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Synthèse 

Introduction 

Les travaux que nous avons effectués s'inscrivent dans le cadre des études du laboratoire sur 

l'impact de la pollution atmosphérique et des changements globaux de l'atmosphère sur les arbres 

forestiers. 

L'énergie qui nous parvient du soleil donne naissance aux phénomènes climatiques, à 

l'échauffement, aux déplacements et aux modifications de l'atmosphère, des océans et des glaces, en 

interaction avec la biosphère. 

L'effet de serre est un des principaux phénomènes résultant de l'interaction de la Terre et du 

rayonnement solaire. Le rayonnement lumineux à courte longueur d'onde qui arrive directement du soleil 

et dont une part est réfléchie par la haute atmosphère et les nuages, traverse l'atmosphère sans y être 

absorbé par ses différents gaz. Une partie de ce rayonnement est réfléchi vers l'espace. Une autre plus 

grande, échauffe la surface terrestre et donc la biosphère. Cette surface terreSU"e échauffée émet du 

rayonnement cIe grande longueur d'onde vers l'espace. Mais cette fois, une partie substantielle de ce 

rayonnement est absorbé par les molécules de certains gaz de l'atmosphère comme la vapeur d'eau, le 

dioxyde de carbone (C02) et l'ozone (03) troposphérique entre autres. 

On constate actuellement dans l'atmosphère une continuelle et concomitante augmentation du C02 

et de l'ozone. Ces deux gaz participent à l'effet de serre et agissent directement sur la physiologie des 

arbres. En effet l'ozone est un polluant très phytotoxique tandis que le dioxyde de carbone est le 

"carburant" pour le processus de photosynthèse. 

Augmentation de l'ozone troposphérique 

Les végétaux sont exposés de manière durable à la pollution atmosphérique. Initialement les effets 

toxiques de la pollution atmosphérique sur les plantes se sont manifestés surtout dans les grandes villes et 

à proximité des centres industriels où des dépérissements forestiers ont été mis en évidence. 

Cependant, depuis le début des années 1970, les symptômes de dépérissement observés ont évolué: 

les dépérissements sont observés loin des centres urbains et industriels; ils se produisent aussi bien sur 

sols acides que calcaires; ils touchent la plupart des espèces et plus particulièrement les résineux, qu'ils 

soient âgés ou jeunes. 

Ce dépérissement forestier est considénS comme le résultat d'un processus multifactoriel. Il fut 

interprété en France comme une conséquence de stress hydriques touchant surtout des forêts poussant sur 

des sols pauvres en éléments minéraux voire carencés; la pollution atmosphérique et l'ozone en 

particulier, agissant comme un facteur aggravant, sans oublier malgré tout la présence de dépôts acides 

(Bonneau & Landmann, 1988; Bonneau & Landmann, 1993). 
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L'ozone est formé de trois atomes d'oxygène. Il est le produit de processus physico-chimiques très 

complexes. II est formé de façon continue dans l'atmosphère à partir de l'oxygène, des oxydes d'azote et 

des hydrocarbures par réactions photochimiques. En raison de ces modes de formation et de destruction, 

la concentration en ozone varie avec l'altitude. Les mouvements d'air horizontaux et verticaux influencent 

fortement sa distribution. L'ozone troposphérique (compris dans la partie inférieure de l'atmosphère: 0-15 

km d'altitude) est actuellement en forte augmentation. 

Depuis la fin du XIXème siècle, on mesure la concentration atmosphérique en ozone au niveau du 

sol. Ainsi, il y a un siècle environ, la station de mesure du parc de Monsouris à Paris enregistrait une 

concentration "naturelle" en ozone de 10 ppb. Actuellement, en Europe de l'Ouest, les concentrations 

sont 2 à 4 fois supérieures en moyenne durant l'année. La teneur moyenne en ozone dans l'hémisphère 

Nord croît d'environ 1 à 2 % tous les ans depuis le début du siècle (Logan, 1985; Penkett, 1988). Une 

simulation permet d'estimer l'évolution à long terme de l'ozone sur la base des données actuelles et de 

prévoir vers 2050 des teneurs, en été, aux latitudes moyennes de l'hémisphère Nord, comprises entre 100 

et 160 ppb, soit 3 à 4 fois les moyennes actuelles (Marenco, 1990). 

Dans ce contexte, un important programme de recherches a été entrepris afin de préciser les effets 

écophysiologiques de l'exposition à des concentrations en ozone de deux espèces d'arbres: l'épicéa et le 

hêtre. Si un certain nombre de résultats est acquis (le plus souvent en conditions contrôlées) sur le 

comportement vis-à-vis de l'ozone de jeunes senlis et jeunes plants, peu d'informations sont disponibles 

sur des arbres un peu plus âgés ou même adultes (et génétiquement différents) en conditions se 

rapprochant de celles rencontrées dans la nature. 

Ce travail d'écophysic!ogie a pour objectif général de décrire et quantifier les réponses à long terme 

des arbres à une pollution atmosphérique par l'ozone. Nous avons mené parallèlement une étude de 

l'impact d'une contrainte hydrique édaphique sur la physiologie des arbres soumis ou non à une 

fumigation d'ozone. L'effet majeur d'un déficit hydrique consisterait essentiellement en la fermeture des 

stomates, réduisant ainsi la pénétration de l'ozone dans les tissus foliaires. Néanmoins, la fermeture des 

stomates visant à diminuer les pertes en eau peut induire un certain nombre de contraintes 

. supplémentaires (comme un manque en carbone pour la plante). L'étude de l'interaction ozone -

sécheresse a pour but de rechercher d'éventuelles modifications des réponses des arbres soumis à une 

fumigation d'ozone (aggravation ou protection) lorsqu'ils se trouvent en condition de contrainte hydrique. 

Les travaux présentés ci-après ont été réalisés dans le but d'analyser les mécanismes des 

perturbations des échanges gazeux (conductance stomatique et assimilation nette de C02) et de la 

nutrition minérale en situation de stress (ozone seul, sécheresse seule et interaction ozone + séCheresse). 

Parallèlement à ces études, un important travail a consisté à décrire la croissance des arbres, 

phénomène étroitement dépendant de l'environnement atmosphérique par l'intermédiaire des feuilles et de 

la photosynthèse, mais aussi dépendant de la nutrition minérale. L'approche globale, menée ici, de cette 
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nutrition minérale, nous a permis de quantifier les conséquences des deux stress. Mais peu d'études ont 

été réalisées de façon plus fine, c'est à dire à un niveau histologique, pour pouvoir apporter un 

complément d'information pour une meilleure compréhension des réponses physiologiques des arbres. 

Aussi, nous avons entrepris une analyse de certains éléments minéraux comme le potassium et le calcium 

qui interviennent dans des processus fondamentaux tels que le contrôle de l'ouverture stomatique, la 

photosynU1èse. 

Les organes les plus concernés par les attaques de l'ozone sont les feuilles. L'ozone pénètre 

essentiellement par l'ostiole et se retrouve alors en contact avec les parois cellulaires. Ce passage 

s'accompagne souvent d'une variation de pH due aux réactions des molécules d'eau pariétales avec celles 

d'ozone (Heath, 1987). A l'intérieur de la cellule, de nombreuses réactions chimiques donnent naissance à 

des dérivés chimiques extrêmement nocifs pour la cellule comme le radical peroxyde H02· et l'ion 

superoxyde 02- (Heath, 1987). Ces derniers peuvent alors interagir pour former le radical hydroxyl HO, 

qui attaque directement les lipides et les protéines membranaires . Cet ion superoxyde détruirait les 

doubles liaisons des acides gras insaturés (HeaU1, 1980) et altérerait les protéines liées du plasmalemme 

par oxydation des groupements su1fydry1es en ponts disulfures (Dominy & HeaU1, 1985). Tous ces 

dérivés peuvent agir sur certaines pompes et transporteurs membranaires ce qui entraîne de graves 

perturbations de la perméabilité membranaire (pouvant influencer le transport de certains ions et donc le 

fonctionnement normal de certaines enzymes (Heath & Castillo, 1988). Ces perturbations peuvent être 

limitées s'il existe des mécanismes de protection; ainsi, des antioxydants comme le glutathion, l'ascorbate, 

]'(X-tocophérol et les ~-carotènes se retrouvent dans le cytosol, les mitochondries, les chloroplastes. De 

même les enzymes de protection se retrouvent aux mêmes endroits mais aussi dans les parois, la vacuole, 

les péroxysomes (Polle & Junkermann, 1994). 

Darrall (1989) dresse le bilan des acquis en matière d'effets des polluants sur la photosynthèse, la 

réponse stomatique, la respiration et la distribution du carbone chez les plantes. Ainsi, selon le cas, cet 

auteur a constaté une ouverture ou une fermeture voire même aucun effet sur la conductance stomatique. 

Cependant en général, l'exposition à de fortes concentrations d'ozone entraîne la fermeture des stomates, 

alors que des concentrations faibles induisent plutôt un léger surcroît d'ouverture des stomates. Les 

travaux sur le fonctionnement des stomates à des concentrations réalistes d'ozone sont encore trop peu 

nombreux; le seul résultat vraiment admis actuellement est la fermeture des stomates pour des 

concentrations supérieures à 200 ppb. Mais Freer-Smitl1 & Taylor (1992) pensent qu'il existe un seuil où 

l'ozone induirait des phénomènes d'ouverture stomatique. Ce seuil serait inférieur aux concentrations à 

partir desquelles une diminution de l'activité photosyntl1étique est enregistrée. 

Si les membranes des chloroplastes ont fait l'objet d'études approfondies, c'est qu'elles jouent un 

rôle très important dans la fixation photosyntl1étique du C02. L'ozone semblerait inhiber les deux 

photosystèmes (1 et II) directement (Sugahara, 1984). A l'inverse Heatl1 (1980) montre sur Chlorella 

sorokiniana que les perturbations photosyntl1étiques seraient dues à la perte d'ions suite à des lésions du 

plasmalemme. 
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La plupart des travaux sur la respiration (Dizengremel & Citerne, 198R; Darrall, 1989) font état 

d'une augmentation de J'activité respiratoire foliaire mais la respiration racinaire, elle, tendrait à diminuer 

(Hofstra el al., 1981), bien que ce phénomène soil influencé par la répartition des assimilats à J'intérieur 

de la plante (Cooley & Manning, 1987). 

Un des principaux effets observés de la sécheresse est la réduction de la croissance. La sécheresse 

tendrait aussi à augmenter le rapport de biomasse racines/parties aériennes. Au niveau cellulaire, une 

déshydratation sévère des tissus peut entrafner une modification de la conformation des protéines, une 

altération de la structure lamellaire de la bi-couche phospholipidique des membranes, ainsi que 

l'augmentation de certains solutés au dessus d'un seuil de toxicité (Stewart, 1989). 

C'est essentiellement en développant des mécanismes permettant une meilleure rétention de J'eau, 

une croissance soutenue de J'appareil racinaire que les arbres vont répondre à une diminution de la 

disponibilité en eau du sol (Ludlow, 1989). Ainsi, les stomates jouent un rôle prépondérant dans les 

réactions au stress hydrique. Le développement ct la croissance des arbres dépendent notamment de 

l'utilisation et du transport de l'eau, des éléments minéraux et de la fixation du carbone. La capacité d'un 

arbre à optimiser la fixation du dioxyde de carbone de l'atmosphère tout en minimisant la perte d'eau 

apparaît comme un processus d'adaptation des espèces à la sécheresse. Ainsi, deux stratégies 

interviennent: 

- la stratégie d'évitement, basée sur la réduction des pertes d'eau par augmentation de la résistance 

slomatique, 

- la stratégie de tolérance par maintien de J'état de turgescence des cellules de garde des stomates 

malgré les déficits hydriques. 

Certains auteurs ont suggéré que le fonctionnement stomatique pouvait être contrôlé par la capacité 

photosynthétique des feuilles afin d'optimiser le coût en cau pour la fixation du C02 (Wong el al., 1979). 

Les premiers effets de la déshydratation sur l'appareil photosynthétique pourraient être une inhibition 

réversible de J'activité des enzymes chloroplastiques du fait de J'augmentation passive de certains solutés 

ou de l'acidification du stroma (Berkowitz & Whalen, 1985) mais ces altérations de J'appareil 

photosynthétique ne se font que dans les cas extrêmes de sécheresse. 

L'ozone et le stress hydrique ont donc une action sur les échanges gazeux des plantes. Lorsque ces 

deux stress sont associés, il est donc difficile de préciser à l'avance lequel de l'un ou de l'autre a une 

action prédominante, dans quel sens va aller leur interaction sur les échanges gazeux de la plante et par 

conséquent, quels impacts auront leurs effets sur d'autres paramètres fondamentaux comme la nutrition 

minérale et la croissance. Ainsi, un de nos buts était de décrire des modifications à long terme de 

quelques grands processus physiologiques et non des mécanismes très fins de physiologie. 
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Augmentation du dioxyde de carbone 

Certains gaz, déjà présents dans l'atmosphère à l'état de traces, ont vu leurs concentrations 

augmenter depuis le début de l'ère industrielle. C'est le cas par exem~le du dioxyde de carbone, en raison 

de la déforestaUon et de la combusUon des combustibles fossiles. Les mesures systématiques du taux de 

C02 dans l'atmosphère ont débuté en 1958. Elles mettent en évidence un accroissement exponentiel des 

concentrations de C02 qui sont passées de 275 ~mol mol- 1 en 1860 à 315 ~mol mol- 1 en 1958 puis à 355 

~mol mol- 1 en 1990, soit un accroissement de 25% en un peu plus d'un siècle (Pearman, 1988). Si rien 

n'est fait pour enrayer ce processus, ces teneurs doubleront avant la fin du siècle prochain. On estime 

qu'entre 1860 et 1984 environ 183 milliards de tonnes de carbone ont été émises par les combusUons de 

carbone fossile (ce qui représente une émission d'environ 150 milliards de tonnes de C02). Près de la 

moitié de ces émissions reste dans l'atmosphère tandis que l'autre est recyclée. Les différents réservoirs 

impliqués dans ce cycle sont: l'atmosphère, les océans (qui contien:1ent 60 fois plus de carbone que 

l'atmosphère) et la biosphère terrestre comprenant les réserves de combusUbles fossiles, les sols et la 

végétaUon. Les forêts représentent 80% de la biomasse végétale terrestre totale; aussi tout changement 2.U 

niveau de ce réservoir modifie (perte ou gain) l'ensemble du cycle du carbone du système biomasse­

atmosphère (Schneider, 1989). 

Les recherches actuelles sont effectuées dans l'hypothèse d'un doublement de la quantité de C02 

atmosphérique, ce qui correspondrait à l'atmosphère de la seconde moitié du XXlème siècle. 

Ainsi, il est important de connaître les réponses de différentes espèces forestières à ces changements 

atmosphériques et climatiques et éventuellement d'identifier celles qui y seraient les mieux adaptées . De 

nombreuses études ont été réalisées dans un premier temps sur les plantes C4 puis les plantes C3. De ces 

travaux, il ressort principalement que l'augmentaUon de C02 a un eff~t stimulant sur la physiologie et la 

croissance des arbres poussant dans un milieu sans contrainte. 

Dans le contexte des études du laboratoire sur les changements globaux (augmentation des 

concentrations en C02 atmosphérique, augmentation de la température, diminution de la pluviométrie) 

(Johnsen, 1993), nous avons entrepris de préciser la réponse de deux espèces d'arbres: le chêne rouge 

d'Amérique et l'épicéa, à une augmentation de C02 atmosphérique et de savoir si cette réponse est 

modifiée en cas de contrainte hydrique, pour les paramètres suivants : croissance aérienne, échanges 

gazeux foliaires et nutriUon minérale. 

L'augmentation de la concentration en C02 atmosphérique a des impacts directs sur les arbres en 

agissant sur la photosynthèse, la répartition des assimilats et le bilan hydrique, et des impacts indirects 

dus à des changements climatiques induits. 

A court terme, l'élévaUon de la concentration en C02 stimule la photosynthèse pour deux raisons, la 

première est le fait que plus de molécules de C02 sont utilisables pour la carboxylation du ribulose 1-5 

bisphosphate; deuxièmement, la compétition entre 1'02 et le C02 au niveau de la Rubisco est en faveur du 
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C02. Mais cette stimulation de la photosynthèse dépend de l'activité de différents processus comme la 

carboxylation du ribulose 1-5 bisphosphate par la Rubisco, la régénération de ce ribulose 1-5 

bisphosphate, la fournHure en phosphate inorganique (Stitt, 1991). 

Ces réponses de la photosynthèse peuvent être modifiées à long terme et dépendent étroitement de 

la translocation du carbone dans les différents organes "puits" (Ammerlaan & de Visser, 1993). 

Les résultats obtenus sur des arbres exposés à un taux élevé en C02 atmosphérique ont mis en 

évidence d'autres réponses qui se retrouvent fréquemment chez les plantes C3 (Eamus & Jarvis, 1989; 

Jarvis, 1989; Stitt, 1991; Mousseau & Saugier, 1992; Ceulemans & Mousseau, 1994) à savoir: 

- augmentation de l'accroissement total en biomasse, 

- augmentation du poids sec par unité de surface foliaire, 

- augmentation du rapport biomasse souterrainelbiomasse aérienne par suite d'une augmentation 

de la masse des racines fines, 

- diminution de la conductance stomatique, 

- augmentation de l'efficience d'utilisation de l'eau, 

- diminution des concentrations en éléments minéraux. 

Remarque: Nos éludes 01/1 élé effectuées après /./1/ an de fumigation il l'ozone et au. C02 et continueront 

en 1994 (la biomasse serafinalement obtenue il lafin de celle al/née). 

Nota: dans la suite du texte, les renvois aux figures et 

tableaux des annexes sont indiqués en italique. 
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1. Niveaux d'approche et techniques d'études 

L'étude de l'influence à long terme des nouveaux climats de pollution sur les écosystèmes forestiers 

nécessite des dispositifs se trouvant en conditions naturelles ou les plus proches de celles-ci. 

Dans ce premier chapitre, les sites choisis pour l'implantation des dispositifs et les techniques mises 

en oeuvre pour la réalisation des études seront présentés avec les discussions sur ces choix. Les 

principales caractéristiques du matériel végétal sélectionné sont décrites. Les différents paramètres 

physiologiques (état hydrique des arbres, échanges gazeux, teneurs en chlorophylles, concentrations en 

éléments minéraux) et leurs principes d'analyse sont décrits dans le but de mettre en évidence les effets 

sur les arbres de diverses contraintes. 

