to the soil. Measurements were made by cloudy

days to avoid shade projection on the quantum sensor. Thus, we calculated the fraction of
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incident irradiance as the ratio between the irradiance measured at a given place and

irradiance above canopy.

LSC measurement

The efficiency of branch xylem. in conducting water was estimated by measuring the leaf
specific conductivity (I.SC, mmol.s-1.MPa-1.m-2). This parameter links the water
potential gradient across a branch (dY, MPa.m-1} to the water flow (mmol.s-1) through
the branch: d¥=F / LSC. We used a high pressure flow meter (HPFM, Tyree et al.,
1993b; Tyree et al., 1994; Tyree et al., 1995) to measure the whole branch conductivity,
,Kbranch- Kbranch wras eétimate’d by applying a positive pressure, P (MPa), and forcing
distillated water into the base of the branch. The water flow, F (mmol.s~1), was
measured when it became constant (steady state measurement) and Kpranch was
calculated as the ratio between F and P: |

K=F/P ‘

The LSC of the branch was calculated as the ratio between Kbhranch and the leaf area of

the branéh. So, Khranch and LSC were measured in 36 branches from three trees.

Vulnerability curves

Vulnerability curves (VCs) are plots of degree of xylem embolism versus ¥xylem that
induced the embblism. They were constructed by dehydrating different excised brancheé
to decreasing Wxylem. Degrees of embolism were assessed as described by Sperry et al.
(1988&) by measuring losses of hydraulic conductance caused by air Blockages in ){ylem
conduits of short (2-3 cm) shoot internodes. We established VCs for current-year shoot
internodes. In July and August 1998, we collected branches from trees in the morning
with a six meter long pruning pole, encﬁosed them in an black .airtight plastic bag to
reduce water loss through transpiration and bi'ought them rapidely to the laboratory for
hydraulic analysis. In the laboratory, the samples were dehydrated by pressurization

(Cochard, 1992; Cochard et al. , 1992a; Cochard et al., 1992b) until sap exudation
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ceased for 30 to 45 mn, then enclosed for at least one hour in a black airtight plastic bag
to stop transpiration and remove water potential gradients between leaves and xylem
tissues. Xylem tension Was then returned to zero by immersing the branches 30 minutes
in tap water before hydraulic analysis. After rehydration, 15 shoot internodes were
excised under water from current year growth units of each branch. The initial hydraulic

1 MPa"l) was measured by forcing distilled water under 6

conductivity Kim'i (mmol m s~
kPa pressure difference through each sample and measuring the resulting flow rate (mmol
s 1) with a five decimal place analytic balances connected to a computer. Air embolism
was then removed by two successive 0.1 MPa water pressurization until the conductivity
no longer increased (Kyqyx). The percent loss of hydraulic conductivity (PLC) was then
calculated as;

PLC =100 (1 - Kinit / Kmax)

The signio‘idal shape of a vulnerability curve, that pldts percentage of vulnerability loss
versus W, can be characterized by two critical water potential values. We define W¢ay
wich is the water potential that induces a significant loss of hydraulic conductivity.
Embolism rate in optimal conditions is about 5 to 10% and increases quickly from this

point when decreasing “xylem. The second values is ¥509, which is the water

potential that induces a loss of 50% of the maximal hydraulic conductivity.

Water potential and Srbnwtal conductance

Leaf water potentialé (Wieaf) of two 30 years old trees were assessed with a portable
pressure chamber (PMS, Corvallis, Oregon, USA) on 12 sunny days during 1998
summer directly from a scaffolding. Predawn leaf water potential was measured at 3h00
(solar time) i.e. one hour before sunrise. Measurements were made every 1h30 from
7h30 (i.e. after dew evaporation) fo 1§h30 (the sunset). Xylem water potentials (Y@lem)
were estimated by measuring the water potential of leaves that had been previously
enclosed in an aluminum foil and a plastic bag early in the morning (Turner, 1981,

Cochard ef al., 1999). At the same time, we measured stomatal conductance, gg (mmol s
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L m2) with a portable porometer (Li-Cor 1600, Lincoln, Nebraska, USA). Leaf water

potential and gs measurements were done on six leaves randomly taken from the three

levels previously described.

Increase of the trunk hydraulic resistance

- For five days we measured the water status of the trees (day 218 to 222). During this
time, we checked that no soil water stress develop'ped; T'hen, on day 223 deep cuts were
made in the trunk of one tree to increase the trunk xylem hydraulic resistance. On day
229, we made another trunk cutting to increase the resistance even more. The experiment

finished on day 231.