Les différents protocoles de prélèvements, de mesures, d'analyses, utilisés au cours de cette étude 

sont présentés dans la partie matériels et méthodes des publications (annexes 1, 2, 3, 4, 5, 6) et détaillés 

par la suite lorsque des précisions s'avéraient nécessaires à la compréhension des systèmes utilisés. 

1) Sites expérimentaux, dispositifs et matériel végétal 

a) Sites expérimentaux 

L'étude de l'influence des climats de pollution sur les écosystèmes forestiers a été réalisée sur deux 

sites expérimentaux de terrain: le Col du Donon (Massif Vosgien: 48° 29' N,7° 05' E, altitude 727 m) où 

nous avons étudié les effets de l'augmentation des concentrations en ozone et de la sécheresse; et Sainte­

Marguerite (Massif Central: 45° 39' N,3° 14' E, altitude 340 m) où nous avons étudié les effets de 

l'augmentation du dioxyde de carbone dans l'atmosphère et de la sécheresse. 

Le choix de l'implantation du dispositif au Col du Donon s'appuie en particulier sur les conclusions 

des travaux du programme de recherches DEFORPA (Dépérissement des Forêts et Pollution 

Atmosphérique). En effet, ces conclusions suspectent, entre autres, les fortes teneurs en ozone d'être co­

responsables, avec la sécheresse et les dépôts acides (qui se conjugue à la pauvreté chimique de certains 

sols) du dépérissement des forêts. Le Col du Donon, secteur où d'importants phénomènes de 

dépérissement ont été enregistrés et où les teneurs en ozone sont élevées (Ulrich, 1990) constituait donc 

le site idéal pour une étude sur les effets de l'ozone. Nous avons installé notre dispositif dans une clairière 

sur la parcelle Etoile 1 (composée à 60 % d'épicéas, 35 % de sapins et 5 % de hêtres), située à proximité 

de la tour de mesure de la pollution atmosphérique de l'ASPA (Agence pour la Surveillance de la 

Pollution atmosphérique en Alsace). Le peuplement âgé, d'une hauteur moyenne de 35 m est installé sur 

un sol brun ocreux à pH voisin de 4,8 et est soumis à un climat de type montagnard (Ulrich, 1990). 

Le site de Ste-Marguerite, localisé dans une région volcanique a été retenu pour la présence de 

sources naturelles en C02, que l'usine d'eau minérale de Ste-Marguerite mettait à notre disposition et qui 

nous permettait d'envisager des études à long terme. La station de Ste-Marguerite se trouve dans uhe 
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Tableau l : Description des dcux sites d'expérimentation et déroulemcnt de l'expérience. 

Sites 

Description du site d'installation 

- site d'installation 

- altitude 

- couvert 

Description des chambres à ciel ouvert 

- fonne: diamètrefhauteur 

- matériel 

- filtres 

- contrôle de l'injection de gaz 

- taux de renouvellement de l'air 

- mode de plantation des arbres 

Date de plantation 

Age des plants 

- épicéas 

- hêtres 

- chênes rouges 

Date de mise en route de la ventilation 

Date d'injection des gaz 

Niveau de sécheresse 

Ste-Marguerite (Massif Central) 
Etude sur le C02 

prairie 

342m 

hors couvert 

ronde: 3 m 12.5 m 

film transparent de polyélhyiène 

aUCUii 

débitmètre volumique 

4 x par minute 

plantation dans une ancienne terre agricole 

importée 

3 avril 1991 

5 ans 

1 

3 ans 

30 octobre 1991 

22 avril 1992 

'JI = - 1,2 MPa 

Col du Donon (Massif Vosgien) 
Etude sur l'ozone 

clairière en forêt 

727m 

hors couvert 

décagonale: 3 ml 2,8 m 

plaques en plexiglas 

filtres à poussière 

débitmètre volumique 

6 x par minute 

plantation dans le sol in situ 

19 avril 1990 

5 ans 

3 ans 

1 

2 mars 1992 

17 juillet 1992 

'JI = - 0,82 MPa 
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prairie au bord de l'Allier, à quelques centaines de mètres de l'usine d'eau minérale. Le pH du sol (terre 

agricole importée de Saint-Just-en-Chevalet) est voisin de 5.3. Le climat est de type continental avec des 

influences méditerranéennes. 

b) Origine du matériel végétal 

Différentes espèces ont été sélectionnées: 

- pour le Col du Donon: 

- Fagus sylvatica (L.) : les arbres ont été élevés en pépinière à St-Dié-des-Vosges et étaient âgés 

de trois ans au moment de la plantation (19 avril 1990). 

- Picea ables (L.) Karst. : les arbres proviennent de deux clones: le clone 780371 "Istebna", de 

provenance polonaise et le clone 781351 "Gérardmer", de provenance vosgienne. Les plants, fournis par 

l'AFOCEL (Association Forêt Cellulose - Charrey-sur-Sâone), sont âgés de trois ans et sont issus d'un 

bouturage d'ordre trois. Ils ont séjourné deux ans en pépinière (INRA, Champenoux) avant d'être 

transplantés (19 avril 1990). 

Ces deux essences ont été choisies car elles ont un grand intérêt économique en France mais aussi 

en Europe; de plus elles sont fortement représentées en Lorraine. 

- pour Ste-Marguerite: 

- Quercus rubra (L.) : les arbres ont été élevés en pépinière (INRA, Champenoux). Ils étaient 

âgés de trois ans au moment de la plantation (3 avril 1991). Le chêne rouge d'Amérique est une espèce 

nord - anléricaine largement utilisée comme essence de reboisement en France depuis plusieurs années. 

- Picea ables (L.) Karst. : les arbres, âgés de cinq ans lors de leur plantation (3 avril 1991), ont 

également été élevés en pépinière (INRA, Champenoux); mais ici il ne s'agit pas de clones. 

Le tableau 1 indique les principales caractéristiques de ces arbres. 

c) Choix du système d'exposition 

L'annexe 1 (page 48) souligne l'intérêt des chambres à ciel ouvert pour étudier l'impact de la 

pollution atmosphérique sur les végétaux. Bien que cette technique vise à simuler l'environnement naturel 

des arbres, les composantes climatiques sont malgré tout modifiées: la température , l'humidité relative, la 

vitesse du vent, la qualité et la quantité de lumière, les précipitations. L'existence de gradients verticaux 

et horizontaux de microclimat et de distribution des polluants à l'intérieur des chambres ont déjà été mi~ 

en évidence (Heagle et al., 1988). L'existence de tels gradients est inhérente à la présence des parois de la 

chambre et au système de ventilation de l'air. Cette ventilation, chargée d'éviter l'élévation de la 

température dans la chambre, diminue la transpiration et affecte l'absorption des gaz par les feuilles et les 

dépôts de polluants sur les surfaces foliaires. 
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Tableau 2 : Caractéristiques des sondes, chargées de mesurer les paramètres microclimatiques, utilisées sur les deux sites. 

Capteurs Them1o-Hygromètre Quantum sensor Analyseur ozone Analyseur C02 Résistivimètre 

Marque Vaisala Licor Environnement SA Schlumberger Bamo mesures 

Type HMP 35D LI 190 SB 1003 AH A.NIR 12 Bamoset 800 

Sonde PT100 et Hurnicap Photomètre Absorption UV Absorption IR électrodes 

Gamme - 40/+60 oC; 0-100% 400-700 nm 0-2000 Il gim 3 0-1000 Ilgim3 0-400 kQ/cm 

Précision ± 0,1 oC; ± 1 % ±5% ±3% ±3% ± 1 KQ/cm 



Figure 1: Représentation schématique du dispositif expérimental installé au Col du Donon indiquant 

l'emplacement des différents traitements ozone, sécheresse ainsi que la répartition des capteurs 

des différents paramètres microclimatiques. 
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Figure 2 : Evolution des teneurs moyennes journalières en ozone au cou rs du moi s de juillet 1993 dans les 

différents traitements au Col du Donon. 
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Ainsi, Olszyk et al. (1980) montrent l'importance des dépôts de poussières dans les cham bres. Dans 

notre cas, la mise en place de filtre à poussières nous a permis de nous affranchir de ce problème. La 

purification de l'air sur charbon actif peut purifier d'autres gaz que l'ozone et donc induire une différence 

supplémentaire par rapport aux conditions naturelles. 

Le dispositif "chambre à ciel ouvert" offre l'énorme avantage de pouvoir modifier et contrôler la 

composition de l'atmosphère qu'il y règne, mais par grand vent, les entrées d'air externe dans la chambre 

doivent être limitées afin de maintenir la concentration fixée dans l'enceinte (Unsworth et al., 1984). Un 

venturi est installé au dessus de chaque chambre afin de limiter ces entrées. La vitesse de l'air pulsé 

devrait être adaptée à la vitesse du vent extérieur pour empêcher une éventuelle pénétration d'air extérieur 

(Schmitt & Ruck, 1987). 

Le tableau 1 présente les conditions de mise en oeuvre de ces chambres. 

Différents capteurs (tableau 2) placés dans les chambres nous renseignent sur les caractéristiques 

microc1imatiques. 

d) Exposition des arbres à l'ozolle, au C02 et au déficit hydrique 

- Au Col du Donon: huit chambres à ciel ouvert ont été construites et comprennent chacune 3 

hêtres, 3 épicéas "Istebna" et 3 épicéas "Gérardmer". Quatre blocs sans chatnbre, de 9 arbres chacun (3 

"Istebna", 3 "Gérardmer" et 3 hêtres) servent de témoin (air ambiant) . 

Cinq traitements sont mis en oeuvre: 

.Air Ambiant (AA) 

.Air FiJt!"é (AFfFA) 

.Air Non Filtré (ANF/NFA) 

.Air Non Filtré + 25 ppb d'ozone (ANF + 25/NFA + 25) 

.Air Non Filtré + 50 ppb d'ozone (ANF + 50/NFA + 50). 

Chaque traitement est représenté par deux chambres à ciel ouvert, excepté le témoin pour lequel 

nous avons donc quatre répétitions. Les concentrations en ozone de 25 et de 50 ppb ont été choisies car 

elles sont de l'ordre de grandeur de celles que nous pourrions avoir dans l'atmosphère au cours du siècle 

prochain. 

La figure 1 représente le dispositif utilisé. L'ozone est produit par décharges électriques dans de 

l'oxygène pur grâce à un ozoneur (Trailigaz "labo 76"). L'ajout d'ozone à différentes concentrations est 

régulé par quatre débitmètres volumiques. La figure 2 montre un exemple de l'évolution des 

concentrations en ozone enregistrées dans les différentes chambres durant un mois. 

L'imposition du stress hydrique a débuté le 1 er juillet 1993 au ni veau des 4 chambres à ciel ouvert 

du bloc 1. La mise en place de ce stress a nécessité le creusement de tranchées de 70 cm de profondeur 

autour des chambres concernées afin de minimiser les arrivées d'eau latérales. Une structure en bois 

supportant une bâche en plastique transparente et imperméable a été installée pour empêcher la pluie de 
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Figure 3 : Représentation schématique du dispositif expérimental installé à Ste-Marguerite indiquant 

l'emplacement des différents traitements C02. ainsi que la répartition des capteurs des 

différents paramètres microclimatiques. 

1 = capteur de température ct dlmmidité relative de l'air 
2 = capteur d'éclairement 
3 = capteur de dioxyde de carbone 
4 = capteur d'humidité du sol 
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Figure 4 : Evolution des concentrations moyennes journalières (au cours du mois de juillet 1993) et 

horaires (02 juillet 1993) en dioxyde de carbone dans les différents traitements à Ste 

Marguerite. 
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Figure 5 : Evolution des moyennes journalières de l'éclairement, de l'humidité relative et de la 

température au cours du mois de juillet 1993 au Col du Donon dans les chambres à ciel ouvert 

avec et sans bâche. 
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pénétrer à l'intérieur des chambres (annexes 2 et 3; pages 57 et 65). Les arbres dans les autres traitements 

ainsi que dans le traitement AA ont été arrosés. 

Les variations des concentrations d'ozone et de la pluviométrie sur le site sont donnés dans les 

annexes 2 (figllre 1, page 60) et 3 (figllre 1, page 82). 

Il est à noter qu'il n'y avait aucune différence significative entre chambres à J'intérieur d'un même 

traitement avant l'imposition de la sécheresse. 

- A Ste-Marguerite: la figure 3 représente le dispositif; deux chambres à ciel ouvert ont été 

construites autour de huit arbres chacune: 4 épicéas et 4 chênes. Trois traitements ont été mis en oeuvre: 

.Air Non Filtré (ANF / NFA) 

.Air Non Filtré + 350 flmol mole- 1 de C02 (ANF + 350/ NFA + 350) 

.Air Ambiant (AA). 

Le volume de C02 injecté dans une des chambres est contrôlé par un débitmètre volumique. 

La figure 4 montre un exemple des concentrations en C02 enregistrées pour chaque chambre. 

Il faut noter que pour l'ensemble des traitements, une sécheresse naturelle s'est installée durant les 

mois d'été 1993. 

2) Données climatiques 

Les données climatiques des deux sites sont fournies dans les annexes 1, 2, 3, 5 et 6. La figyre 5 

indique les différences de température, d'éclairement et d'humidité relaUve entre les chambres av'ec ou 

sans toit, et les témoins, pour le site du Donon. On remarque que le facteur le plus affecté par la présence 

de la bâche est l'éclairement; en effet, celle-ci filtre Il % du rayonnement solaire photosynthétk;:.;ement 

actif. 

Le type de chambre à ciel ouvert mis en oeuvre à Ste-Marguerite, différent de celui du Col du 

Donon et plus ancien, filtre 18 % du rayonnement solaire photosyntl1étiquement acUf. 

3) Mesure de l'état hydrique des arbres 

L'état hydrique des arbres dépend de l'état hydrique du sol dans lequel ils poussent. Deux électrodes 

couplées à un résisUvimètre, plantées à une profondeur de 20 cm permettent de calculer la quantité d'eau 

que conUent un sol (exprimée en %). La mesure de l'humidité du sol est très délicate en milieu naturel en 

raison de sa variabilité spatiale. Au Col du Donon, où la texture, la structure et la densité du sol 

présentent une forte variabilité spaUa1e, les sondes de résisUvité se sont montrées peu fiables. 

L'état hydrique des plants peut être déterminé à partir des deux paramètres principaux que sont la 

teneur en eau relative et le potentiel hydrique. Le potentiel hydrique est une grandeur thermodynamique 

qui caractérise l'état énergéUque de l'eau dans un milieu hydraté. Il est défini comme le travail qu'il faut 

fournir à une unité de masse d'eau pour l'amener de l'état d'eau liée à l'état d'eau libre, ceci à température 
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constante ct à pression atmosphérique ambiante. Le potentiel hydrique d'un organe sc décompose en la 

somme de quatre grandeurs (Tyree & Jarvis, 1982) : 

- le potentiel osmotique qui exprime l'effet de la concentration en solutés dans l'eau, 

- le potentiel de turgescence qui résulte de la pression des parois cellulaires sur l'cau 

symplasmique, 

- le potentiel matriciel qui résulte des interactions entre l'eau en phase liquide et la matrice, 

- le potentiel de gravité. 

Les deux dernières composantes sont souvent négligeables. 

En fin de nuit, les stomates sont fermés et le potentiel hydrique est proche du potentiel d'équilibre 

qui s'établit entre le sol et la plante (Aussenac & Granier, 1978). Il s'agit du potentiel hydrique de base 

utilisé couramment comme une estimation du potentiel hydrique du sol dans l'horizon le plus humide du 

système racinaire (Bréda et al., 1994). Théoriquement, le potentiel hydrique de base renseigne sur 

l'alimentation hydrique de la plante et donc sur la contrainte qui lui est imposée (Aussenac & Finkelstein, 

1983). Il est mesuré à l'aide d'une bombe à pression (Skye) selon la méthode de Scholander et al. (1965). 

En réalité, le potentiel hydrique de base n'indique pas le début de dessèchement induisant la 

fermeture stomatique. II a été démontré que le potentiel hydrique de base est insensible à une réduction 

de 60 % de la fraction disponible de la réserve hydrique du sol chez le chêne (Bréda, 1994) . L'équilibre 

hydrique qui se met en place durant la nuit, entre le sol et l'arbre, provient essentiellement des racines 

profondes; la majorité des racines superficielles ne sont pas bien hydratées en raison de la haute 

résistance des mouvements d'eau développée dès que le sol sèche. Cet équilibre en fin de nuit pourrait 

donc masquer un déficit hydrique important durant la journée. 

Les mesures que nous avons effectuées nous ont quand même renseigné sur l'évolution dans le 

temps des intensités des sécheresses. 

Des mesures simultanées de teneur en eau du sol (humidité volumique et pondérale), de potentiel 

hydrique du sol (à l'aide de tensiomètres, micro psycmomètres) et de fraction disponible de la réserve 

hydrique ainsi que de la teneur en eau relative de la plante nous auraient donné beaucoup plus de 

renseignements pour l'analyse de la régulation stomatique que le potentiel hydrique de base. Ceci n'a pas 

été réalisé faute de matériel et de disponibilité humaine. 
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4) Echanges gazeux et teneurs en chlorophylles 

Les échanges gazeux entre la [euille et l'atmosphère ont été mesurés à l'aide d'un système portable: 

Li 6200 (Li-Cor, U.S.A.) entre 10 h et midi. Les mesures sont faites sur une surface donnée de feuille ou 

d'aiguille. Les résultats sont exprimés en [onction des flux entrants ou sortants de C02 ou d'H20 par unité 

de temps et par unité de surface. C'est pourquoi il est nécessaire de connaître celle surface foliaire. 

a) Etude des sUlfaces foliaires 

Les surfaces foliaires des feuillus ont été mesurées à l'aide d'un planimètre (~T Area Meter, MK2) 

fournissant des mesures très précises. Pour ce qui est des aiguilles d'épicéa, leur surface non plane rend 

les mesures plus complexes. Oren et al. (1986) mesurent la surface projetée des aiguilles au planimètre et 

appliquent un facteur multiplicatif de 2,5 pour obtenir la surface développée. Comme les aiguilles 

d'épicéa des deux clones ont des formes différentes, nous avons jugé cette méthode trop imprécise et 

avons préféré mesurer les surfaces à l'aide d'un microscope électronique à balayage; la méthode et les 

différentes équations obtenues sont données dans les annexes 2 (page 57) et 5 (page 93) et sont les 

suivantes (S, mm2; Poids Sec, mg): 

.Clone Istebna - aiguilles de l'année: 

S = 2,38 ((Poids Sec + 0,033636)/0,159) - 2,7333 

.Clone Istebna - aiguilles de un an: 

S = 2,0096 ((Poids Sec + 0,75062)/0,26989) - 2,2885 

.Clone Gérardmer - aiguilles de l'année: 

S = 3,39 ((Poids Sec + 0,60571)/0,23922) - 9,8333 

.Clone Gérardmer - aiguilles de un an: 

S = 2,8151 ((Poids Sec + 1,8876)/0,3261) - 8,0781 

.Epicéa de Ste Marguerite - aiguilles de l'année: 

S = 3,4527 ((Poids Sec + 0,46697)/0,23021) - 8,8434 

.Epicéa de Ste Marguerite - aiguilles de un an: 

S = 2,8508 ((Poids Sec + 1,0511)/0,31729) -7,1282 

Afin de connaître la validité de cette méthode, nous l'avons comparée à d'autres méthodes 

classiques. Un même lot d'aiguilles provenant des épicéas de Ste-Marguerite a servi pour la comparaison: 

- aiguilles de l'année: poids sec = 363,9 mg; longueur = 1582 mm 

surface projetée = 1250 mm2 

- aiguilles de 1 an: poids sec = 557,0 mg; longueur = 1759 mm 

surface projetée = 1465 mm2 
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Les résultats obtenus sont les suivants: 

MéUlode 

S (mm2) (aiguilles 

de l'année) 

S (mm2) (aiguilles 

de 1 an) 

utilisée 

5456 

5007 

Malka 

(1988) 

4109 

4569 

Oren et al. Horntvedt Riederer el al. 

(1986) (1988) (1988) 

3125 4442 5171 

3662 5795 7785 

- la formule de Malka: S (cm2) = 0,26 x L (cm) - 0,04 est obtenue en mesurant la longueur des aiguilles 

et en additionnant la surface totale de différentes coupes transversales dont le périmètre a été mesuré en 

projetant les coupes sur un microlecteur. 

- les formules de Horntvedt : S (mm2) = 1,9 + 12,2 x Poids Sec (mg) pour les aiguilles de l'année 

S (mm2) = 2,1 + 10,4 x Poids Sec (mg) pour les aiguilles de 1 an sont 

obtenues par détermination du poids sec des aiguilles et de la surface de différentes coupes transversales. 

- les formules de Riederer et al. : S(mm2) = 3,279 x L (mm) - 16,31 pour les aiguilles de l'année 

S(mm2) = 4,440 x L (mm) - 24,78 pour les aiguilles de lan sont 

obtenues par détermination de la longueur des aiguilles et de la surface projetée multipliée par 2,74. 

Les résultats obtenus au microscope électronique à balayage sont proches de ceux obtenus par les 

méthodes de Horntvedt (1988), Riederer el al. (1988) et Malka (1988). Quant à la méthode d'Oren et al. 

(1986), bien que souvent utilisée, fournit des résultats assez éloignés des autres. 

Afin de conserver un maximum de précision, nous avons opté pour notre formule spécifique à 

chaque clone et correspondant à nos conditions de culture. 

b) Teneurs en chlorophylle 

Les teneurs en chlorophylles ont été exprimées par rapport au poids sec et par rapport à la surface 

foliaire selon la méthode de Barnes et al. (1992) qui utilise le diméthylsulfoxyde pour extraire les 

chlorophylles (2 cm 2 de feuille ou une quinzaine d'aiguilles sont coupées en morceaux et sont plongées 

dans 5 ml de DMSO puis sont congelées; les tubes sont mis ensuite au bain marie à 65°C pendant 2H 

pour les feuilles et 3H30 pour les aiguilles); la densité optique de la solution obtenue est mesurée par 

spectrophotométrie à 648,2 et 664,9 nm. 
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c) Mesures de l'assimila/ion lIelle de C02 e/ conductance s/oma/iqlle 

U ne feuille entière ou un rameau d'épicéa est enfermé pendant 15 secondes dans la chambre de 

mesure de l'appareil Li-Cor. Cette chambre est reliée par un circuit fermé à un analyseur, qui mesure la 

baisse de C02 dans l'air de la chambre. La densité du flux de photons photosynthétiquement actifs est 

mesurée par un capteur quantique. La température et l'humidité relative de l'air sont mesurées 

respectivement par un thermocouple et une sonde capacitive (VAISALA). Un thermocouple appliqué 

sous la feuille mesure la température foliaire. En plus de l'ensemble de ces paramètres, l'assimilation nette 

de C02 (A), la transpiration (E) sont mesurées et la conductance stomatique à la vapeur d'eau (gsw, 

représentant le degré d'ouverture de l'ostiole) est calculée par unité de surface foliaire. Une évaluation 

préalable de la conductance de la couche limite (gbw) est nécessaire. Elle est réalisée en plaçant dans la 

chambre un papier buvard imbibé d'eau, de surface connue (en fait nous élaborons une équation à partir 

de plusieurs papiers de surfaces différentes) et en calculant la conductance totale de ce papier à partir des 

paramètres fournis par les capteurs. Ainsi la conductance de la couche limite utilisée est de: 

· 0,8 mol m-2 s-1 pour les feuilles de hêtre, 

· 100000 mol m-2 s-1 pour les aiguilles d'épicéa car nous considérons la résistance de la couche 

limite comme négligeable vu la géométrie et la morphologie d'un rameau d'épicéa, 

· x mol m-2 s-1 suivant la formule: gbw = 1/2((0,23918 + 0,025265 x Surface)) pour les feuilles de 

chêne. 

Les équations, propres au système de mesure de l'appareil Li-Cor sont détaillées dans le manuel de 

références techniques Li-Cor (1987) et par Leuning & Sands (1989); les principales équations nous 

intéressant sont les suivantes: 

gtw = -------- (équation 1) 
w· -w 

1 a 

E 
[ g le - -] Ca - A 

2 
Ci = -------- (équation 3) 

gsw glW gbwo 
[ _ K_2+_1_] 

(équation 2) 

(K + 1) 2 

-- =---

1 1.6 1.37 
-+-- (équation 4) 

gsw gbw 

14 



Synthèse 

avec: gtw: conductance foliaire totale à l'eau 

E : taux de transpiration 

Wi : fraction molaire de vapeur d'eau dans la cavité sous stomatique 

wa : fraction molaire de vapeur d'eau dans l'air 

gsw : conductance stomatique à la vapeur d'eau 

gbw : conductance de la couche limite 

gbwo : conductance de la couche limite sur une face de la feuille 

Ci : fraction molaire de C02 dans la cavité sous stomatique 

Ca : fraction molaire de C02 dans l'air 

gtc : conductance totale au C02 

K : rapport stomatique d'une face de la feuille sur l'autre (K = 0 pour les feuilles de hêtre et de 

chêne car elles sont hypostomatiques; pour les aiguilles nous considérons aussi que K = 0) 

A : taux d'assimilation nette de C02 

1,37 : rapport des coefficients de diffusion du C02 et de la vapeur d'eau au niveau de la couche 

limite 

1,6: rapport des coefficients de diffusion du C02 et de la vapeur d'eau au niveau de l'air. 

La conductance foliaire pour la vapeur d'eau (gtw), obtenue à l'aide de l'équation 1 et la conductance 

de la couche limite (gbw) permettent d'accéder à la conductance stomatique à la vapeur d'eau 

(gsw)(équations 2et 4). 

En général, la résistance stomatique à la diffusion des gaz limite les échanges gazeux . La 

connaissance de A et de gsw ne permet pas cependant de vérifier si les baisses de A induites par une 

contrainte résultent exclusivement d'une fermeture des stomates ou d'autres mécatùsmes non stomatiques. 

d) Concentration intercellulaire de C02 (CiJ 

L'analyse des relations existant entre l'assimilation nette de C02 et la fraction molaire de C02 dans 

la cavité sous-stomatique (Cj) permet théoriquement de déterminer l'existence de limitations non 

stomatiques du taux d'assimilation nette de C02 (A). 

Si seule la conductance foliaire pour le C02 (gtc) limite A, Ci doit diminuer lorsque les stomates se 

ferment. Le calcul de Ci est effectué d'après les équations de Von Caemmerer & Farquhar 

(1981)(équation 3). 

Ce calcul peut conduire à une surestimation de Ci si le C02 n'est pas réparti U1ùformément dans les 

espaces intercellulaires; ce cas peut se présenter si les échanges gazeux ne sont pas uniformes sur toute la 

surface de la feuille (fermeture des stomates par îlot) ou s'il existe d'importantes barrières internes à la 

diffusion latérale du C02 (Terashima et al., 1988). 
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Compte tenu de ce possible artefact et de la difficulté à estimer avec précision la température 

foliaire (Tyree & Wilmot, 1990), donc la conductance et Ci, l'interprétation des variations de Ci suite à 

une contrainte requiert beaucoup de pmdence. 

e) Efficience d'utilisation de l'eau 

L'efficience d'utilisation de l'eau (WUE: water use efficiency) est obtenue normalement en calculant 

le rapport de la biomasse sur l'eau consommée. Cependant, si cette expression de WUE par ce rapport 

reste souvent utilisée, elle n'est pas exclusive. En effet, nous pouvons utiliser les rapports Affranspiration 

et Algsw qui correspondent à une valeur instantanée et intrinsèque. 

Remarque: le tenne glV dans les annexes équivaut ici à gSlV. 

5) Concentration en éléments minéraux 

La mesure des concentrations en éléments minéraux dans les cellules des tissus foliaires est réalisée 

à l'aide d'un microscope électronique à balayage équipé d'un système de microanalyse X (diode au 

silicium - lithium). Le principe de fonctionnement du microscope et de la mesure du rayonnement X est 

donné par Maurice (1983) et Eberhart (1989). 

La micro analyse par sonde électronique et spectrométrie de rayons X est une méthode d'analyse 

spectrochimique fine basée sur des processus physiques. Cette technique permet de déterminer la 

concentration des éléments en présence dans un volume de matière très réduit. Son principe est fondé sur 

le traitement du rayonnement X émis par un échantillon bombardé par un faisceau d'électrons focalisé à 

sa surface. 

Lorsqu'on analyse dans un spectromètre le rayonnement émis par une cible bombardée par un 

faisceau d'électrons convenablement accélérés, on différencie: 

- le spectre continu, constitué par une distribution continue de la longueur d'onde, 

- le spectre caractéristique; constitué par une série de raies de hauteurs différentes et de 

longueurs d'onde discrètes. 

Le spectre continu est dû au freinage des électrons par le champ électromagnétique des atomes de la 

cible. 

Pour expliquer le mécanisme d'émission du spectre caractéristique, considérons un atome dans un 

état stable, c'est à dire dans un état d'énergie minimale. Supposons qu'une particule (électron) ou une 

radiation (photon) interagisse avec cct atome. La quantité d'énergie perdue par l'agent excitateur lors de la 

collision est emmagasinée par l'atome qui se trouve alors porté dans un état d'énergie supérieure (état 

excité). Au cours de l'interaction, un électron est chassé de son orbitale, laissant un "trou" sur le niveau 

correspondant. C'est le phénomène d'ionisation. Pour revenir à l'état d'équilibre, l'atome va 

progressivement libérer l'énergie emmagasinée en réalisant des transitions électroniques qui 
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correspondent au passage d'un électron d'un niveau moins lié vers un niveau plus lié. C'est le phénomène 

de désexcitation. L'énergie libérée va permettre: 

- soit l'éjection d'un électron appartenant à un niveau encore plus externe: c'est un électron 

Auger, 

- soit l'émission d'un photon X dont l'énergie est égale à la différence des deux énergies de 

liaison des niveaux mis en jeu lors de la transition électronique. 

D'autres transitions électroniques vont se succéder mettant en jeu des niveaux de moins en moins 

liés, jusqu'à ce que l'atome retrouve son état stable. 

L'analyse quantitative, c'est-à-dire la mesure de l'intensité des principales raies caractéristiques de 

l'échantillon et des témoins et le calcul des concentrations apparentes puis réelles, est généralement 

obtenue à l'aide du programme de calcul de l'ordinateur associé. Une étude précédente sur le choix des 

témoins a été réalisée (Le Thiec, 1991). Notre choix s'est porté sur des témoins composés de poudre 

végétale. S'il existe des difficultés pour obtenir des analyses quantitatives précises compte tenu de la 

géométrie de nos échantillons et du système d'analyse, nos études préliminaires sur des échantillons 

standard dont les concentrations en éléments sont connues, ont montré la validité de nos résultats. 

La préparation des échantillons et les conditions d'analyse sont détaillées dans)es annexes 3 (page 

65), 4 (page 86) et 6 (page 102). Les principales sont les suivantes: 

-tension d'accélération: 15 kV, 

-angle du porte-objets avec l'horizontale: 45 0
, 

-temps d'analyse: 100 s, 

-grandissement: 6000 pour tous les tissus (stomate, épiderme, mésophylle, parenchymes et 

endoderme) et 400 pour le cylindre central, 

-diode placée à 20 mm. 
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Figure 6 Evolution dc l'assimilation nette de C02, de la conductance stomatiquc à la vapeur d'eau et dc l'cfficiencc 
d'utilisation de l'eau chez les deux clones d'épicéa, pour les aiguilles de l'année (1993) et les aiguilles dc un an 
(1992). Les valeurs représentcnt la moycnne de mesures fa ites sur 10 jours en juillet et août 1993 cntre 07 et 09 

heures GMT (n=20). Les conditions microcIimatiques moyenncs étaient les suivantcs: 1": 17,86 ± 4,84 oC; déficit 

de pression de vapeur d'cau: 1,2 ± 0,14 kPa; humidité relative dans la chambre de mesure: 56,23 ± 11,67 %; 

densité de flux de photons photosynthétiqucment actif: 885 ± 268 ~!Jlol m-2 s-I. Lcs résultats du test d'égalité de 
Student-Newman et Keuls sont représentés par les lettres (l'ordre alphabétiquc désigne la décroissance des valeurs 
et la différence des lettres indique la différence significati ve des moyennes). 
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II. Effets de l'ozone et de la sécheresse - Interactions 

1) Effets de l'ozone 

a) Echanges gazellx foliaires 

Alors que les expériences de courte durée d'exposition à l'ozone renseignent sur les effets immédiats 

du polluant sur les processus photosynthétiques, les études à long terme permettent de déterminer la 

capacité du métabolisme cellulaire à résister aux stress oxydants et d'établir une relation entre les 

perturbations des échanges gazeux et la croissance des arbres. 

Généralement l'ozone abaisse le taux d'assimilation nette de C02, d'autant plus que les plantes sont 

sénescentes (Coyne & Bingham, 1982; Pierre & Queiroz, 1983; Reich, 1983; Pell, 1988; Darrall, 1989; 

Wallin, 1990; Galaup, 1992). Ces effets sont d'autant plus importants que la concentration d'ozone est 

élevée (Yang et al., 1983; Wallin, 1990). Certaines espèces sont plus sensibles que d'autres (Coyne & 

Bingham, 1981). 

A partir de notre étude, la comparaison des résultats des traitements "ozone" avec le traitement "air 

filtré" montre que les aiguilles de l'année ne subissent pas de baisse de la photosynthèse mais ont plutôt 

tendance à augmenter leur taux d'assimilation de C02 (figure 6, annexe 2 :figure 3, page 61) . Cette 

tendance est associée à un accroissement de la conductance stomatique suggérant un contrôle stomatique 

de la photosynthèse. De tels effets ont déjà été observés sur Picea abies (Dobsol1' et al., 1990; Freer­

Smith & Dobson, 1989; WaIlin, 1990). 

La pénétration de l'ozone dans les plantes se fait généralement par simple diffusicil moléculaire 

suivant un gradient de concentration (Wieser & Havranek, 1993). Aussi, une augmentation de l'ouverture 

stomatique implique un plus grand flux d'ozone dans les feuilles. En réponse à l'augmentation de ce 

photo-oxydant à l'intérieur de ses tissus, la plante augmente son activité antioxydant (aSSOCiée à un taux 

plus élevé de photosynthèse) (Alscher & Amthor, 1988) . Hausladen et al. (1990) ont également mis en 

évidence ce phénomène. ils ont découvert une augmentation de plusieurs systèmes antioxydants chez 

Picea rubens exposé pendant deux ans à l'ozone. 

II existe plusieurs voies de formation des antioxydants (ascorbate, glutathion), toutes dépendent de 

la réduction de NADPH (Dizengremel & Petrini, 1993) lequel peut être fourni par la voie des pentoses 

phosphates mais aussi par l'enzyme malique à NADP, impliquant la voie anaplérotique de tixation du 

carbone (PEPe). De même l'activité de certaines enzymes (superoxyde dismutase, catalase ... ) est 

augmentée (Melhorn et al., 1986; Polle et al., 1992). 

La croissance des plantes résulte de l'intégration et de la coordination des processus de 

photosynthèse, de respiration, de transport et de biosynthèse. Ceux-ci sont contrôlés de façon génétique et 

modifiés par les facteurs environnementaux. Le budget carboné est d'une importance prépondérante pour 
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Figure 7: Evolution de la croissance aérienne chez les deux clones d'épicéa au cours de la saison 1993. 
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le processus de croissance des plantes supérieures. Le carbone assimilé en photosynthétats peut être d'une 

part utilisé par la respiration et d'autre part véhiculé sous forme de saccharose vers les organes de 

croissance. La respiration, quant à elle, fournit les acides organiques nécessaires à la synthèse d'acides 

aminés. Un équilibre entre ces différentes allocations du carbone est donc nécessaire pour assurer une 

bonne croissance (Remarque: le gain de carbone obtenu par la photosynthèse ne peut être corrélé avec 

l'augmentation de la biomasse, une partie de ce carbone devant servir à la respiration). 