Xylem anatomy

Vessel diameters and densities were measured for one-year-old twigs at two levels in the
trees. Thin cross sections were made by hand with a fresh razor blade and observed with
a light microscope (8x25). On each cross section we delimited four sectors between two
radial rays and we measured all the vessels With a micrometric ocular (resolution one
um). For each vessel we noticed the minimum and maximum 1umen diameters and we
computed their geometrical means. Vessel densities were measured by countfng all the

vessels in the xylem zone delimited by two radial rays.

Results

Light measurement
Density of branches and leaves induced a stong decrease of irradiance from the top to the
base of the crowns (see figure 1). Below the crowns‘ there was only 10 to 15% of

tncident irradiance,

LSC pattern within the crown.
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The LSC distribution within the crown can be described as a linear function of the height
of the branch (see figure 1). Thus, the highest branches in the crown were three times
more conductive per unit of leaf area than the lowest ones. As a consequence, a given
transpiration rate would induce a larger water potential drop in the shade that in the sun

exposed branches.

Vulnerability curves

Figure 2 presents vulnerability curves of one-year-old beech twigs taken from light and
shade brang:hes as described above. Significant differences occured between the shade
and sun twigs as well for W¢av as for W509% . Weav and Y509 were -1.5 MPa and
-2.25MPa, and -2.5MPa and -3.1MPa, for shade and sun exposed branches respectively.

Shade branches displayed therefore a higher vulnerability to cavitation than sun branches.

Stomatal behavior during water stress.
Control trees presented a stroﬁg gradient of gs and ¥ within the crown (see figure 3).
Sun exposed branches exhibited higher gs values and more negative"{’ values than
intermediate and shade branches. All over the experiment, control trees remained constant
Y and gs values with small variations due to differences in mean air temperature (data not
| shown).
The time course of stomatal conductance and leaf water potential during tree dehydration
is shown on figure 3a at three levels in the crown. During water stress and very quickly
after the cuts, we observed a decrease of stomatal conductance (gs). gs was reduced very
garly in the shade branches while leaf water potential did not drop to very negative
values. In the middle of the crown, gs fail drastically one day after the cuts, but stabilized
at one third of its initial value. The sun branches kept the highest gs values, with a slower
decrease. The second cut induced a more important effect and severaly limited the water
flux. As a resuit, ¥ dropped very quickly down to critical values (-4 MPa) in the whole.

In this way, gs was reduced to zero the very last day.
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Figure 3b compares ‘nylem and ‘P1eaf, we can observe the evolution of the difference
between Wxylem and Wieaf when ¥ decreased. When the leaves did not transpire (in the
mofning when ¥ was close to the predawn water potential, and during drought when
stomata were closed), Hleaf was very close to ‘ny1em. Using figure 3b we can link up
figure 3a and figure 4 wich use Wleaf and Wxylem respectively. When lPleaf reached
down to almost -2,5 MPa, .Stomata were closed, Wleaf and Yxylem were very close.

In figure 4, we plotted the coevolution of PLC and gs versus ¥xylem. The set point for
stomatal closute and for cavitation iﬁduction were very close in the two typeé of twigs. A
strong limitation of gs occured when ¥ was close to Weay both for light and shade

branches. Reduction is more drastic for sun than shade branches.

Xylem anatomy

Sun exposed and shade branches presented significant differences in mean vessel
diameter, lwith wider vessels in light twigs (table 1). We could notice significant
-differences between short and long twigs for light and shade branches too (i.e. long
twigs had wider vessels). These differences in conduit diame'ter were correlated with an
increase iri vessel density. Long light twigs presented the greater vessel density. We
could not observe significant density differences between short twigs in relation to

irradiance.
Discussion

We found a large within crown gradient of hydraulic properties. Sun exposed branches
presented higher LSC than shade branches (see figure 1). This gradient is linked to
microclimate acclimation (irradiance, see figure 1) and vulnerability gradient. Difference
in vulnerability is quite high between sun exposed andr shade branches (almost 0.8 MPa).

Studies on potted sapling exposed to different irradiance presented the same vulnerability
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gadient between sun exposed saplings and shade ones (Cochard, 1999; unpublished
data).
When water stress increased, our measurements indicated that stomata closed before
excessive embolism occured. Sperry et al. (1993) suggested that stomata were
responding to a threshold leaf water potential coincident with tﬁe upper end of the
cavitation range. In our case, gs was reduced before ¥ reached Wcay (see figure 4). The
direct response of stomata to changes of humidity (vpd, 'F) is well documented (Lange ez
al., 1971; Schulze, 1986). Such a control loop is adventageous because it allows an early
limitation of water loss.
Hydraulic conductance in the soil and at the soil root interface is reduced by soil water
depletion (Nobel and Cui, 1992). If there is no efficient stomatal limitation of water
losses, water potential drops to critical values and significant embolism develop. When ¥
drops below a threshold value.(‘Pcav) depending of the porosity of the bordered pit
membranes, embolism increases rapidly (Sperry and Tyree, 1988; Cochard et al., 1992;
Jarbeau ef al., 1995). It is usually shown for trees that during sunny days ¥ values
reached very close to critical values inducing embolism. Stomatal regulation allows the
trees to maintain ¥ above Wegv (Lu et al., 1996; Cochard et al., 1996).
.This experiment was not desighed to show really water relation in beech under natural
drought because water stress induced by cuts develops more rapidely than natural one.
Hydraulic mechanisms allow to avoid embolism development; (1) decrease of the
vulnerability to cavitation (increase xylem safty by limiting the pit pore membrane size),
(2) increase xylem efficiency (higher LSC) resulting in less negative water potentiel; (3)
~ hydraulic segmentation which confines embolism development to the peripherical parts of
the tree (petioles) and maintaining xylem integrity in the shoots. ‘

In Béech, we showed large differences in water stress responses with different
embolism development depending on the position in the crown. So, sun branches
presented a better resistance to water stress than the shade ones. They maintained gs to

very negative ¥ values very close to Wcay. These physiological differences convey

10
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hydraulic differences between the two kind bf branches. Cochard et al. (1999) reported
strong differences in vulnerability to cavitation for adult trees and potted saplings
acclimated to various light conditions. Higher the irradiance, lower the vulnerability was.
In our experiment, we observed the same results with a lower vulnerability for the sun
branches (figure 2). This difference was increased with higher LSC values. Thus, beech
- sun exposed branches present an efficient acclimation to limit embolism development.
This acclimation is efficient both under good water supply conditions (during high‘
climatic water demand and high irradjance,.table 2) and during water stress when xylem
tensions increase drastically following the limitation of the soilr water supply. Acclimation
of sun branches allows them a late maintaining of gs during water stress, and gas
exchange to very negative V' values (see figure 3).

The .difference.s in vulnerability to embolism between shade branches and sun branches
- could not be explained by anatomical differences (table 1). According to a comparative
study with ring pbrous, diffuse-porous and conifer species, conduit volume does not
correlate with vulnerability to embolism caused by water stress (Sperry and Sullivan,
1992). It seems that size of pores in the cell wall is the most important anatomical feature
regardiﬁg drought-induced embolism (Zimmermann, 1983; Sperry and Sullivan, 1992).
But pit pore diameter is both difficult to measure and to have a good statiétic_al distribution
(Ewers and Cruiziat, 1990). It seems that pore size is adapted to the water tensions
induced during stem ontogeny. Sun branches submitted to higher tensions than shade
ones during previgus years and growth phases édapt pore size during their ontogenesis.
Sun branches are more water efficient and less vulnerable to xylem embolism than the
shadest one. This difference can compensate a higher place in the tree (Zimmermann,
1978). A higher place with a higher climatic water demand needs an efficient water
transport to sustain water losses. Microclimat analysis within the crown (table 2) show
big differences between light and shadel conditions with a very low vpd that induces low

transpiration in the shade part. Thus, sun exposed branches are able to sustain a high

11
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climatic water demand and able to resist to water deficit by maintening xylem integrity
with a weak vulnerability and an efficient stomatal response.

Vulnerability curveé made on petioles (data not shown) did not reveal significant
differences with shoot measurement. No significant hydraulic segmentation was
observed in beech. Hydraulic segmentation does not achieve a gradient of vulnerability.
At the end of the experimentation, when leaves were drying, shoots were totaly
embolised. Tyree et al. (1993a) showed a higher vulnerability of walnut petioles than of
stems thét can Verj efficiently prevent any embolism to shoot by sheding its leaves (data
not shown). Cochard ef al. (1996) showed that for Populus, embolism developped
concurently in the petioles and the internodes because there is no efficient hydraulic
segmentation.

During water stress, when ‘¥ decreases, brancﬁes of a tree present different ¥ values
depending on their position in the crown. Shade branches droped to Wegy for ¥ values
less negative than sun branches. They needed an earlier stomatal regulation than the light
ones. When we compare the gs values evolution when the stress increased we notice that
shade branches closed very quickly the stomata when W values approached Weay.
Whereas .sun branches (and medium branches) keep higher gs values for more negative
¥ values. When we compare gs evolution and embolism development (see figure 4), gs
values decreased drastically for ¥ values close to W¢ay for the two kind 6f branches.
Shade and sun bra.nches presented an early stomatal regulation during drying and
stomatal closure prevented ¥ from droping below the point of xylem dysfunction.

. In conclusion, embolism remained low in Fagus, (less than 20% at the end of summer,
data unpublished) even though water potentials often approached ¥¢ay. Stomatal control
of xylem embolism (Jones and Sutherland, 1991) is particulary imiportant in trees that can
not reverée embolism during growing season. Stomatal response must occur early and
'su.fﬁciently fastly to protect xylem from dysfunctioﬁ.