Cet équilibre est remis en cause lors d'une exposition à l'ozone à long terme: 

- soit la présence d'ozone dans l'air ambiant, en concentration faible mais supérieure à la normale, 

ne diminue pas l'assimilation nette de C02 et elle peut même l'augmenter dans certains cas comme le 

nôtre ainsi il peut éventuellement en résulter une augmentation de la croissance, 

- soit la présence de fortes concentrations en ozone diminue l'assimilation nette de C02 et il en 

résulte un ralentissement de la croissance comme celui que nous avons observé (figure 7, 

annexe 2 : figure 2, page 60), 

- soit l'action de l'ozone modifie la redistribution des assimilats en favorisant les parties aériennes 

(pour la réparation des dégâts causés par l'ozone) au détriment des organes racinaires (voir la partie sur 

les teneurs minérales). 

Remarque: il est difficile de corréler les résultats d'assimilation nette de C02 avec la croissance car le 

problème n'est peut être pas tant la variation de l'activité photosynthétique de quelques :Çf.iguilles ou 

feuilles choisies que la surface totale photosynthétiquement efficace car l'ozone peut aussi entraîner une 

accélération de la sénescence et même une chute des feuilles ou des aiguilles. 

Les variations des échanges gazeux sont fonction aussi de l'âge des aiguilles; (remarque: les valeurs 

de conductance et d'assimilation sont plus faibles dans les aiguilles de l'année, ceci étant certainement 

dû au fait que ces valeurs sont exprimées par rapport à une surface qui est différente selon le clone et 

l'année). Ainsi, dans les aiguilles âgées de 1 an, l'ozone provoque de façon significative une baisse 

graduelle de la conductance stomatique chez le clone Istebna; la photosynthèse, elle, ne baisse pas de 

façon significative. Ces changements entraînent l'augmentation de }'eft1cience intrinsèque d'utilisation de 

l'eau (figure 6, annexe 2: figure 4, page 61). Chez le clone Gérardmer, seule une baisse non significati ve 

de la conductance stomatique a été enregistrée aux fortes concentrations en ozone. L'assimilation nette de 

C02, au contraire, baisse significativement. 

L'ozone interfère davantage avec les systèmes chloroplastiques du mésophylle qu'avec les stomates. 

Ainsi, Coyne & Bingham (1981, 1982) observent que la perte de la capacité photosynthétique chez Pinus 

ponderosa est plus importante que la baisse de conductance, ce qui suggère des dommages plus sévères 

au niveau des cellules mésophyIIiennes qu'au niveau des stomates. 

De nombreux auteurs signalent des effets négatifs de l'ozone sur la photosynthèse. La plupart 

indiquent que l'assimilation de C02 par les plantes soumises à l'ozone est limitée par la diminution de la 
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Synthèse 

capacité du mésophylle à utiliser le C02 (Reich et al., 1986, Temple, 1986); notamment l'efficience de 

carboxylation de la Rubisco serait diminuée (Wallin, 1990) ainsi que la régénération du ribulose 1-5 

bisphosphate. Par contre la conductance du dioxyde de carbone dans la phase aqueuse pourrait être 

modifiée mais selon Farquhar & Sharkey (1982) cette conductance aurait un rôle mineur sur la 

concentration en C02 dans les chloroplastes. 

Les relations entre la conductance stomatique et l'ozone sont donc très complexes. L'humidité 

relative, l'intensité lumineuse, la concentration en ozone, l'âge des feuilles et le génotype sont quelques 

uns des facteurs qui influencent les effets de l'ozone sur la conductance stomatique (Reich & Lassoie, 

1984; Jensen & Roberts, 1986; Keller & Hasler, 1987). Ces différentes études suggèrent que l'ozone 

pourrait directement perturber la fonction stomatique aussi bien qu'altérer la conductance au travers d'une 

limitation de la fixation du C02. 

Seule Maier-Maercker (1989) propose un mécanisme d'action sur les stomates par bélignification 
1 

des cellules subsidiaires et des cellules de garde entraînant: 

- une diminution de la transpiration péristomatique et donc une perte de sensibilité des stomates 

aux variations des conditions d'évaporation, 

- une perturbation de la régulation stomatique, 

- une sensibilité accrue à des épisodes de sécheresse. 

Aussi, Heath (1994) propose que l'ozone pourrait inhiber les pompes K+/ A TPases et ainsi réduire la 

turgescence des cellules de garde et diminuer la conductance. L'annexe 7 (page 127) résume les 

différentes hypothèses de l'action de l'ozone sur les cellules de garde. 

A partir de nos expérimentations, nous avons constaté les résultats suivants: les aiguilles de 1 an du 

clone Istebna sont caractérisées par une conductance stomatique élevée (0,10 mol m -2 s-I); cette dernière 

permettrait la pénétration d'un flux d'ozone plus important à l'intérieur des feuilles. En présence d'ozone, 

il semblerait que le clone Istebna parvienne à diminuer cette conductance pour limiter cette entrée sans 

pour autant limiter son taux d'assimilation nette de C02. En ce qui concerne le clone Gérardmer, il ne 

réagit pas en fermant ses stomates et les fortes teneurs en ozone (ANF + 50) qui pénètrent, peuvent 

perturber les systèmes photosynthétiques. 

Les dosages des teneurs en chlorophylles (tableau 3, annexe 2 : tableau l, page 62) concordent avec 

les observations faites précédemment, quelle que soit l'expression des résultats considérée (par rapport au 

poids sec ou par rapport à la surface). Cependant il faut interpréter ces valeurs avec précautions, 

notamment lorsqu'il s'agit d'une éventuelle corrélation entre le taux de photosynthèse et celui de 

chlorophylles comme celle mise en évidence par WaIIin (1990). En effet la chlorophylle est présente 

certainement en quantité supérieure à ce que la plante a réellement besoin pour assurer sa photosynthèse 

normale (Bames, Dreyer, communications personnelles). 
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Figure 8: Evolution de l'assimilation nette de C02, de la conductance stomatique à la vapeur d'eau et de 
l'utilisation de l'efficience de l'eau chez le hêtre (les valeurs représentent la moyenne de 
mesures faites sur 10 jours en juillet et aoOt 1993 entre 07 et 09 heures GMT (n=20), ainsi que 
celles de la cinétique journalière (18 aoOt 1993) de la conductance, de l'assimilation nette de 
C02 et des concentrations d'ozone. Les conditions microclimatiques moyennes étaient les 
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Synthèse 

Chez le hêtre, l'ozone provoque une diminution de la conductance jusqu'à un niveau seuil qui ne 

varie pas si les concentrations augmentent davantage (figure 8; annexe 2 : figure 5, page 62). Par contre 

l'assimilation nette diminue d'autant plus que la concentration en ozone augmente, traduisant alors une 

atteinte des systèmes photosynthétiques. L'efficience intrinsèque d'utilisation de l'eau baisse en 

conséquence. 

b) Teneurs minérales 

L'action de l'ozone ne se limite pas à la partie aérienne, elie peut affecter indirectement le système 

racinaire (réduction de la biomasse des racines)(Cooley & Manning, 1987). L'ozone n'agit pas 

directement sur les racines car il ne pénètre pas dans le sol (Turner el a!., 1973). 

Heggestad el al. (1988) émettent l'hypothèse qu'à la suite d'une réduction de la photosynthèse et 

donc d'une diminution de la concentration en assimilats, le système racinaire serait affecté en priorité. De 

même, McLaughlin & McConathy (1983) ont montré que l'ozone réduisait la fixation du carbone mais 

entraînait également une redistribution des assimilats disponibles au profit des jeunes feuilles plutôt qu'au 

niveau des racines ou des feuilles plus âgées. Ce phénomène constituerait un mécanisme adaptatif à 

l'échelle de la plante entière permettant de maintenir un taux de croissance relative mais aussi de réparer 

les tissus foliaires endommagés. Plusieurs études indiquent que les concentrations ambiantes d'ozone 

pourraient altérer le flux de carbone, notamment au niveau des racines (Tingey et al., 1976; McLaughlin 
--

et al., 1982; Spence et a!., 1990). En particulier une insuffisance de distribution de saccharose dans les 

racines pourrait réduire la vigueur du système racinaire et augmenter la susceptibilité des arbres à d'autres 

facteurs comme la sécheresse. 

Pour des niveaux de pollution plus importants, les dégâts sur les capacités photosynthétiques de la 

plante sont tels que toute adaptation est insuffisante. 

Si le système racinaire est affecté comme nous l'avons vu précédemment, on aurait pu s'attendre à 

observer une baisse des éléments minéraux dans les feuilles. Or nous avons observé le phénomène 

inverse pour j'ensemble des éléments minéraux chez les deux clones d'épicéas et chez le hêtre (excepté 

pour le potassium qui baisse) (annexe 3: tableau 1, page 83). Barnes & Pfirmann (1992) et Lucas et al. 

(1993) expliquent cette augmentation par l'hypothèse d'une stimulation de l'utilisation des ions par les 

racines. 

Ces changements dans les concentrations en éléments minéraux pourraient également être le 

résultat d'un effet direct de l'ozone au niveau des feuilles et notamment au niveau de la perméabilité 

membranaire des cellules (annexe 7, page 127). Heath & Castillo (1988), Chevone et al. (1990), Fink 

(1991) ont proposé différents mécanismes: l'ozone augmenterait la perméabilité des membranes (Heath & 

Frederick, 1979); il pourrait aussi altérer les propriétés physiques de celles-ci (Pauls & Thompson, 1981). 

Généralement le transport du saccharose, métabolite majeur véhiculé via le phloème, est un processus qui 

requiert de l'A TP et l'intégrité fonctionnelle des membranes cellulaires et qui implique la présence d'ions 

K+ (Giaquinta, 1983). Heath & Castillo (1988) pensent que ces modifications ont une grande importance 
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pour le transport des ions K+ et Ca2+ et suggèrent que l'ozone pourrait être à l'origine d'une augmentation 

de Ca2+ libre dans le cytoplasme pouvant devenir néfaste pour la cellule. Cene augmentation de la teneur 

foliaire en calcium pourrait agir sur le fonctionnement des stomates (fermeture) bien que cette action ne 

soit pas clairement mise en évidence au niveau des mesures de conductance comme chez Commelina 

communis par Ruiz & Mansl1eld (1994). 

Ces changements dans les éléments minéraux pourraient également être dus à une remobilisation 

des éléments à partir des organes les plus sénescents. 

L'ozone influencerait également les mycorhizes indirectement par l'intermédiaire d'un changement 

du métabolisme de l'arbre. D'autre part, Fink (1991) indique que le processus d'exportation du calcium en 

excès hors de la cellule mésophyllienne, caractérisant les conifères, serait perturbé par l'ozone. 

2) Effets de la sécheresse 

a) Echanges gazeux foliaires 

Les deux clones d'épicéa ainsi que les hêtres répondent à une diminution de la disponibilité en eau 

du sol, évaluée à l'aide du potentiel hydrique de base (- 0,82 MPa), par une réduction de la conductance 

stomatique à la vapeur d'eau (figures 6, 8; annexe 2 : figures 3, 4, 5, pages 61 et 62) accompagnée d'une 

diminution du taux d'assimilation nette de C02, ce qui suggère une limitation stomatique de la 

photosynthèse. 

Dans le tableau suivant, nous indiquons les baisses en % de gsw et A avec la sécheresse (en 

condition "air filtré"): 

Plants baisse de gsw baisse de A 

Istebna 1993 - 41 % - 23 % 

Istebna 1992 - 65 % - 36 % 

Gérardmer 1993 - 20 % - 21 % 

Gérardmer 1992 - 49 % - 43 % 

Hêtre - 23 % - 23 % 

Nous remarquons que les baisses de gsw et de A sont du même ordre de grandeur à l'exception des 

deux années du clone Istebna pour lesquelles le pourcentage de baisse de A est nettement inférieur à celui 

de gsw. En effet, chez ce clone la diminution de gsw en réponse à un dessèchement du sol est beaucoup 

plus marquée que la baisse de A, et ceci pour les deux années. Le clone Istebna a donc une fermeture 

stomatique traduisant un caractère plus évitant que le clone Gérardmer vis à vis de la sécheresse. Ceci a 

pour conséquence une augmentation substantielle de l'efficience intrinsèque d'utilisation de l'eau (A/gsw). 
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Une telle réponse est habituellement considérée comme un caractère adaptatif à des conditions de faible 

disponibilité en eau (Schulze & Hall, 1982). Mais selon Ni & Pallardy (1991) de hautes valeurs de WUE 

seraient au contraire désavantageuses (en effet dans le cas de sécheresses extrêmes, l'eau du sol pourrait 

être utilisée par d'autres plantes) . Pour Farquhar el al. (1989) l'efficience d'utilisation de l'eau serait 

déterminée en partie génétiquement. La différence d'efficience intrinsèque d'utilisation de l'eau observée 

entre Istebna et Gérardmer lors de la sécheresse est significaUve et pourrait expliquer les meilleures 

performances d'Istebna en période de sécheresse. 

Bien que simultanée à la diminution de gsw, la baisse de A pourrait également résulter de 

limitations mésophylliennes (d'origine biochimique ou biophysique) ou d'une augmentation de la 

résistance à la diffusion du C02 dans la phase liquide. Epron (1993) envisage trois hypothèses pour 

expliquer les lirnitaUons d'origine biochimiques: l'acide abscissique (ABA); un arrêt de croissance qui se 

répercuterait sur la translocation des assimilats et sur l'activité des enzymes chloroplastiques; 

l'acidification du stroma (l'effet protecteur des fortes concentraUons en K+ pourrait accréditer cette 

hypothèse). Une concentraUon extrachloroplastique en K+ fav<?rise l'alcalinisation du stroma. 

Sage & Reid (1994) indiquent différentes possibilités de limitation de la diffusion du C02 dans le 

mésophylle comme par exemple l'augmentation du nombre de chloroplastes. 

b) Teneurs minérales 

Dans une étude précédente (Le Thiec et al., 1994 b; annexe 4, page 86) nous avons mis en évidence 

la corrélation entre les variations des concentrations en potassium dans les cellules de garde des stomates 

et les conductances stomatiques (augmentation du potassium entraînant une augmentation de la 

conductance stomatique: Laffray, 1987; McRobbie, 1988, Garrec el al., 1991). 

La sécheresse est responsab~e de la diminution des conductances stomatiques avec parallèlement 

une diminution des teneurs en potassium (annexe 3 : tableau 2, page 84) . Dans l'annexe 4 (figure 5, page 

89) nous indiquons une corrélation entre l'augmentation des concentrations en calcium des cellules de 

garde et la sécheresse, chez le clone Istebna. Cependant, ce phénomène ne s'est pas produit pour le clone 

Istebna du Col du Donon, cela pourrait être dû à la différence d'intensité dans les stress hydriques 

appliqués: -1,5 MPa contre -0,82 MPa ou alors au fait que les arbres utilisés dans l'étude à Montardon 

(annexe 4, page 86) aient été arrosés avec une eau très enrichie en calcium (Landmann, communication 

personnelle). 

L'hypothèse d'un contrôle de l'ouverture stomatique par l'état hydrique du sol (Gollan el al., 1986) 

par l'intermédiaire d'un signal hormonal entre les racines et les feuilles (Davies et al., 1990) a été souvent 

avancée. L'acide abscissique est généralement considéré comme le régulateur stomatique le plus probable 

(Davies & Zhang, 1991). Même une sécheresse modérée du sol peut stimuler l'accumulation de l'ABA 

dans les racines superficielles (Zhang & Davies, 1989). 

II a été également trouvé que, lorsque l'ABA provoquait une fermeture des stomates, il y avait une 

réduction de l'accumulation des ions K+ dans les cellules de garde. Will mer (1983) a suggéré que les 
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effets de l'AI3A étaient fortement liés au transport de K+. Cette expulsion des ions K+ hors des cellules de 

garde dépendrait d'un métabolisme énergétique (Weyers et al., 1982). L'AI3A peut également interagir 

avec les ions calcium, le calcium lui-même pouvant causer une perte de turgescence des cellules de garde 

(Mansfield el al., 1990). Le calcium agirait par une augmentation intracellulaire de sa concentration, 

résultant d'une augmentation de sa concentration apoplastique puis d'une augmentation de la perméabilité 

de la membrane plasmique aux ions Ca2+. Lorsque l'ABA arrive au niveau de la surface de la cellule de 

garde, il agirait comme un premier messager et provoquerait l'ouverture des canaux calcium de la 

membrane plasmique; à ce moment les ions Ca2+ agiraient en second messager en entrant dans la cellule 

(annexe 7, page 127). 

D'une manière plus générale, la sécheresse en diminuant la disponibilité en eau du sol diminue 

l'alimentation minérale et affecte donc les compositions minérales des deux espèces (annexe 3, tableaux 

1, 2, 3, pages 83, 84 et 85). Au niveau histologique nous remarquons que les teneurs en potassium 

diminuent dans le cylindre central et l'endoderme mais augmentent dans le mésophylle des deux clones 

d'épicéas. Ceci est le fait soit de la baisse de l'alimentation générale en potassium, soit d'un passage plus 

important du potassium du cylindre central vers le mésophylle via l'endoderme. Chez le hêtre, les 

concentrations en potassium baissent dans tous les compartiments cellulaires. 

Il en est de même pour les concentrations en calcium. Celui-ci augmente dans le mésophylle du 

clone Istebna mais diminue chez Gérardmer. Fink (1991) explique l'augmentation de cet élément dans les 

cellules mésophylliennes par le fait qu'il ne peut plus être évacué normalement hors des cellules. 

3) Interactions ozone - sécheresse 

a) Les épicéas 

Les interactions entre sécheresse et traitement à l'ozone dépendent très fortement de la durée et de 

l'intensité des deux contraintes. Les résultats présentés dans la littérature sont de ce fait très souvent 

contradictoires. Ainsi pour Aben (1988) puis Wieser & Havranek (1993), la limitation des échanges 

gazeux protégerait les plantes contre des stress oxydants en réduisant les flux d'nzone sur l'appareil 

photosynthétique. Au cours de nos expériences, nous avons constaté que les variations de conductance 

stomatique enregistrées au niveau des aiguilles de l'année soumises à l'ozone et au stress hydrique sont 

similaires aux variations enregistrées chez les arbres soumis à des conditions hydriques non stressantes, 

excepté pour le traitement ANF + 50 pour lequel la fermeture stomatique est plus importante. Cependant, 

dans le traitement ANF + 50, le taux de photosynthèse est réduit au même niveau que celui du traitement 

AF, ce qui explique la baisse enregistrée de l'efficience d'utilisation de l'eau (figure 6, annexe 2 " figure 3, 

page 61). La mise en oeuvre d'un mécanisme antioxydant pourrait expliquer le taux continuellement 

élevé de photosynthèse dans les traitements ANF et ANF + 25, comparativement au traitement AF; Freer­

Smith, (1993) quant à lui émet l'hypothèse d'une perte partielle des aptitudes de régulation stomatique 

suite à un traitement par l'ozone. 
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Lors de l'étude globale des éléments minéraux, nous avons montré que la sécheresse entraînait une 

baisse de l'ensemble de ces éléments chez les deux clones. Quant à l'ozone, il provoque une augmentation 

de calcium et de potassium. 