Our results on beech could be extrapolate to another shade-tolerant species (as fir) that

present strong gradient of irradiance with branches subjected to different light condition.

12
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Table 1: mean vessel diameter and vessel density of twigs grown under different light

regimes. (Data having a letter in common are not significantly different: p=0.01)

mean vessel vessel density.
diameter, pm vessel/mm?2
long twig (sun) 30.11 £ 4.15a 1350£35 a
short twig (sun) 26.19£4.73 b 730£34 ¢
long twig (shade) 2406 £2.58Db 946139 b
short twig (shade) | 21.69*1.89¢ 698+30 ¢

Table 2: mean values of vapor deficit pressure (VPD) and photosyntheticaly active

radiation (PAR) during the experiment near the sun and the shade branches

PAR,
VPD, hPa umo]_s‘]-‘m‘z
sun branches 2.130 + 0.312 _ 1850+ 50
shade branches 1.393 + 0.337 255 + 55

14
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Caption of figures

Figure 1: Leaf Specific Conductivity (LSC) distribution and light interception in the
crown of three beech trees (n=4 for LSC). Stars indicate where branches used for

vulnerability curves were cut.

Figure 2: Percent loss of hydraulic conductivity as a function of the xylem water potential .
in one-year-old twigs of Fagus sylvatica harvested on sun exposed branches of the top of

the canopy, or in shade branches from the base of the crown (n=15).

Figure 3: Time course of stomatal conductance (gs) and leaf water potential at three levels
in the érown of Fagus sylvaticd during water stress (a).. The stars indicate the cuts in the
trunk. Figure 3b plots the leaf water potential versus xylem water potential.

(n=6x3 for gs measurements and n=6 for water potential measurements)

Stars indicate days when cuttings were made.

Figu-re 4: Evolution of stomatal conductance (gs) during xylem water potential

decreasing. Dark line replaces PLC development (see figure 2).
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Abstract

Hydraulic acclimation of Fagus sylvatica L. was analysed in response to forest thinning.
Few month after thinning, we followed leaf and xylem water potential and stomatal
conductance of thinned branches compared to sun-exposed and shaded ones. We
characterised vulnerability to cavitation for branches taken from these three canopy levels.
We compared effect of thinning on xylem anatomy (mean vessel diameter, vessel
density). Some differences appeared between thinned, shaded and sun-exposed
branches. Thinned branches exhibited higher somatal conductance and lower leaf water
potential than the other ones. These results are well correlated with vulnerability to
cavitation. Thinned branches were less vulnerable than shaded branches and mean vessel
diameter‘and vessel density increased in thinned branches. These differences showed a
partial hydraulic acclimation to climate changes. We confirmed that vulnerability to
cavitétion and xylem anatomy in Fagus sylvatica acclimate to contrasting ambient light
conditions, and we conclued that hydraiﬂic architecture acclimate sufficiently fast to

protect xylem from dysfunction.

Key words: Fagus sylvatica, xylem embolism, vulnerability, stomatal regulation,

xylem anatomy, thinning, light, acclimation
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Introduction

Many species needs canopy gaps to have enough light to achieve their growth and
reproduction (Canham, 1988). The formation of canopy gaps is important in the
dynamics of old growth beech forests (Ohkubo et al., 1996). However, gap formation
represents a potentially stressful event to understory saplings or shaded branchés.
Measurements of irradiance in the understorey often are less than 5% of irradiance
incident on the canopy and can increase lvery strongly when gap is formed or after
thinning (Canham et al., 1990). Radiation, temperature and VPD (vapor deﬁcit pressure)
are considerably higher in gaps than in understorey (Fetcher et al., 1983; Sipe, 1990;
Elisworthe and Reich, 1992; Mulkey and Pearcy, 1992). The greater input of energy can
 cause increases in leaf transpiration and in terxﬁ_ a larger water potential gradient.
7 Therefore, incidence of xylem embolism may increase, reducing watér transfert to the
leaves, and thus limit branch growth and productivity. Branches exposed to canopy gaps
may increased transpiration without a rise in the water potential gradient by increasing
hydraulic conductivity. The hydraulic conductivity of a stem increases with the fourth
power 6f the radius of the conducting elements as described by the Hagen-Poiseuille law
(Zimmerman, 1983). Changes in xylem anatomy, with increases in veésel diameter, are
expected to have a strong impact on hydraulic conductivity; xylem acclimation is needed
to avoid xylem dysfunction and branch death, Within the highly competitive environment
of a recent thinning, the capacity to acclimate to a higher level of irradiance is beneficial.
Acclimation is a process by wich physiological and morphological changes increase the
ability for water transfer and growth in a new envii‘onmental regime (Naidu and Delucia,
1997). |
In a temperate forest thinnings are made essentialy during winter. When the growing
season starts, branches are subjected to new a new microclimate. We were interested to
analyse how branches acclimate few time after these changes (the first year after thinning)
and if xylem structure could support them. Beech presents strong differences in branch
morphology depending on light regime (Léinoine et al., 1999). In the upper parts of the
crown, branches are characterised by long internode in contrast with shaded branches
‘where twigs are very short with very small growth units. Long and short beech twigs
show large differences in their hydraulic structure that modified water relations at branch
level (Lemoine, data unpublished). Changes in light regime should interact with branch

morphology. Thﬁs, we analysed both anatomical structure and ecophysiological
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mechanisms that control water transfert in the soil plant continuum to observe possible

changes only few month after light changes.
Material and methods

Plant Material

Five, 30 years old, Fagus sylvatica L. trees were chosen among the dominant ones in the
State Forest of Hesse recently thinned (winter before measurements), in the eastern part
of France (48°40' N, 7_°05' E, elevation: 300 m). During winter 1998-1999, the stand
was thinned, almost 25 % of the basal area were removed. Trees were growing in a
closed stand, witﬁ upper branches exposed to full sun light (=sun-exposed branches),
some lower ones were heavily shaded in 1998 by upper crown branches and surrounding
trees (=shaded branches) and exposed directly to full sun after thinning in 1999 (=thinned

branches).

Branch morpholgy _

We analysed branch morphology by estimating the length of the twigs. We estimated the
percentage of long and short twigs along the three kind of branches and the nature of the
terminal twig (long or short), We classified long twigs as twigs with internodes longer
than Smm. Thus, 11 branches per level were analysed, all the lateral twigs were counted

and measured to be classified as long or short twig.

Xylem anatomy

Vessel diameters and densities were measured in one-year-old twigs at two levels in the
trees. In november 1998, just before thinning we cut sun-exposed and shaded twigs. In
- july 1999, we took twigs on thinned branches from the same place in the crown than the
shaded ones in 1998 after xylem was lignified. Thin cross sections were made by hand
with a fresh razor blade and observed with a light microscope (8x25). On each cross
section we delimited four sectors between two radial rays and we measured all the vessels
with a micrometric ocular (resolution one pm). For each vessel we noticed the minimum
and maximum lumen diameters and we computed their geometrical means. Vessel
densities were measured by counting all the vessels in the xylem zone delimited by two

radial rays.
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Water potential and stomatal conductance

Leaf water potentials ((Wjeqf) of 30 years old trees were assessed with a portable pressure
chamber (PMS, Coravalis, Oregon, USA) during 1999 summer directly from a
scaffolding. Predawn leaf water potential was measured at 3h00 (solar time) i.e. one
hour before sunrise. Measurements were made every 90 min from 7:30 AM TU (i.e.
after dew evaporation) to 7:30 PM TU (the sunset). Xylem water potential (¥ xylem)
was estimated by measuring the water potential of leaves that had been enclosed in an
aluminum foil early in the morming (Cochard ef al.., 1999). At the same time, we

1 m',z) with a portable porometer (Li-Cor

measured stomatal conductance, gg (mmol s~
1600, Lincoln,'Nebraska, USA). This was done on six leaves randomly taken from the

three branch types previously described.

Vulnerability curves

Vulnerability curves (VCs) are plots of degrees of xylem embolism versus Fyylem that
induced the embolism. They were constructed by dehydrating different excised branches
to decreésing Wxylem. Degrees of embolism was assessed as described by Sperry et al..
(1988a) by measuring losses of hydraulic conductance caused by air blockages in xylein
conduits of short (2-3 cm) shoot internodes. We established VCs for current-year shoot
internodes. During July and August 1998, we collected branches from the mature trees in
the morning with a six meters long pruning pole, enclosed them in an black airtight
plastic bag to reduce water loss through transpiration and brought them rapidely to the
laboratory for hydraulic analysis. In the laboratory, the samples were dehydrated by
pressurization (Cochard, 1992; Cochard et al.., 1992a; Cochard ef al., 1992b) for 30 to
45 mn until sap exudation ceased, then enclosed for at least one hour in a black airtight
plastic bag to stop transpiration and remove water potentiaﬂ gradierits between leaves and
xylem tissues. Wxylem was then equal in absolute values to the air presurization. Xylem
tension was then returned to zero by immersing the branches 30 minutes in tap water
before hydraulic analysis. After rehydratibn, 15 shoot internodes were excised under
water from current year growth units of each branch. The initial hydraulic conductivity