L'interaction ozone - sécheresse se marùfeste alors: 

- chez le clone Gérardmer, par une augmentation plus forte de la concentration en potassium que 

lors du traitement ozone seul, 

- chez le clone Istebna, par des concentrations en calcium plus faibles que lorsque le traitement 

sécheresse seule est appliqué. L'effet de la sécheresse semble donc être accentué par l'ozone. 

Par contre lors d'une approche histologique, nous ne retrouvons pas ce type d'interaction. Ceci 

pourrait être le fait que l'approche globale fait appel à l'analyse chimique qui englobe plusieurs 

compartiments foliaires (la cuticule, les parois cellulaires, le contenu cellulaire, l'hypoderme, les canaux 

résinifères), tandis que l'approche histologique par rlÙcroanalyse X ne concerne que le contenu cellulaire 

(vacuole et cytoplasme) et une partie des parois cellulaires de cellules isolées. La microanalyse X révèle 

l'existence d'interactions ozone - sécheresse: au niveau de l'épiderme des aiguilles du clone Gérardmer 

pour le potassium et le calcium et au niveau du potassium mésophyIlien et du calcium épidermique et 

endodermique, chez le clone Istebna. En dehors du fait que les réactions des deux clones à la 

combinaison des deux stress divergent, il est actuellement difficile d'expliquer, par un mécanisme précis, 

les différents résultats obtenus. 

b) Le hêtre 

Chez le hêtre, les réponses stomatiques sont très différentes de celles obtenues chez les épicéas. En 

effet les conductances mesurées après traitements combinés (sécheresse + ozone) sont supérieures ?>. 

celles mesurées lors des traitements irrigués. Pour expliquer ce phénomène, il faut se rappeler que la 

sécheresse appliquée est modérée, qu'elle ne provoque pas une fermeture totale des stomates et que nos 

mesures ont été effectuées le matin. Si l'on regarde l'évolution de la cinétique journalière des 

conductances, on s'aperçoit que les stomates des arbres non irrigués se ferment l'après-midi alors que 

ceux des arbres irrigués restent ouverts (figure 8, annexe 2 : figure 6, page 62) . A ce moment de la 

journée, les concentrations d'ozone sont les plus fortes (fIgure 8). Ainsi la fermeture stomatique implique 

une entrée moindre de l'ozone dans les tissus foliaires et donc une dose cumulée d'ozone plus faible. Le 

dosage des chlorophylles (annexe 2 : tableau 1, page 62) fournit des résultats similaires suggérant que les 

perturbations dues à l'ozone sont plus faibles lorsque la sécheresse est appliquée. Freer-Smith (1993), 

Taylor & Dobson (1989) rapportent de tels résultats chez le hêtre. 

A un autre niveau d'étude (à l'échelle de la feuille entière), nous avons vu précédemment que la 

sécheresse provoquait une baisse générale de calcium et de potassium dans les feuilles de hêtre alors que 

l'ozone provoquait une baisse en potassium mais une augmentation en calcium. La combinaison des deux 

stress se traduit uniquement par un effet sur le potassium: augmentation des concentrations dans le 
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Tableau 4 : Résumé des principaux effets de l'ozone et de la sécheresse sur les échanges gazeux et la nutrition minérale chez les deux clones d'épicéa et chez 

le hêtre. (ns = non significatif). 

Clone Gérardmer Clone lqebna Hêtre 

aiguilles de l'année aiguilles de 1 an aiguilles de l'année aiguilles de 1 an 

OZONE - augmentation de gw (ns) - baisse de gw (ns) - augmentation de gw - baisse de gw - bai sse de gw 
- augmentation de A - baisse de A à + 50 ppb - auglllcntati0n de A (ns) - baisse de A (ns) - baisse de A 
- augmentation des teneurs totales en 

KetCa 
- augmentation de WUE - augmentation des teneurs l<)laIes en 

KetCa 
- baisse de WUE à + 50 ppb 
- augmentation des teneurs totales en Ca 
- diminution des teneurs totales en K 
- nécroses des feuilles 
- chute précoce des feuilles 

- diminution de la croissance - diminution de la croissance 

SECHERESSE - baisse de gw - baisse de gw - baisse de gw - baisse de gw - baisse de gw 
- baisse de A - baisse de A - baisse de A - baisse de A - baisse de A 
- augmentation de \VUE - augmentation de WUE - augmentation de WUE - augmentation de WUE - baisse des teneurs totales en K et Ca 
- baisse des teneurs totales en K et Ca - baisse des teneurs totales en K et Ca - jaunissement en bordure 

OZONE- - baisse de A à + 50 ppb - augmentation de gw (ANF et + 25 ppb) - baisse de WUE - baisse de WUE - effet protecteur de la sécheresse 
- baisse de WUE (ns) - augmentation de A (ANF et + 25 ppb) - baisse des teneurs totales en Ca - baisse de A à + 50 ppb 

SECHERESSE - chute des aiguilles à + 50 ppb 
- bnmissement à + 25 ppb 



IPll21illlcll1le 11 Représentation des différents symptômes visuels (nécroses, défoliations, colorations) provoqués par 
l'ozone chez le hêtre et l'épicéa en fin de saison de végétation. a: feuille de hêtre (Air Filtré); J\): feuille 
de hêtre (Air Non Filtré -1- 50 ppb d'ozone); c: feuille de hêtre (Air Filtré -:- sécheresse); dl: feuille de 
hêtre (Air Non Filtré J,. 50 ppb d'ozone + sécheresse); e: chute précoce des feuilles de hêtre (Air Non 
Filtré -:- 50 ppb d'ozone); fi: chute des aiguilles de la partie basse des épicéas {clone Istebna, Air Non 
Filtré -:- 50 ppb d'ozone -} sécheresse); g: jaunissement des aiguilles âgées du clone Istebna (Air Non 
Filtré -:- 25 ppb d'ozone -:- sécheresse). 
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traitement ANF + 50. Lors de l'approche histologique, nous retrouvons cet effet au niveau des cellules de 

l'épiderme inférieur et des stomates. En effet ces deux typcs de cellules sont en contact les premières avec 

l'ozone et elles jouent un grand rôle dans les échanges gazeux entre la feuille et l'atmosphère. 

Le tableau 4 nous résume les principaux cffets de l'ozone et de la sécheresse sur les deux espèces 

étudiées. 

Les symptômes visuels sont représentés sur la planche 1. 

Les photographies a, b, c, d montrent les nécroses sur les feuilles de hêtre en fin de saison. L'ozone 

(b) provoque des taches brunes nécrotiques internervaires sur toute la surface. La sécheresse (c) provoque 

un jaunissement et un brunissement en bordure des feuilles. Les effets combinés de la sécheresse avec 

l'ozone se répercutent par un effet de la sécheresse (jaunissement en bordure); les nécroses dues à l'ozone 

ne sont plus observables. La sécheresse protège donc le hêtre contre les effets nocifs de l'ozone. La 

fumigation à l'ozone entraîne aussi une chute précoce des feuilles en fin de saison (e). L'ozone pourrait 

donc entraînait une sénescence précoce des feuilles. 

La chute des aiguilles du clone Istebna (f) dans le traitement à + 50 ppb d'ozone combiné à la 

sécheresse confirme aussi les résultats des mesures des échanges gazeux. ainsi que le jaunissement et le 

brunissement des aiguilles âgées du clone Istebna dans le traitement à + 25 ppb d'ozone combiné au stress 

hydrique (g). 
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III. Effet d'une augmentation de COl atmosphérique - Interaction avec une sécheresse 

1) Echanges gazeux foliaires 

La plupart des expériences sur l'augmentation de C02 atmosphérique ont été réalisées avec une 

concentration de 700 Ilmol mol- 1 et ont mis en évidence le plus souvent une augmentation de 50% de la 

photosynthèse des plantes C3 (Wolfe, 1994). Ce phénomène, comme nous l'avons écrit en introduction, 

résulte d'une augmentation de la fixation de C02 au niveau du site de carboxylation de la Rubisco mais 

aussi d'une diminution de la compétition avec l'oxygène pour le même site (Mousseau & Saugier, 1992). 

En effet, en conditions normales, l'oxygène est en compétition avec le C02. En augmentant la 

concentration en C02 atmosphérique, le rapport C02/02 augmente et l'inhibition de la photosynthèse par 

l'oxygène s'en trouve diminuée (Jensen, 1977). 

Les stomates constituent la voie d'entrée du C02 . Plusieurs études montrent que la densité 

stomatique tend à diminuer avec une élévation de C02 atmosphérique (Woodward, 1987). Ce 

changement pourrait affecter l'utilisation du C02 mais aussi le taux de perte d'eau de la plante. Nos 

résultats ne mettent pas en évidence de différences dans la densité stomatique après exposition au C02, 

quelle que soit l'espèce. De même nous n'avons observé aucun changement dans la taille et le nombre des 

cellules; les teneurs en chlorophylle n'ont pas changé non plus. Dans notre cas, nous pouvons conclure 

que l'élévation de la concentration en C02 atmosphérique n'influence pas les échanges gazeux foliaires 

par l'intermédiaire du nombre et de la taille des cellules ou des teneurs en chlorophylles. 

Les valeurs de conductance stomatique (figure 9, annexe 5 " figure 3, page 96) sont plus élevées 

dans le traitement ANF + 350 chez le chêne rouge alors qu'elles sont identiques pour l'ensemble des 

traitements chez l'épicéa. Beadle et al. (1979), Barton et al. (1993) ont également mis en évidence une 

augmentation de la conductance stomatique chez l'épicéa de Sitka en présence de fort taux de C02, de 

même que Norby & O'NeiII (1991) et Wullschleger el al . (1992) sur Liriodendron lulipifera. Mansfield et 

al. (1990) considèrent pourtant ce fait comme rare. 

Généralement, de faibles concentrations en C02 atmosphérique provoquent une ouverture 

stomatique et de fortes concentrations une fermeture (Raschke, 1975; Knapp et al. 1994; Townend, 

1993). D'autres études (Mott, 1988) révèlent que la réponse stomatique au C02 est directement contrôlée 

par la concentration en C02 intracellulaire et non par celle ambiante ou celle à l'intérieur de la cavité 

sous-stomatique. En réalité trois facteurs seraient déterminants dans la réponse stomatique: les 

concentrations intercellulaire et ambiante de C02 et l'assimilation nette de C02. Généralement la 

concentration intercellulaire augmente quand la concentration atmosphérique augmente. Toutefois le 

changement de concentration intercellulaire dépend également de l'activité photo synthétique et de l'effet 

rétroactif associé à la réponse de fermeture des stomates suite à l'augmentation de la concentration 

intercellulaire et atmosphérique. 
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Figure 9: Evolution du potentiel hydrique de base ('J'wp), de 1'efficience d'utilisation de l'eau (WUE) de 

la conductance stomatique (gw) et de 1'assimilation nette de C02 (A) chez le chêne rouge et 

1'épicéa sur le dispositif de Ste-Marguerite au cours de la saison 1993. Les valeurs représentent 

la moyenne de 6 mesures effectuées entre 07 et 09 heures GMT. La densité de flux de photons 

photo synthétiquement actif: étaient de 956 ± 305 /lmo1 m-2 s'l. 
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Différentes hypothèses du mécanisme de perception par les cellules de garde de l'augmentation de 

Ci ont été émises (annexe 7, page 127). Raschke, (1979) suppose que de hauts niveaux de malate (dus à 

une augmentation de C02) causeraient une fuite des ions de la vacuole en réduisant la semi-perméabilité 

du tonoplaste et du plasmalemme. Cette fuite des ions entraînerait une perte de turgescence des cellules 

de garde et provoquerait ainsi leur fermeture. Un autre mécanisme, proposé par Mansfield et al. (1990), 

fait intervenir des hormones telles que l'AB A, les cytokinines et les auxines. D'autres hypothèses comme 

des modifications de l'activité des pompes à protons (Edwards & Bowling, 1985) ou des changements 

dans la photophosphorylation (Melis & Zeiger, 1982) ont également été proposées. 

Ainsi, plusieurs modes d'action du C02 sur les stomates ont été proposés dans la littérature; mais 

nous ne savons pas encore clairement et de façon définitive quels sont les effets directs du dioxyde de 

carbone sur les stomates. 

La sensibilité des stomates au C02 varie avec les conditions environnementales et les espèces. 

Ainsi, selon Eamus & Jarvis (1989) la température, la concentration en C02, le déficit de pression de 

vapeur d'eau entre la feuille et l'atmosphère, la densité de flux de photons et l'état hydrique des plantes 

peuvent influencer directement la réponse des stomates à une augmentation de C02. 

Le taux d'assimilation nette de C02 varie de la même façon que les conductances stomatiques chez 

l'épicéa et le chêne (figure 9, annexe 5 : figures 3, 4, page 96). Ainsi, l'efficience intrinsèque d'utilisation 

de l'eau ne diffère pas entre les traitements. 

Chez le chêne, la comparaison des conductances stomatiques pourrait être faussée par le fait des 

faibles conductances du traitement ANF. L'effet de la chambre n'est pas en cause car le traitement 

extérieur a montré les mêmes conductances; de plus, les épicéas ont des valeurs de conductand f' et 

d'assimilation très proches de celles que l'on rencontre dans la littérature en conditions naturelles, à 

éclairement saturant et concentration en C02 ambiante (Schulze et al., 1990; Le Thiec et al ., 1994 a). 

Les mesures que nous avons effectuées l'ont été pendant la deuxième année de fumigation de C02. 

Le chêne rouge apparaît comme une espèce ne montrant pas le phénomène couramment appelé 

acclimatation. Sharkey et al. (1991) confirment ce fait lors d'une expérience d'une durée de 45 jours. 

Ainsi, le chêne rouge et d'autres espèces continuent à photosynthétiser davantage après une longue 

période d'exposition au C02. Ceci peut se faire grâce à un accroissement de la taille ou du nombre des 

organes de stockage des sucres (feuilles, racines). Cette capacité serait déterminée en partie 

génétiquement mais aussi contrôlée par l'effet fertilisant de l'azote. Aussi, nous remarquons que le 

pourcentage d'augmentation du diamètre des troncs augmente fortement la première année de fumigation 

mais ce n'est plus le cas la deuxième année (annexe 5, tableau 2, page 97); est ce là une adaptation de la 

plante? De même la croissance apicale des épicéas est augmentée dans le traitement AA + 350 (annexe 5, 

figure 5, page 97), ceci traduit certainement un changement dans l'allocation du carbone durant la 

deuxième année de fumigation. 

McConnaughay et al. (1993), Wolfe (1994) indiquent que cette capacité à maintenir à long terme de 

hauts taux photosynthétiques est due au fait que le volume du sol n'est pas restrictif pour les racines. 
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Figure 10: Evolution des courbes de réponses A en fonction de Ci chez le chêne rouge et l'épicéa sur le 

dispositif de Ste-Marguerite au cours de la saison 1993. Les courbes tracées sont 

polynomiales ou logarithmiques. Les mesures ont été effectuées entre 07 et 09 heures GMT. 
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Quant au phénomène d'acclimatation, il s'observe généralement dans des expériences où les arbres ont 

poussé en pots ou sous conditions nutritionnelles pauvres (Kaushal et al., 1989; Ceulemans et al., 1993). 

Au niveau physiologique, cette acclimatation résulterait d'un excès de sucres ou d'amidon dans les 

feuilles, lequel inhiberait la photosynthèse par un processus rétroactif (Sage et al., 1989). Stitt (1991), 

quant à lui, émet l'hypothèse d'une réduction de la concentration en phosphates inorganiques dans les 

chloroplastes ou d'une baisse de l'activité Rubisco. 

Au cours de l'été, une sécheresse s'est imposée naturellement. Les valeurs de potentiel hydrique de 

base (If' wp) ont donc diminué en réponse à la diminution de la teneur en eau du sol, pour atteindre une 

valeur moyenne de -1,2 MPa. Chez le chêne rouge, la chute de If' wp s'est accompagnée d'une réduction de 

la conductance stomatique pour l'ensemble des traitements avec un effet plus marqué dans le cas du 

traitement ANF + 350. La réduction concomitante de la photosynthèse s'est faite dans des proportions 

moindres, favorisant une meilleure efficience intrinsèque d'utilisation de l'eau, surtout chez les épicéas. 

Les résultats que nous obtenons chez l'épicéa soumis à une augmentation de concentration en C02 

atmosphérique, en période de contraintes hydriques, concordent avec ce que de nombreux auteurs ont 

trouvé en situation hydrique normale: à savoir, une baisse de la conductance dans le traitement C02, une 

plus grande assimilation nette de C02 et une efficience d'utilisation de l'eau plus grande (Norby & 

O'Neill, 1989, 1991; Pettersson & Mc Donald, 1992). En absence de changement dans les conductances, 

l'augmentation de WUE proviendrait uniquement d'une stimulation de la photosynthèse (Gunderson et 

al., 1993). 

Ceci pourrait confirmer que la réponse des plantes au C02 est inUmement liée aux conditions 

d'environnement dans lesquelles se trouvent les racines. 

Les changements éventuels dans la concentration intercellulaire de C02 en relation avec la baisse 

de photosynthèse peuvent nous indiquer s'il existe des limitaUons stomatiques ou non stomaUques de la 

photosynthèse. 

Dans le cas du chêne rouge, la baisse de photosynthèse est associée à une augmentation de Ci 

(figure 10); cela suggère que la réducUon de l'assimilation nette de C02 est due à une limitation non 

stomaUque de la photosynthèse. 