1 MPa'l) was measured by forcing distilled water with six kPa

Kinit (mmol m s”
pressure difference through each sample and measuring the resulting flow rate (mmol s~
1) with five decimal place analytic balances connected to a computer. Air embolism was
then removed by two successive (.1 MPa water pressurizatiori until the cohductivity no
longer increased (Kgqy). The percent loss of hydraunlic conductivity (PLC) was then

calculated as:
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PLC = 100 (I - Kinit/ Kmax)
Kmax values are indications of xylem efficiency. It allows us to correlate changes in

xylem anatomy and efficiency to water transfert.
Results

Branch mérphology

Morphology of branches grown in different parts of the crown showed large differences
(figure 1). In all measured branches, the shortest internode on a long twig was 11 mm.
Sun-exposed branche apices always developed long growth unit but shaded ones often
presented short apice with very small internode (45 % of the total apical shoots). The
thinned branches presented a transformation in their structure with a morphology
intermediate between shaded and sun-exposed branches. These branches had longer
apical shoots than shaded branches and 22% of the short apical shoots were transformed
in long apical shoots. The result was a strong elongation of the thinned branches.

The lateral twig morphology depended very much on change in light regime. Sun-
exposed branches exhibited very few short twigs as compared to shaded ones (15%
versﬁs 60%, figure 1). Thinning induced changes in the lateral twig morphology with a
strong tendency to twig elongation, 33% of the short twigs developed into long twigs.
Thinning induced very qufckly strong changes in the branch morphology with a high

tendancy in twigs elongation.

Xylem anatomy

Sun-exposed and shaded branches presented significant differences in mean vessel

diameter, with wider vessels in sun-exposed twigs (table 1). We could notice significant

differences between short and long twigs for sun-exposed and shaded branches too (i.e.
long twigs had wider vessels). After thinning, vessels of shaded branches exposed to full

sunlight increased very much in diameter. Short and long twigs at once exhibited

diameter close to "sun-exposed"” vessels. Vessels from short twigs presented the greatest

increase in diameter.

These changes in conduit diameter were correlated with an increase of vessel density.

Long thinned twigs presented an increase in vessel density. We could not observe

significant density differences between short twigs in relation to irradiance.



Lemoine Jacquemin and Granier

Water potential and stomatal conductance

Results represent mean values of three sunny days. From sunrise to 3:30 PM TU,
thinned branches had higher gs values than sun-exposed and shaded branches (figure 2).
Sun-exposed and shaded branches did not present significant differences during the
morning and the beginning of the afternoon. gs values kept stable all the first part of the
afternoon until 3:30 PM TU when intense crown shade projection induced stomatal
closure of the shaded and thinned leaves. Sun-exposed branches keept higher gs values
until sunset.

Leaf water potential droped from sunrise to reach minimal values at 12 TU. Sun-exposed
and thinned branches did not present significant differences until 3:30 PM TU when -
shade projection occured, then W of thinned branches increased slowly to reach "shaded"

¥ values in the evening. Shaded branches presented véry low ¥ values all over the days.

Xylem water potential

- Xylem Watelf potential values were higher than leaf water potential (figure 3). This means
there are strong hydraﬁlic resistances limiting water transfert from xylem vessels to
evaporative zones. Xylem water potential of thinned branches presented intermediate
values between sun-exposed and shaded branches but very close to shaded ones (-0.8 vs
-0.7 MPa), whereas they presented leal water potential close to sun-exposed branches (-
2.7 vs -2.8 MPa). Thus, thinned branches presented higher water potential drop (-1.9
MPa) than the other ones. There Was 10 significant differences between water potential

drop between leaves and xylem for sun-exposed and shaded branches (-1.3 MPa).

| Vulnerability curves

Thinned branches showed an intermediate vulnerability between sun-exposed and shaded
branches (figure 4). One year after thinning, the lover parts of the crown exposed to full
light presented a decrease of their vulnerability to cavitation. We could notice some
difference in the ¥ values inducing 50% of embolism (Y509 ), ¥50% values were for
shaded and sun-exposed branches -2.25MPa and -3.1MPa respectively and -2.5MPa for

thinned branches. Differences between shaded and thinned branches were higher for low
¥ values (i.e. ¥ values below -2 MPa).

Hydraulic conductivity
The anatomical differences observed above induced changes in hydraulic conductivities.

Thinned branches presented an increase of the vessels diameter that induced a rise in leaf