Briggs et al. (1986) mettent en évidence l'existence d'une limitation non stomatique de la 

photosynthèse chez des arbres soumis à un stress hydrique. Cette limitaUon non stomaUque pourrait être 

le résultat d'une capacité moindre du mésophylle à fixer le C02 ou d'une augmentation de la résistance à 

la diffusion du C02 dans la phase liquide. Les épicéas de notre dispositif répondent de façon 

complètement différentes (figure 10) à savoir une baisse de l'assimilation nette de C02 associée à une 

baisse de Ci pour le traitement AA + 350. Il nous est impossible de l'expliquer. Ainsi les relations entre A 

et Ci doivent être interprétées avec les plus grandes précautions. 

La plupart des résultats indiquant l'existence de limitations d'origine non stomatique au cours d'une 

sécheresse édaphique ont été obtenus à parUr du calcul de la fraction molaire de C02 dans les espaces 

intercellulaires et de l'analyse des relation entre A et Ci . Dans une majorité de situation, Ci augmente, 
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reste constant ou diminue trop faiblement pour expliquer la réduction observée de J'assimilation nette de 

C02 (Cornic & Miginiac, 1983; Epron & Dreyer, 1990; Weber & Gates, 1990). 

De nombreux auteurs ont montré que lors d'une sécheresse, les échanges gazeux n'étaient pas 

homogènes sur toute la surface foliaire et que cette hétérogénéité pouvait conduire à une surestimation de 

Ci (Downton et al., 1988; Sharkey & Seemann, 1989). Par ailleurs Ci correspond à la concentration en 

C02 existant au niveau des cavités sous-stomatiques et peut être différent de la concentration existant au 

niveau des chloroplastes (Renou el al., 1990; Cornic & Briantais, 1991). Epron (1993) conclut que "dans 

la majorité des situations de sécheresse, il n'y aurait pas de limitation d'origine biochimique de 

l'assimilation nette de C02; celle-ci n'étant limitée que par une augmentation de la résistance à la 

diffusion du C02 entre l'air et le stroma." Cependant, il n'écarte pas l'éventualité d'une origine 

biochimique par un rétrocontrôle négatif de la baisse de C02 dû à la fermeture stomatique sur l'ensemble 

des réactioI1s biochimiques, notamment la Rubisco. 

2) Teneurs minérales 

La plupart des travaux étudiant J'impact de l'augmentation des concentrations en C02 

atmosphérique ont mis en évidence une baisse des concentrations foliaires en certains éléments minéraux, 

corrélée avec une augmentation de croissance (Porter & Grodzinski, 1989; Wolfe, 1994; Ceulemans & 

Mousseau, 1994). Brown (1991) et Overdieck (1993) ont interprété ce phénomène comme l'effet d'une 

dilution. L'augmentation du rapport C/N résultant de la baisse en azote traduit effectivement un 

déséquilibre entre nutrition carbonée et azotée lequel pourrait avoir des conséquences sur les processus 

photo synthétiques comme la baisse de la quantité de Rubisco (Tissue et al., 1993) ainsi que sur.les 

répartitions des éléments minéraux dans la plante. 

L'étude par micro analyse X révèle que les diminutions des teneurs en éléments minéraux corrélées à 

l'augmentation du taux de C02 n'affectaient pas forcément tous les tissus foliaires. Il semblerait que cette 

réponse diffère avec l'âge des aiguilles chez l'épicéa et selon leur compartimentation. Chez le chêne rouge 

soumis au traitement ANF + 350, nous avons observé une augmentation des teneurs en potassium dans 

tous les tissus alors que les concentrations en calcium ont tendance à diminuer. Ceci peut s'expliquer par 

le fait que l'augmentation de C02 provoque une augmentation de la croissance et que pour celle-ci le 

potassium est un élément essentiel, servant notamment aux activités enzymatiques et à la pression de 

turgescence pour l'élongation cellulaire (Llittge & Clarkson, 1989). Le calcium serait plutôt mobilisé pour 

la construction des parois cellulaires (que nous n'analysons pas). La sécheresse quant à elle n'a eu aucun 

effet. 
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IV. Conclusions - Perspectives 

L'analyse des mécanismes des échanges gazeux sur deux clones d'épicéa et sur le hêtre a montré le 

rôle phytotoxique de l'ozone sur les arbres. Ceci confirme les résultats obtenus auparavant par quelques 

auteurs (Darrall, 1989, Freer-Smith, 1993, Pearson & Mansfield, 1993) avec la différence suivante: nous 

avons travaillé sur des arbres âgés de uit ans ~I?lantés directement dans le sol et donc soumis à des 

conditions proches des conditions naturelles, alors que les travaux antérieurs concernaient souvent de 

jeunes arbres poussant généralement en pots. 

Ainsi, les arbres ne subissent aucune condition artificielle (à part la chambre) qui pourrait fausser les 

résultats et nos interprétations. L'importance de telles précautions est mise en évidence par 

McConnaughay et al. (1993) qui démontrent par exemple que les résultats de certaines études sur l'effet 

de l'augmentation du C02 atmosphérique sur des plantes poussant en pot seraient dépendants des 

conditions de mise en oeuvre des expérimentations. 

La mise en oeuvre de traitements avec différentes concentrations d'ozone avait pour but de déterminer 

éventuellement la concentration d'ozone à partir de laquelle les arbres subissent certains dégâts. Ainsi, 

dans les aiguilles de l'année des deux clones d'épicéa, les concentrations ambiantes de + 25 ppb et + 50 

ppb d'ozone provoquent une légère ouverture stomatique, qui n'est cependant pas significative pour le 

clone Gérardmer. La réponse est la même quelle que soit la concentration d'ozone appliquée. Pour les 

aiguilles de ces deux clones soumis à fumigation d'ozone, l'assimilation nette de C02 suit les mêmes 

tendances que les conductances stomatiques. Cependant, l'assimilation nette de C02 du clone Gérardmer 

soumis à la plus forte dose d'ozone (+ 50 ppb) n'est pas accrue par rapport au traitement air filtré. Peut 

être s'agit-il d'une première manifestation de la toxicité de l'ozone et notamment de son action nocive sur 

la capacité photosynthétique des plantes. 

Les résultats décrits précédemment permettent d'émettre deux hypothèses quant aux modes d'action de 

l'ozone. Soit l'ozone agit directement sur les stomates, soit il agit sur la photosynthèse laquelle 

interviendrait par la suite sur l'ouverture des stomates (les relations des courbes de A en fonction de Ci 

nous permettraient peut être de répondre à cette question). L'ozone reconnu comme un agent oxydant 

puissant, pourrait causer certains dégâts à l'intérieur des cellules; afin de réparer ces dommages, celles-ci 

augmenteraient leur assimilation de carbone dans le but de synthétiser soit des composés antioxydants 

pour détruire les dérivés de l'ozone, soit de réparer directement les détériorations dues à l'ozone. 

Les conductances stomatiques des aiguilles de 1 an diminuent fortement pour le clone Istebna de 

même que les taux d'assimilation nette de C02 pour le clone Gérardmer dans le traitement à forte dose 

d'ozone. Ainsi, ces deux clones répondent par des mécanismes certainement différents à l'augmentation 

d'ozone. Cette réponse est en rapport avec la dose que les aiguilles reçoivent. L'ozone pourrait agir soit: 

- sur les stomates sans changement notable de la photosynthèse, 

- sur les stomates et limiter la photosynthèse, 

- sur les processus photosynthétiques sans effet rétroactif sur la conductance, 

- sur les processus photosynthétiques avec effet rétroactif sur la conductance. 
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Le clone Istebna, apparemment, met en oeuvre des mécanismes (peut être stomatiques) pour lutter 

contre les effets de l'ozone alors que le clone Gérardmer semble subir ces effets. Toutefois, ces 

conclusions demandent à être vérifiées par des mesures supplémentaires, notamment pour meUre en 

évidence l'origine stomatique ou non de ces éventuelles limitations de la photosynthèse. Ainsi, des 

mesures de perméabilité des membranes, de fluorescence de la chlorophylle, de dégagements 

photosynthétiques d'oxygène (système Hansatech par exemple), de concentrations en composés 

antioxydants, de quantité et d'activité spécifique d'enzymes (Rubisco), ainsi qu'une étude ultrastructurale 

des tissus foliaires (dont le protocole de préparation est donné en annexe 8, page 128) permettraient de 

préciser l'action de l'ozone sur les capacités de carboxylation et les photosystèmes des aiguilles et des 

feuilles. La plupart de ces manipulations sont en cours ou ont été réalisées au cours de l'année 1994. 

Chez le hêtre, l'ozone provoque une forte baisse de conductance stomatique jusqu'à un njveau seuil; -\ 

l'assimilation de carbone quant à elle, diminue d'autant plus que la concentration en ozone augmente. Ces 

résultats mettent en évidence un effet phytotoxique prononcé de l'ozone sur le hêtre. 

En condition de sécheresse, la résistance stomatique des hêtres exposés à l'ozone est plus faible que 

celle mesurée chez les arbres soumis à l'ozone mais irrigués. Ce phénomène pourrait réduire la 

pénétration de l'ozone dans les feuilles et ainsi protéger l'arbre des effets nocifs de l'ozone (Tingey & -

Hogsett, 1985; Reich, 1987). Dans le cas des épicéas (Istebna), le stress hydrique semble par contre 

aggraver les effets de l'ozone. L'ozone pourrait perturber le contrôle stomatique de la régulation des 

pertes d'eau (Reich & Lassoie, 1984; Maier-Maercker & Koch, 1991). Il pourrait agir directement sur le 

fonctionnement des stomates en perturbant la perméabilité des membranes (Heath & Frederjck, 1979; 

Dominy & Heath, 1985). De même l'ozone pourrait aussi agir de façon indirecte sur la composition 

minérale des feuilles par l'intermédiaire des racines soit par une répartition différente des assimilats, soit 

par une stimulation de l'utilisation des ions par les racines (Lucas et al., 1993). 

Ces résultats suggèrent que de longues expositions à des concentrations réalistes d'ozone pourraient 

diminuer la croissance des arbres. Des études complémentaires comme celles que nous avons décrites 

précédemment seraient nécessaires ainsi que des études sur la répartition des assimilats dans les différents 

organes de l'arbre notamment au niveau des racines, des cinétiques journalières de mesures des échanges 

gazeux , avant, pendant et après une sécheresse, avec un suivi beaucoup plus affiné des conditions 

hydriques du sol et de la plante. 

\ ' 
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L'étude des impacts de l'augmentation des teneurs en C02 atmosphérique sur les échanges gazeux 

el la nutrition minérale des plantes a permis de mettre en évidence des réactions très différentes, d'une 

espèce à l'autre. 

Ainsi: • en conditions non limitantes (en eau et éléments minéraux) 

- le chêne rouge montre une augmentation de conductance stomatique et 

d'assimilation nette de C02 en réponse à une augmentation de C02 atmosphérique; cette réponse est 

obtenue après deux ans d'expérience, 

- l'épicéa ne montre pas de changement dans la conductance stomatique ni de 

l'assimilation nette de C02 , 

- le chêne rouge et l'épicéa montrent une baisse générale en éléments minéraux 

qui ne se retrouve pas au niveau histologique, 

• en conditions limitantes en eau 

- les deux espèces: chêne rouge et épicéa ferment leurs stomates et l'assimilation 

nette de C02 diminue. En condition de stress hydrique et en présence de fortes teneurs en C02, ces 

réponses se trouvent modulées: les fortes concentrations en C02 permettraient une meilleure utilisation 

de l'efficience de l'eau, ainsi le C02 serait bénéfique pour la plante en situation de sécheresse. 

Ces résultats nécessitent cependant encore quelques confirmations, notamment dans la réponse 

stomatique de chênes rouges. Il serait important de savoir si dans nos conditions, les chênes rouges ne 

finiraient pas par s'adapter et par retrouver un taux de photosynthèse plus bas; de même une étude pL\lS 

fine du cycle des éléments minéraux (en parHculier de l'azote) est nécessaire, ainsi que des études de la 

respiration car un changement dans ce taux de respiraHon pourrait affecter tout le budget carboné (je 

l'arbre. La répartition des assimilats ainsi que celle des éléments minéraux nous aiderait à mieux 

comprendre ce qui se passe à l'échelle Je l'arbre entier. Aussi, nous manquons encore de remeignements 

sur les réponses ultrastructurales foliaires suite à une exposWon à de fortes teneurs en C02. Enfin, il 

serait intéressant d'essayer de rapporter ces études au niveau d'un écosystème plus important que celui de 

la chambre à ciel ouvert. 
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Summary 

Open-top chambers allow an experimental manipulation of atmospheric pollution 

concentrations that is situated between the controlled, reproducible conditions of the laboratory 

and ecological studies in the field which attribute pollution effects to correlations with genetic, 

bioclimatic, atmospheric and soil parameters (Sellden et al, 1987). Conditions in the chambers 

are a little different to those found in natural conditions (notably temperature, light and relative 

humidity), but this technique is currently the best suited to simulate a desired pollution climate. 

It allows an in situ increase or exclusion (by means of filters) of pollutants. The various 

advantages and disadvantages of the chambers are discussed. 

Résumé 

La technique des chambres à ciel ouvert est un procédé intermédiaire entre les dispositifs 

permettant de soumettre des plantes sélectionnées à une pollution atmosphérique en conditions 

entièrement contrôlées et reproductibles en laboratoire et les études écologiques de telTain où à 

l'inverse l'analyse est tributaire de la variabilité des paramètres génétiques, bioclimatiques, 

atmosphériques et édaphiques (Sellden et al., 1987). Avec des conditions peu différentes des 

conditions naturelles (température, éclairement, humidité relative notamment), cette techniqu(( 

est, à l'heure actuelle, la mieux adaptée pour simuler un climat de pollution donné. Elle permet 

de reproduire in situ les effets de la pollution ou au contraire, d'exclure les polluants de l'air 

ambiant. Les avantages et désavantages des chambres à ciel ouvert sont présentées. 
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Introduction 

Un des problèmes principaux en écotoxicologie est l'extrapolation à parlir d'expériences en 

laboratoire des situations en plein champ. Beaucoup de ces tests sont effectués sur des individus, 

or il est impossible ou presque d'extrapoler ces résultats à un écosystème. 

D'après Manning et Krupa (1992), pour étudier l'action d'un polluant sur les végétaux il faut: 

- décrire la relation dose-réponse. 

- confirmer que certains polluants sont les agents primaires de la cause d'un problème observé 

sur une espèce donnée ou sur un nombre d'espèces, dans une région donnée. 

- comprendre le mécanisme de dommage sur des espèces spécifiques et/ou indicatrices de 

pollution (sensibles ou tolérantes). 

- recenser les différentes réponses sur des variétés, cultivars, plant d'altitude ou de ville etc .... 

- analyser la perte de production, incluant aussi la qualité 

- analyser la croissance (notamment chez les arbres). 

- comprendre le fonctionnement d'un écosystème à petite échelle. 

- développer une base de données. 

Une plante vivant dans un environnement sans cesse fluctuant peut répondre différemment à 

l'action d'un polluant. En effet, des facteurs physiques comme les mouvements d'air, la 

température, la lumière (en intensité et composition spectrale), l'eau (l'humidité relative de l'air, 

l'humidité du sol) peuvent affecter les réponses des plantes. De même, des facteurs biologiques 

et culturaux comme la diversité génétique, le stade de développement, les pratiques culturales, le 

milieu de croissance, les pesticides etc .. peuvent modifier cette réponse à un polluant. 

Généralement trois méthodologies sont employées pour l'étude de l'impact d'un polluant sur 

les végétaux: 

- des dispositifs d'exposition où l'environnement est contrôlé (système fermé)(ex: serres 

modifiées, enceintes phytotroniques, chambre de croissance, cuvettes où une partie de la plante 

est enfelmée etc .... ) (Roberts et al., 1988). 

- des dispositifs d'exposition en plein champ (système complètement ouvert)(Colls et Baker, 

1988). 

- des dispositifs de chambres à ciel ouvert (Jliger et al. 1988). 
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Les chambres felmées 

Le principal avantage des chambres fermées est le contrôle précis des concentrations des 

polluants. Ceci est particulièrement impOltant pour les études détaillées des effets de mélange de 

polluants, des interactions avec des insectes ou des agents pathogènes, des dépôts secs, mais 

aussi pour les comparaisons à niveaux constants ou fluctuants où une valeur contrôle est requise. 

Elles permettent d'aborder l'étude fine des mécanismes d'action des polluants de l'air au 

niveau de grands processus physiologiques. 

Les systèmes fermés en milieu extérieur (serres) sont généralement largement ventilés et 

n'apparaissent pas modifier énormément les conditions naturelles environnementales mais le 

contrôle de l'augmentation de la température est difficile à mettre en place et son coût est assez 

élevé. Les systèmes fermés en laboratoire sont essentiels quand les traitements polluants ont 

besoin d'être répétés sous des conditions expérimentales identiques ou pour l'étude des 

interactions climat-pollution. Cependant ces systèmes sont très onéreux en fonctionnement et les 

conditions de culture sont trop différentes des conditions rencontrées en milieu naturel 

(principalement au niveau de l'interception des pluies et de l'éclairement). 

Les systèmes en plein champ 

Les systèmes d'exposition en plein champ sont souvent utilisés pour étudier l'effet d'une 

augmentation de polluant atmosphérique sur le développement, la croissance et la production des 

plantes de culture agricoles. Ils présentent en général quatre avantages: 

- pas de changement de quantité d'éclairement solaire, de composition spectrale. 

- pas de changement dans la température, dans les flux d'air. 

- pas d'altération dans la quantité d'eau reçue. 

- baisse des effets de "bordure" . 

Par contre ces systèmes ont quand même des limitations biologiques, techniques et 

financières: 

- généralement ce sont des systèmes où les niveaux de pollution locale sont très faible. 

- mauvais contrôle de l'homogénéité du climat de pollution 

- pas de possibilité de filtrer l'air. 

- la transpiration de la végétation voisine peut influencer l'humidité relative de l'air. 

- très complexe à construire et très onéreux au niveau de la régulation du niveau de pollution. 

- limitation en analyse statistique. 
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Les chambres à ciel ouven 

Elles ont été développées par Heagle et al. (1973) pour des études à long terme de la pollution 

atmosphérique sur les plantes céréalières. Elles ont souvent été décrites comme un compromis 

entre les deux systèmes cités auparavant. Une relative bonne représentativité du climat de 

pollution et d'autres facteurs environnementaux peut être obtenu. 

Il existe deux manières d'utiliser les chambres à ciel ouvert pour étudier les effets des 

polluants: 

- en comparant les traitements avec air filtré (exclusion des polluants) et sans air filtré, il est 

possible de vérifier si les concentrations ambiantes de polluants sur des sites particuliers sont 

susceptibles de provoquer des effets visibles sur les plantes ou d'altérer leur croissance (les 

systèmes en plein champ sont incapables de le tester). 

- en injectant des polluants (seul ou en mélange), il est possible de mettre au point et de 

conduire des expériences (de simulation) destinées à tester des hypothèses (relations cause à 

effet et dose-réponse). 

Cette technique a été éprouvée aux Etats Unis dans le cadre du National Crop Loss 

Assessment Network (NCLAN), programme d'évaluation des pertes de production des cultures 

agricoles, pour lequel elle a semblé paIticulièrement adaptée. 

La chambre à ciel ouvert est un système où les conditions expérimentales se rapprochent le 

plus des conditions naturelles comparativement au système des chambres fermées. 

Le principe consiste à isoler à l'aide de parois cylindriques un volume donné dont on peu L. 

contrôler parfaitement l'atmosphère. Ainsi les plantes qui se trouvent à l'intérieur bénéficient 

d'un environnement avec des paramètres proches des conditions naturelles. L'aménagement 

d'une ouvelture au sommet permet d'éviter les phénomènes d'effet de serre. 

La chambre (schéma 1, photographies 1 et 2) où les végétaux sont exposés est un cylindre en 

polyéthylène de 3 m de diamètre et de 2,4 m de hauteur. Un venturi de 40 cm de hauteur est 

ajouté au sommet du cylindre afin de réduire l'intrusion d'air ambiant par le haut de la chambre 

et d'homogénéiser les concentrations à l'intérieur de la chambre. 

L'air ambiant pulsé à l'aide d'une turbine passe à travers un filtre à particule, puis un filtre à 

charbon activé de 2,4 m2 de surface développée. L'air épuré de ses principaux polluants est 

distribué à l'intélieur de la chambre grâce à un diffuseur circulaire perforé, plaqué le long de la 

paroi de la chambre. Celui-ci répartit l'air de manière homogène. Le taux de renouvellement de 

l'air est de 6 fois par minute. On obtient ainsi un système en légère surpression où, en l'absence 

de vents supérieurs à 3 mis, l'air s'échappe par l'ouverture sommitale en empêchant l'air extérieur 

de pénétrer. 

52 



Cependant l'utilisation de ces chambres à ciel ouvert introduit un léger changement dans les 

facteurs environnementaux naturels. Selon Unsworth (1988), l'environnement est 

significativement différent des systèmes en plein champ. En effet les radiations solaires peuvent 

être altérées (effet filtre des parois), ce qui peut entraîner un déséquilibre de la balance thermique 

entre la plante et le sol; les mouvements d'air différents à l'intérieur de la chambre peuvent avoir 

une influence sur la température de l'air et du sol, sur le taux d'évaporation de la plante. Manning 

et Kmpa (1992) ont décrit quelques avantages et désavantages dans l'utilisation des chambres à 

ciel ouvert, dont voici les principaux: 

avantages 

- utilisation sur plus de 15 ans (surtout pour 

les comparaisons entre des traitements air 

filtré et non filtré) 

- les plantes de culture agricole peuvent 

pousser à maturité 

- étude des relations dose-réponse 

- interception de la pluie possible 

- mélange de polluant 

- plantation en pot ou en plein sol 

- transportable 

Conclusion 

désavantages 

- problèmes de comparaison des 

traitements air filtré, non filtré et ambiant 

- espace limité dans les chambres 

- l'utilisation à long terme peut masquer 

les effets sur les plantes pérennes et les 

arbres 

- effets micro-climatiques (température, 

humidité, éclairement, mouvement d'air) 

- usage de pesticides 

- problème de pollinisation 

- emplacement dans la chambre 

La description succincte de ces quelques méthodologies pour l'étude des effets de la pollution 

atmosphérique sur les végétaux a permis de montrer que chacune d'elles possèdent des avantages 

et inconvénients. Quoi qu'il en soit la technique des chambres à ciel ouvert semble la mieux 

adaptée pour étudier "in situ" l'impact des polluants atmosphériques en se rapprochant le plus 

des conditions naturelles. En particulier elle est actuellement largement utilisée pour étudier les 

effets de l'augmentation du C02 sur les végétaux. 

53 



Bibliographie 

Ashenden TW and McLeod AR. 1993. Systems for exposing crops to gases. In CEe. Air 

Pollution Research Report 46, Effects of Air Pollution on Agricultural Crops in Europe. 

Results of the European Open-Top Chambers Project. Proceeding of the final symposium of 

the European Open-Top Chambers Project. 23-25 November 1992, Tervuren, Belgium. 163-

174. 

Colis JJ and Baker CK. 1988. The methodology of open-field fumigations. In Air Pol/ution 

and Ecosystems. Proceedings of an international symposium hold in Grenoble, France, 18-22 

May, 1987. Edited by Mathy P. D Reidel Publishing Company, Dordrecht. 361-371. 

Heagle AS, Body DE and Heck WN. 1973. An open-top field cham ber to access the impact of 

air pollution on plants. Journal of environmental Quality 2: 365-368. 

Jager HJ, Weigel HJ, Guderian R, Arndt U and Seufcrt G. 1988. Methodological 

approaches: Part 1: Experiments with open-top chambers: resuIts, advantages and limitations. 

In Air Pollution and Ecosystems. Proceedings of an international symposium hold in 

Grenoble, France, 18-22 May, 1987. Edited by Mathy P. D Reidel Publishing Company, 

Dordrecht. 327-337. 

Manning WJ and Krupa SV. 1992. Experimental methodology for studying the effects of 

ozone on crops and trees. In SUlface level ozone exposures and their effects on vegetatio.n. 

Edited by Lefhorn AS. Lewis Publishers, Inc. Chelsea. 93-156. 

Roberts TM, Brown KA and Blank LW. 1988. Methodological aspects of the fumigations of 

forest trees with gaseous pollutants using closed chambers. In Air Pollution and Ecosystems. 

Proceedings of an international symposium hold in Grenoble, France, 18-22 May, 1987. 

Edited by Mathy P. D Reidel Publishing Company, Dordrecht.338-360. 

Sellden G, Skarby Land Wallin G. 1987. Consideration of tree growth and metabolism 

measurements protocols. In CEe. Air Pollution Research Report 5, Microclimate and plant 

growth in open-top chambers .. Proceeding of the 2nd European open-top chambers 

workshop, 17-19 September 1986, Freiburg. 57-62. 

Unsworth MH. 1988. Principles of microclimate and plant growth in open-top chambers. In 

CEe. Air Pollution Research Report 5, Microclimate and plant growth in open-top 

chambers. Proceeding of the 2nd European open-top chambers workshop, 17-19 September 

1986, Freiburg. 16-29. 

54 



Dispositif expélimental du col du Donon (Vosges) où les effets de l'ozone sur différentes 

espèces d'arbres sont étudiés grâce à la technique des chambres à ciel ouvert. La photographie 

du haut représente une chambre à ciel ouvert dans laquelle l'air est filtré. La photographie du 

bas représente les différents traitements appliqués: air filtré, air non filtré, air non filtré + 50 

Ilg m-3, air non filtré + 100 Ilg m-3, air ambiant. 
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SUMMARY 

Two clones of eight-year old trees of Norway spruce and beech, planted directly into the soil and in open-top 
chambers, were e."tposed to elevated ozone concentrations and subjected to mild soii drought. When ambient ozone 
was increased by 50 ppb, the shoot extension of both Norway spruce clones was significantly reduced. The mild 
drought stress was begun in July 1993 and following a soil-drying associated with a spell of fine weather, the 
drought remained relatively constant for over a mon th. During this period, gas exchange parameters were 
regularly morutored between 7·00 and 9{)0 GMT and on two occasions followed throughout the day. Both clones 
responded to the mild drought by reducing stomatal conductance and photosynthesis. There were no apparent 
interactions between drought and ozone. The reaction of beech was more complicated. Ozone caused a significant 
decrease in stomatal conductance and photosynthesis in weJl-watered treatnlents. Ali the ozone-drought ~ '::'::,ss 

treated trees had greater stomatal conductance than the non-drought stressed equivalents in the morning, but the 
siruation was reversed as the day went on. As peak ozone concentrations occur in the afternoon, it is hypothesized 
that over a period of rime the drought stressed trees are less affected by ozone as they receive a lower cumulative 
dose. Coupled with the low values of vapour pressure deficit occurring in the morning, the ozone-treated, drought­
stressed trees can support relatively higher rates of photosynthesis than the well-watered equivalents. The 
chlorophyll contents of beech lent support to trus hypothesis, as ozone associated reductions were less marked in 
drought stressed trees. 

Key worru : Ozone, drought stress, photosynchesis, stomatal conductance, beech, Norway spruce. 

INTRODUCTION 

Present day ozone concentrations in Western Europe 
are often in excess of levels known to reduce yields 
and damage crops (Heggestad & Lesser, 1990) and 
although there is no finn evidence to date, ambient 
concentrations may weil be damaging to trees 
(Dobson, Taylor & Freer-Smith, 1990). It is widely 
assumed that with increasing motor traffic and 
continued economic growth, future ozone episodes 
will be at even higher levels. Thus the role of ozone 
in tree physiology and growth and its relation to 
other stresses must be investigated if we are to 
understand how increasing concentrations of this 
pollutant will influence forest trees. 

ozone on tree physiology, aithough results have often 
seemed contradictory, as a consequence of dif­
ferences in experimental conditions and genlltJ'Pic 
differences between plants (Darrall, 1989). It is 
known that ozone reduces photosynthesis, that the 
effective dose received by the plant can be limited by 
stomatal clos ure and that plants possess antioxidants 
which can protect against the pollutant and its 
solution products. 

Much work has been perforrned on the effects of 

Recent interest in ozone has been prompted by the 
forest decline that became increasingly apparent 
du ring the 1980s and in which ozone was widely 
suspected of playing a major raie. The French 
, D EFO RP A' investigation did, however, suggest 
that drought stress was the major contributing factor. 
Prinz, Krause & Jung (1987) noted chat symptoms of 
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forest deeline became less severe during wetter 
yean. Because of the importance of drought stress, 
the investigation of the interactive effects of water 
stress and ozone should be made a prioriry, par­
ticularly as the predicted climate change may weil 
increase drought frequency. Furthennore, the same 
anticyclonic weather conditions · that give nse to 
drought stresses a!so favour the fonnation of tropo­
spheric ozone. 

W ork combining ozone and drought stress has 
been rather rare, particularly concerning trees. Work 
on crops carried out under the NCLAN field study, 
parricularly on soybean, revealed signmcant drought/ 
ozone interactions. This was manifested by greatcr 
growth reductions in the presence of ozone for well­
watered plots (Heggestad et al., 1985; Heagle et al., 
1987). The interaction was concentration dependent 
with lower ozone concentrations (below 70 ppb) 
promoting root growth and thus alleviating the 
effeets of drought by increasing soil water avail­
ability. Adams et al. (1990), using twice ambient 
ozone levels found a deerease in fine root production 
in loblolly pine, which could leave the trees more 
susceptible to drought stress. It has also been 
proposed that ozone can proteet plants against 
àrought stress by acting to decrease stomata! con­
ductance. Reich, Schoettle & Amundson (1985) 
found such a result and Tingey & Hogsett (1985), by 
using a chemica! reagent which caused stomatal 
opening, obtained similar ozone sensibilities for 
droughted and well-watered plants. Harkov & 
Brennal"l (1980) found that potted hybrid poplar 
seedlings had less visible ozone damage due to lower 
stomatal conductances when water stressed. Dobson 
et al. (1990) studying Picea sitchertsis and Eamus et 
al. (1990) working on Picea abies both found that 
well-watered trees had greater stomata! conduc­
tances in the presence of ozone. Recently Pearson 
& Mansfield (1993) showed that drought-stressed 
beech trees had relatively greater stomatal con­
ductances when exposed to ozone. There is thus 
mu ch debate today as to whether stomata! closure 
can indeed protect against ozone damage by reducing 
the ozone flux to the internai tissues. 

That these results seem so contradictory shows 
that there is a rea! pauciry of work in this area, 
parricularly field-based work. We present here our 
results concerning soil-planted trees exposed to 
summer drought in conjunction with elevated ozone 
concentrations. We have investigated gro'\\<"th over 
the se as on coupled with regular physiological meas­
urements during the period of drought stress. 

~ATERIALS AND :vtETHODS 

Plant material and experimental site 

In 1989 a region of mixed Norway spruce-beech 
rorest at Col du Donon in the French Vosges 
mountains was cleared to make an experimental site. 

The site coordinates are 48° 29' N,7° 05' E, it is 
727 fi above sea level, and is positioned on a west 
facing slope. 

On 19 April 1990 five-year-old Norway spruce 
and beech trees were planted into the soil. The soil 
was classified as C rypic dystrochrept ' and there were 
no deficiencies in N, P, Ca, Mn, K or Mg. The 
Norway spruce plants [Picea abies (L.) Karst.] 
consisted of two clones: clone one (780371) came 
from a Polish provenance called Istebna (IST) and 
clone two (781351) from a French provenance called 
Gerardmer (GER). The beech trees (Fagus sylvatica 
L.), were not clona!. The trees were supplied by 
AFOCEL (Association Forêt Cellulose) of France. 

Shortly after the trees were planted, eight open­
top-chambers (see Impens, 1992 for details of the 
chambers) were ereeted enclosing nine trees in each 
cham ber - three beech and threc individuals from 
each of the two Norway spruce clones. Four plots of 
nine trees outside chambers served as controls. 
Ambient air was sucked intO the cham ber at a rate of 
120 m 3 min-t, providing a complete change of air 
approximately every 10 s. A diffuser gave a more 
equal distribution of pollutant enriched air in the 
cham ber. The hourly mean daytime temperature . 
difference between the inside of the cham ber and the 
exterior never varied by more than 2 oC. 

Treatments 

Ozone was produced by an electric dis charge 
generator (Trailigaz C LABO 76 ') supplied with pure 
oxygen. From 17 July 1992 to 29 October 1992, 
25 ppb ozone was continuously added to two of the 
chambers and 50 ppb to another two. Two chambers 
were ventilated with non-filtered air, whilst the 
remaining two were fitted with activated charcoal 
filters which considerably reduced the ozone levels 
(by 75 % ± 12 %). From 30 October 1992 to 30 
March 1993 the added concentrations were reduced 
by 25 ppb. From 31 March 1993, the experimental 
treatrnents were repeated and continued until 31 
October 1993. U sing an C Environment S.A. ' analy­
zer, the ozone concentration in any one chamber was 
recorded for two 5-min periods every hour. Photo­
synthetica!ly active radiation, air temperature and air 
and soil humidiry were also recorded (unpublished 
data) . 

Between 27 March and 30 June 1993, work was 
carried out to allow imposition of a drought stress on 
the trees. Four chambers representing eaeh treat­
ment were selected and trenches of 70 cm depth dug 
around them. These trenches served to both reduce 
the lateral transfer of surface water and to prevent 
roots growing out of the chamber to obtain water. 
Sloping roofs of between 4·3 m and 4·5 m high were 
construeted and covered in clear plastic to prevent 
rain entering the chambers. The difference in light 
received between covered and uncovered chambers 
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was 11 %. The drought stress commenced 01 July 
1993 and lasted until 20 August 1993. 

There were thus the following different treat­
ments: (1) Filtered air: FA; (2) Non-filtered air : 
NFA; (3) Ambient air, outside chambers: AA; (4-) 
Non-filtered air with 25 ppb ozone added: NFA+ 
25; (5) Non-filtered air with 50 ppb ozone added: 
NFA+50. 

Each of these treatments excepting AA, had a 
drought-stressed chamber (DS) and an unstressed 
(well-watered) cham ber (NS). 

The resistivity of the soil ta water gave an idea of 
soil water content, but in order to have a better 
estÏrnate of the water available to the plant, frequent 
measurements of the predawn leaf water potential 
(':P...,) were made. These were performed using a 
Skye pressure chamber (Scholander et al., 1965) on 
shoots of Norway spruce and beech leaves. 

Growth 

Norway spruce ' shoot extension was intensively 
monitored until the end of June 1992 (before the 
addition of ozone), when no further significant 
growth occurred. The length of ,the grov.'th apex of 
the first whorl and of the terminal leader were 
measured. No significant differences between shoot 
growth were found (unpublished data). In 1993 both 
parameters were again monitored prior to the 
addition of the drought stress to see if ozone affected 
this component of plant growth. 

Leaf gas exchange 

The net CO~ assimilation rate A (umol m-2 
S-l) and 

leaf conductance to water vapour: g .... (mol m-2 
S-l) 

were measured using the LiCor model 6200 (USA) 
portable photosynthesis chamber. During the meas­
urement period the following values of micro 
climatic parameters were obtained: (1) Air tem­
perature in the chamber: 17'86±4-'84 oC; (2) Leaf­
airvapour pressure difference (VPD): 1'2 ±0'14 kPa; 
(3) Relative humidity of the chamber air: 56·23 ± 
11'67%; (4) Photon flux density of photosyntheti­
cally active radiation: 885 ± 268 ~mol m- 2 S-1. 

The differences between roofed and unroofed 
chambers were only statistically significant for light 
and temperature. Even so, the temperarure dif­
ference was less than 1 oC for the 24-hour average. 

At the base of a Norway spruce shoot of one-year 
old (1992) growth, needles were removed to ensure a 
good seal with the chamber. Starting 5 d later, 
measurements were made on this same shoot 
throughout the season in order to reduce the 
destruction caused when determining the needle 
surface area. Because there was no further shoot 
extension it was assumed that the foliage area 
remained constant. Current-year (1993) growth was 

destructively harvested until the end of the shoot 
extension period, when one shoot was monitored for 
the rest of the season. 

Measurr:ments were made on only six trees per 
treatment (two from each clone and two beech) ta 

reduce the time taken and thus limit microclimatic 
variability. These measurements were carried out on 
one shoot from each clone and four leaves (at the 
same time) from each beech tree. They were carried 
out on 10 separate occasions between 7·00 and 9'00 
GMT and any one series of rheasurements never 
took more than 1 h to complete. On two occasions 
the measurements were continued at hourly intervals 
to follow diurnal variations in the measured para­
meters. The same day as gas exchange measurements 
were made, the ':P ..., was also recorded. 