Lemoine Jacquemin and Granier

specific conductivity (see table 2). Values reached from 5.43 (shaded branches) to 9.56
mmol.s-!.m MPa-1 after thinning, values very close to sun-exposed twigs (12.36

mrnol.S'l.m.MPa‘l).
Discussion

Our results showed that thinned branches were differents from shaded branches
both on a physiological and anatomical point of view. From the first year, we could
observe changes due to irradiance modifications. However, thinned branches were
differents from sun-exposed branches, thus they were not totally acclimated to the new
irradiance conditions. Leaf water potential of thinned branches reached values close to
sun-éxposed branches (see figure 1). Irradiance increase and an higher transpiration
induced a strong diminution of leaf water potential values. To estimate water transfert
efficiency between xylem and evaporative zones, we measured the water potential
gradient between leaves and xylem. For the three kind of brdnches leaf water potential
was 1.2-2 MPa lower than xylem ones (see figure 3). This result occured because leaf is
a zone with high hydraulic resistances that limit water transfert. Indeed, in a branch most
of the hydraulic resistance to the sap pathway is extra-vascular and located in the leaf
blades (Lemoine, unpublished data; Tyree and Cheung, 1977; Tyree et al., 1.993;
Cochard ef al., 1997, Cochard et al., 1999) and petioleé presented a strong constriction to
water flow (unpublished data). This hydraulic characteristic limits cavitation events to
peripherical parts of the trees during water stress. When tensions increases during
drought, water potential drops to lower values in the leaves than in lignified tissus.
Petioles may embolise while water potential is still not critic yet in the shoots. The leaves
dry and fall that strongly limit transpiration and water potential drops in the branch and in
the trunk (Zimmerman, 1983). The water potential difference between xylem and leaves
was equivalent in shaded and sun-exposed branches (1.3 MPa). For thinned branches
this difference was higher (1.9 MPa). This difference convey a more important limitation
to water transfert from xylem to the leaves for a same evaporative demand (sun-exposed
and thinned branches). Thus xylem’s structure did not permit to meet the evaporative
demand. Hydraulic acclimation was not total, however higher gs values in thinned
branches showed that leaves were able to support high tensions (W'min < 2.9 MPa) and
to conserve high gs values all over the day. Leaves were perfectly acclimated to these
new growth conditions whereas xylem needed more time to be balanced with

environment.
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To estimate xylem acclimation state, we measured vessel diameter and density for the
different branches. Our results showed that vessel diameter and density incréased after
thinning both for long and short twigs. Vessel diameter increasing had to have a strong
impact on hydraulic resistances (Hagen-Poiseuille law). We observed for thinned
branches increase of LSC values (see table 2), but values did not reach "sun-exposed"
values. This increase in xylem conductivity limited water potential gradient between
xylem and leave but not totally as describe above (see figure 3).

Figure 4 shows that thinned branches were less vulnerable to cavitation than
shaded branches but more than sun-exposed ones. Our results confirms that vulnerability
to cavitation is correlated with irradiance. Cochard et al. (1999) observed on adult beech
trees and on potted saplings that higher the irradiance, lower the vulnerability to cavitation
is. Thus, growth and microclimatic conditions strongly influence hydraulic characteristics |
- and xylem safety. In beech, shaded branches with lower diameter (see table 1) presented
an higher vulnerability to cavitation (see figure 4). In beech vulnerability to cavitation is

depending on vessel diameter. Wider the vessel, lower the xylem vulnerability to
| cavitation is. Nevertheless, it was demonstrate that xylem vulnerability is not directly
correlated with conduits diameter, but is more depending on pit pore membrane diameter.
Wider vessels had a highef probability to have big pit pores and so be more vulnerable to
cavitation. But our results, in agree with Cochard ez al.. (1999), suggest that vulnerability
depend on climat condition during’ growth. Vapor pressure deficit, temperature,
irradiance during Vessél differenciation may play an important part on pit pore structure
formation. A full sun-exposed branches is submitted to high tensions all over the day so
pit pore acclimate in consequence. Whereas a shaded branch develops in a more favorable
_environment (for water demand) pit pore differenciation will acclimat to this growth
conditions. Branches integrate climatic parameters during growth, and develop structure
balanced with environment. The environment changes in hydraulic conductivity observed
. for beech in this study may have important ecological implication for branch colonization
and growth in canopy gaps. The increase in hydraulic conductivity and in xylem safety
(decrease in vulnerability to cavitation) for beech in gaps may accelerate growth rate (see
figure 1) by reducing hydraulic limitation to carbone assimilation (Maherali et al., 1997).

These benefits may contribute to the greater success of branches once a gap occurs.
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Caption of figures:

Figure 1: nature of the apical shoots (long or short) of sun-exposed, shaded and thinned
branches (a) and distibution of long and short twigs along the branches (b). (n=11, letters

indicate significant differences, P<0.01).'

Figure 2: mean stomatal conductance and leaf water potential values for sun-exposed,

shaded and thinned branches during sunny days. Error bars indicate standard deviation

(n=15 for gs and n=9 for ¥ values).

Figure 3: differences between leaf and xylem water potential for sun-exposed, shaded
and thinned beech branches during a sunny day. Error bars indicate standard deviation
(n=15). '

Figure 4: vulnerability curve of Fagus sylvatica internodes taken from current year shoots
of thinned branches. The dashed line represents vulnerability curve of sun exposed
branches and the upper line exhibits the vulnerability curve of shaded branches, (more
details will be found in Lemoine et al., 1999). Error bars represent standard deviation
(n=16).
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Lemoine Jacquemin and Granier

Table 1: thinning impact on xylem anatomy: vessel diameter and vessel density for long
and short twig excised on sun-exposed, shaded and thinned branches. (n=40 for vessel

diameter and n= 10 for density; letters indicate significant differences, P< 0.01)

mean vessel diameter (Um) vessel density (vessel.mm™2)
long sun-exposed 30.1% 4.1 (a) 13504 35 (a)
long thinned 27.2+ 53 (b) 1009+ 30 (b)
long shaded 24.0% 6.6 (c) ' 9461 36 (¢)
short sun-exposed 26.2+ 4.8 (b) 730+ 34 (d)
short thinned ~ 26.5+ 5.2 (b) 748+ 37 (d)
short shaded | 21.746.0 (d) 698438 (d)

Table 2: mean values of leaf specific hydraulic conduc'tivity (LSC) for one-year-old beech
twigs cutted from sun-exposed, shaded or thinned branches (n= 30). Letters indicate a

99% significant difference (PLSD Fisher)

sun-exposed | shaded branches thinned branches
branches
LSC 1236+ 152 () | 5434246 ) 9.56 = 1.07 (b)
(mmol.s~!.m-1 MPa-1) ' |
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Fonctionnement hydrique du hétre : architecture hydraulique et sensibilité a la cavitation

A Taide d'un fluxmeétre haute pression (HPFM), nous avons déterminé la répartition des résistances
hydrauliques dans les houppiers de hétre. Nous avons observé un gradient de résistance dans les houppiers
avec les plus fortes résistances dans les branches d'ombre. Ce gradient est fortement corrélé avec I'éclairement
regu par les branches au cours de leur croissance. C'est la structure morphologique (rameaux courts et rameaux

“longs) et anatomique (diameétre et densité des vaisseaux) des branches modulées par I'éclairement qui
induisent ce gradient. Ainsi, nous avons montré que la taille réduite des vaisseaux et 'empilement des noeuds
dans les branches d'ombre augmentaient les résistances hydrauliques. L'architecture hydraulique est
acclimatée aux conditions microclimatiques et permet de soutenir la demande évaporatoire en limitant les
risques de dysfonctionnement (cavitation et embolie). Lorsqu'il y a modification des conditions de croissance
(contrainte hydrique, modification de I'éclairement), nous avons montré que des mécanismes de régulation et
d'acclimatation se mettent en place. La régulation stomatique permet une réponse rapide et a court terme en
limitant fortement les flux d'eau, alors que des modifications anatomiques {modification de la taille des
vaisseaux et de la densité) permettent & I'arbre de s'acclimater aux nouvelles conditions de croissance.
Cependant le systéme conducteur du hétre est une structure vulnérable. Au cours de 'année, nous avons observé
des phases de développement de I'embolie. Chague hiver, 'embolie se développe progressivement suite &
1'a1ternance de périodes de gel et de dégel et au cours de 1'é1é lorsque s'installe une contrainte hydrique précoce
et intense (¢f. 1998). Une fois les vaisseaux embolisés, la conductivité hydraulique est réduite et chez le hétre,

elle n'est restaurée qu'au printemps suivant par la formation d'un nouveau cerne.

Mots-clés : Hétre (Fagus sylvatica L.), relations hydriques, cavitation, embolie, résistance hydraulique,

morphologie, anatomie, sécheresse, lumiére

Water relation in beech : hydraulic architecture and vulnerability to cavitation

We used a high pressure flowmeter to measure the repartition of hydraulic resistances that control
water fluxes within beech crowns. We observed a gradient with higher resistances in the shade-exposed
branches. This gradient is strongly correlated with irradiance that branches received during their
ontogenesis. Morphology (long and short twigs) and anatomy (diameter and vessel density) of branches are
modulated by irradiance. Thus, we showed in shade branches that reduction in vessel diameter and the
increase of the number of node increase hydraulic resistances. Hydraulic architecture is acclimated to
microclimatic conditions and allows the xylem to sustain water demand and limits dysfunctioning (cavitation
and embolism). When growth conditions change (water stress, changes in irradiance), we showed an early
stomatal regulation able to limit strongly water fluxes, and anatomical changes inducing an acclimation to
the new conditions. However, beech xylem is vulnerable to cavitation. Over the year, we observed increased
of embolism following [reeze-thaw cycles during winter and when a severe drought occured early in the season
(1998). When vessels are embolised, hydraulic conductivity is reduced and can be restored when new ring take

place in spring.

Keywords : Beech (Fagus sylvatica L.), water relation, cavitation, embolism, hydraulic resistance,

morphelogy, anatomy, drought, irradiance
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