To determine the surface area of the measured 
material required twO different methods. Beech 
leaves were simply traced and these images passed 
under a video camera coupled to an image analyser 
(Delta-T devices, UK). Because spruce needles :u-e 
three dimension al, their surface area is mu ch more 
difficult to assess. By use of a scanning electron 
microscope needles were cut into rnilli.-netre sections 
and then the area of each section was traced out. This 
method allowed a calculation of correlations between 
dry weight (d.wc, mg), surface area (S, mm2

) of the 
needles. The formulae detennined were as follows 
(n=35): 

Istebna current-year needles: 

S = 2'38 «d:wt+0'033 636)/0'159)-

2'7333, r = 0'961. 

Istebna one-year old needles: 

S = 2·0096 «(d. wt+0'75062)/0'26989)-

2'2885,r2 = 0'935. 

Gerardmer current-year needles: 

S = 3·39 «d.wt + 0·605 71 )/0'23922)-

9'8333, r == 0'961. 

Gerardmer one-year old needles: 

S = 2'8151 «d. wt+ 1'8876)/0,3261)-

8'0781, r = 0·950. 

Foliage chlorophyll content 

Each month the foliage was analyzed to de termine 
the quantities of chlorophyll a and b. Analyses were 
carried out on 2 cm~ of first flush beech leaf and ten 
needles from the first three whorls of current-year 
and one-year old growth of Norway spruce. Care 
was taken to avoid using plant material that had been 
excessively shaded. Chlorophyll contents were de­
termined according to the method described in 
Barnes et al. (1992) . 
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Statistical methods 

The statistical treatrnent empIoyed was the analysis 
of variance (Al~OVA) by the GLM procedure (SAS 
Institute rnc., 1985). Test of equality of averages 
using Student-Newman-Keuls was applied equally 
(the same letters indicate that averages are not 
significantly different, and the alphabetic · order 
corresponds tQ decreasing values). 

Significancevlas as foUows: ns = not significant; 
• = significant (P < 0'05); •• = highly significant 
(P < 0'01); ••• = e>..1:remely significant (P = 0'001); 
ct = 0·05. 

RESULTS 

Pollution and environmental factors 

Concentrations of SOz and NO" were consistently 
low (mean S02 = 0-5 ppb, mean NO" = 2-6 ppb), 
whilst ozone Ievels (45 ppb in surnmer) have shown 
annual cycles with the highest concentrations in 
spring and swruner (Fig. 1). Average summer levels 
in Western Europe are slightly lower (40 ppb) than 
those recorded at our experimental site. The slight 
increase probably results from the site's altitude 
which favours ozone production 

Figure 1 shows the rainfall at the experimental site 
during the period of plant growth. During the period 
when the drought-stressed trees were unwatered, 
there were high levels of rainfall. This relatively high 
rainfall can perhaps exp Iain the pre-dawn leaf water 
potential results. Following an initial decrease at the 
beginning of the drought stress period the potentials 
remained relatively constant (-0'82± -0'11 MPa; 
n = 104), with no significant differences between 
species or ozone treatrnent. Because the trees were 
planted in the soil, there must have been incursion of 
soil water from outside the chambers, despite the 
trenches that were dug ta reduce this, or the rooting 
system of trees was deep enough to obtain water. 
The 'fi YI) of the non-stressed trees remained between 
-0,05 and -0,2 MPa. Although when the experi­
ment began, we had intended to follow physiological 
parameters as soil drought stress increased, because 
from 08 July 1993 to 20 August 1993 there was so 
little change in 'P' wp' we grouped the gas exchange 
measurements together and considered different 
measurement days as replicates (providing Iight was 
not limiting). When comparing within-treatrnent 
differences between the beginning and end of the 
drought period we found no signrncant differences 
for any treatrnent or controis. 

Growth measurements 

The length of the terminal leader for FA, AA and 
NF A + 50 of the Istebna clone during the growing 
period is shown in Figure 2. The NF A and NF A + 25 

treatments had almost identical curves to the . FA 
treatment, but have not been shown for the sake of 
clarity. From this graph it is apparent that a growth 
reduction as a consequence of a reduced growth rate, 
rather than any differences in the durarion of the 
growth period, occurred in the NF A + 50 treatment. 
This was statistically significant at the 0'01 level. 
There is also a growth increase from the cham ber 
effect, which may be due to various factors e.g. light 
quality or quantiry, temperature differences, either 
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Figure 1. Mean monthly ozone concentrations at Col du 
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Figure 3. Water use efficiency, sromatal conductance and 
photosynthesis for current-vear needles of the Istebna 
clone. Vertical bars show SD (~ = 20). Measuremenrs taken 
between 1 July and 20 August. ~,AA; O. FA; e::l. NFA; 
1li!I, NFA+2S; _, NFA+50. 

of the chamber air temperarure or at the leaf surface 
or differences in stomatal conductance affecting 
water balance or ozone dose received. 

Gas exchange measurements 

Figures 3-5 show the net photosynthesis (A) , 
stomatal conductance to water vapour (g .. ), and 
instantaneous water use efficiency (AIg.,,) of current 
and one-year old needles of the Istebna clone and 
fust flush leaves of the beech trees from 10 different 
measurement days. There was frequently a reduced 
stomatal conductance as a result of the open-top 
chambers, almost certainly resultmg from the ven­
tilation used to disperse the pollutant mixrure. This 
would lead to a decreased boundary layer resistance 
in chamber foliage, which would cause increased 
rates of evapotranspiration and hence stomatal 
closure. Undroughted, current-year Istebna needles 
showed little variability between ozone treatments 
for A or g.". Ozone signmcantly decreased g", in beech 
by over 30 % for aIl treatments and the A reduction 
was most marked in NF A + 50 trees. Thus in beech 
the stomatal closure was independent of the ozone 
concentration, but photosynthesis showed largest 
reductions in the highest concentrations. The effect 
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Figure 4. \Vater use efficiency, stomatal conductance and 
photosynthesis for one-year old needles of the Istebna 
clone. Vertical bars show so (n = 20). Measuremem taken 
between 1 July and 20 AUg'.lst. e;J, AA; 0, FA; [2, NFA; 
I!!. NFA+2S; _, NFA+50 . 

of drought on both years growth in Istebna was to 
reduce stomatal conductance and the rate of photo­
synthesis. In beech the FA reacted in a similar way, 
but the NF A treatments had increased rates of 
photosynthesis and g." when drought stressed. Anova 
tests revealed an extremely significant interaction of 
ozone and drought in beech. Gerardmer reacted in a 
very similar way to Istebna, except that 1992 needles 
in NF A + 50 nad a greater reduction in pho!o­
synthesis. 

When the diurnal variations in g.. and A were 
monitored, differences between treatments of Nor­
way spruce showed no interactions between ozone 
and drought stress. In beech, however, the combined 
effects of ozone and drought stress were associated 
with an earlier stomatal closure (Fig. 6). 

Water use efficiency (WUE) graphs are shown in 
Figures 3-5 . The drought stressed Istebna clone had 
a reduced AIg." in the presence of ozone, particularly 
for one-year-old needles. Beech as well had a reduced 
water use efficiency in the presence of ozone. 

Chlorophyll contents 

Table 1 shows the mean chlorophyll contents 
obtained during the growing season. Both one-year-
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old needles and beech leaves had a reduced chloro­
phyll content as ozone levels increased. In drought 
stresseà beech trees, however, the reduction was less 

Table 1. The effeet of ozone and drought stress on total 
ehlorophyll (ChI) contents (n = 10; SD inparentheses). 
See text for ahbreviations of treatments 

Chl a+b (g m-2) 

Treannent IST 93 IST 92 Beech 

NSAA 0-136 0'323 0'186 
(0-059) (0'075) (0'072) 

DS FA 0-148 a 0'263 a 0'188 a 
«(}()34) (0-062)- (0-051) 

DS NFA 0-144 a 0-283 a 0'206 a 
(0-048) (0-043) (0-057) 

DS NFA+25 0-127 a 0'272 a 0'198 a 
«(}()57) (0-051 ) (0-023) 

DS NFA+50 0-182 a 0'222 a 0-188 a 
(0-052) (0-051) (0-043) 

NS FA 0-130 a 0-309 a 0-240 a 
«(}()55) (0-053) (0-018) 

NS NFA 0-127 a 0-336 a 0-167 b 
(0-039) (0-034) (0-058) 

NS NFA+25 0-130 a 0'300 a 0-148 b 
«(}()43) (0-074) (0-059) 

NS NFA+50 0-131 a 0-255 a 0'102 b 
«(}()64) (0-064) (0-033) 

0, ns • ns 
Drought Ill! ns • 
03 X drought ns ns ••• 

marked and although showing the same trend, was 
no longer statistically significant. There was thus an 
extremely significant in~eraction between ozone and 
drought in relation to beech chlorophyll levels. 
Current-year needles showed more variation and it 
was difficult to establish any ozone associated 
differences. 

DISCUSSION 

In Norway spruce, NFA+ 50 was found to reduce 
shoot extension significantly in both clones (Fig. 2 
shows Istebna) and the rate of photosynthesis of NS 
one-year-old neeciles showed a reàuction in the 
NF A + 50 treatment (statistically significant in the 
Gerardmer clone only) . It therefore seems likely that 
this reduced shoot e."(tension can be explained by the 
lower photosynthetic rates of one-year-old needles. 
Such a reduction of photosynthesis in one-year-old 
needles exposed to ozone has been found elsewhere 
(e.g. Küppers & Klumpp, 1988). 

As expected, the imposition of a drought stress led 
to reduced stomatal conductance for all treatments 
and for both years' growth (Figs 3, 4)_ This stomatal 
closure was accompanied by decreased assimilation 
rates suggesting a stomatal limitation of photo­
synthesis. It has been proposed (e.g. Wieser & 
Havranek, 1993; Aben, 1988) that this stomatal 
limitation of the photosynthesis can protect plants 
from oxidative stress by reducing the ozone flux to 
the photosynthetic apparatus. However upon examin-
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Response of trees to elevated ozone concentrations and drought ï 

ing the DS results there was no positive effect in the 
NF A + 50 treatment. ·In fact the one-year-old 
needles showed an even gn~ater relative reduction in 
photosynthesis wh en droughted (Fig. 4). There was 
also no positive effect upon the water use efficiency 
(WUE) from the DS. Because the ozone treated 
plants had lower WUE, it seems that sorne form of 
mesophyll damage to the photosynthecic mechanism 
had occurred. This casts further doubt on the idea of 
drought stress offering protection from ozone dam­
age, and to understand better this , the experimental 
conditions should be reÏ1:erated. The trees used in 
our experiment were exposed to elevated ozone 
concentrations prior to the drought stress develop­
ing. as weil as during :he drought stress. Their 
reaction to the drought stress was thus a consequence 
of their recent pollution history. Other investigations 
(Tseng. Seiler & Chevone. 1988; Roberts & Cannon. 
1992) imposed a drought stress on trees that had 
previously been grown at much lower ozone concen­
trations than those used during their experiment. In 
Western Europe, however. high ozone concentra­
tions occur in Mayor June (Ulrich, 1990), which is 
often prior to the development of drought as reserves 
of water are comparatively high. Also. other experi­
ments (e .g. Temple et al., 1992) have used more 
severe drought stresses than in our experiment. 
Thus although we cannot discount a reduction in 
ozone damage due to drought, in the semi-natural 
conditions used here, no positive effect was observed. 

From the results for beech it is clear that trees 
subjected to elevated ozone concentrations in the 
abse:1ce of drought stress show significantly reduced 
assimilation rates and stomatal conductance. Freer­
Smith (1993) reported other work with Fagus 
sylvatica showing a similar effect. There is no 
difference in the degree of stomatal c1osing. but 
NF A + 50 has a significantly lower rate of photo­
synthesis than NFA or NFA+25. In fact it is over 
50 % lower than FA. Beech was thus more sus­
ceptible to ozone than either of the Norway spruce 
clones. Taylor & Dobson (1989) also found decreases 
in A and g .. of beeçh exposed to ambient ozone 
levels. 

'YVhen the drought stress was imposed, the trees in 
FA showed reductions in g .. and A. AlI the 
treatments exposed to ozone, however, had increased 
g .. values when droughted. Before the drought there 
were no significant diiferences (data not shown) in g .. 
between the ozone treatments. It therefore seems 
that the conductance increase in the presence of 
ozone was a genuine response to the drought. 

In order to explain these results it is necessary to 
examine the diurnal variations in g.". AlI ozone 
treatments showed little inter-treatment variation 
over the day and their values were grouped together 
for the sake of clariry (Fig. 6) . In the moming. the 
drought stressed treatments had greater g", values 
than their non-stressed equivalems. This was 

followed by a midday stomatal clos ure. \Vhen the 
stomata re-opened in the afternoon, however. the 
non-stressed trees had greater g", values. At this time 
the environ.rnental parameters that control the rate of 
evapotranspiration from the tree had increased from 
their relatively low morning levels. It is therefore our 
hypothesis that as rates of water loss are greater in 
the afternoon, it is at this cime that the trees exposeà 
to ozone closed their stomata in response to the mild 
soil drought stress. Because our gas exchange 
measurements in Figure 5 weré taken between 7'00 
and 9'00 GMT we found that the drought was 
associated with a stomatal opening, rather than the 
expected clos ure. 

The chlorophyll results provide further evidence 
for the effect of drought stress that may be seen as 
beneficial in this conte~=t. In the non-stressed 
treatments the reductions in chlorophyll content 
associated with ozone were greater th an in the 
drought stressed treatments. Furthermore there was 
no reduction in chlorophyll in the presence of ozone 
for drought stressed trees. The filtereà air trees 
showed no difference in chlorophyll content whether 
they had been drought stressed or not. 

To conclude, a mild drought stress in the presence 
of realistic ozone concentrations provokeà a different 
response between the two investigated species. 
Studies ofharsher drought stresses will be performed 
to see if this inter-specific diiference is consistent 
over a range of drought seventies . Although ideally 
measurements should be made on mature natura! 
stands, we feel that this experiment can be more 
confidently applied to na rural conditions, than a lot 
of previous work which was periormed in green­
houses with potted plants. Measurements will con­
tinue to be made, so that the cumulative, interactive 
effects of the stresses can be assessed. 
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Résumé - Deux clones d'épicéas âgés de huit ans et des hêtres ont été plantés 

directement dans un sol dans des chambres à ciel ouvert; ils ont été soumis à des 

concentrations élevées d'ozone et à un stress hydrique modéré. Les variations et la 

répartition des éléments minéraux a été étudiées. Les teneurs en potassium et calcium 

chez les deux clones augmentent dans les traitemenL<; de fumigation, par contre chez 

le hêtre les teneurs en potassium diminuent. La sécheresse appliquée fait diminuer 

ces teneurs pour tous les arbres. L'application combinée de ces deux stress est plus 

complexe et les observations faites auparavant ne se retrouvent pas dans tous les 

compartiments foliaires et sont différentes entre clones et espèces. L'hypothèse que 

l'ozone affecte la nutrition minérale racinaire et la perméabilité membranaire des 

cellules est discutée. 

Summary - Two clones of eight-year old Norway spruce trees, and beech trees, 

planted directly into the soil and in open-top chambers, were exposed to elevated 

ozone concentrations and subjected to a mild soil drought stress. The nutrient 

partitioning and inter-treatment differences in nutrient levels \Vere studied. In 

elevated ozone both clones had increased potassium and calcium levels, whereas in 

beech ozone treated trees had decreased potassium levels. Drought caused decreases 

in these nutrients for all species. The effect of combining the two stresses was more 

complex however and the previously observed effects were not obtained in aIl ceIl 

tissues. Furthermore, they showed both inter-specifie and inter-clonaI differenc.es. 

The hypothesis that ozone effects the root nutrition and ceIl membrane permeabilily 

is discusseà. 

Key words-

ozone / sécheresse / potassium / calcium / compartiment cellulaire 

ozone / water stress / potassium / calcium / cell tissues 

66 



INTRODUCTION 

Atmospheric pollution (especially ozone) has often been cited as a possible 

con tribu tory factor in forest decline. Furthermore, there is evidence to suggest that 

current levels of tropospheric ozone can cause damage to trees (Dobson ef al, 1990) 

and ozone levels in Europe and N. America are predicted to rise as emissions of their 

precursors increase in association with increased motor traffic. Much work has thus 

been carried out to assess the biochemical and physiological response of trees to this 

pollutant, but the results have often been contradictory. This may be due to inter­

specific differences, but is also the result of differences in the experimental 

conditions used (Dan'aU 1989). Ozone concentrations were often unrealistically high 

and there has been liule work looking at the interaction of ozone with environmental 

constraints, especially away from the laboratory. 

Prinz et al (1987) showed that forest decline was less severe in wetter years, so 

studies on the effect of both drought and ozone on trees would seem to be a priority, 

but they are still rather rare. 

A demonstration of the complexity of interactions between ozone and drought was 

made by Da vidson et al (1992), working with Fagus sylvatica. Also, ozone has been 

shown to affect both gro\Vth and morphology of tree root systems (Taylor et al, 

1989). Changes to the root system or in water availability can both have serious 

implications for nu trient uptake by plants and changes in the total foliar nutrient 

concentration of trees in response to ozone fumigation has been observcd. Care 

should be taken in interpreting these results however, as potted plants were used and 

McConnaughay et al (1993) have shown that nutrient changes in such trees can be 

artefacts of the experimental conditions. 

To better study the interactive effects of ozone and drought stress an experiment was 

conducted on two tree species (Picea abies and Fagus sylvatica) planted directly into 

the soil, enclosed in open-top chambers and exposed to a soil drying . Studies on 

nutrient distribution at the cellular level are rare and have never been performed on 

trees exposed to both realistic ozone concentrations and drought, although some 

work has been done on declining spruce trees (Fink, 1991a, b, Gan'ec et al, 1991, 

Stelzer et al , 1990 and Godde et al, 1991). The aim of our study was thus to 

determine foliar nutrient changes in response to ozone and drought stress and to then 

identify at what cellievei these changes occurred. The physiological consequences of 

these changes could then be assessed. 
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MA TERIALS AND METHODS 

Experimental site and plant material 

The experiment was carried out at Col du Donon (Vosges, France: 48° 29' N; 7° 05' 

E) in a mixed spruce beech forest. This region has relatively high levels of 

tropospheric ozone (38 ppb yearly average). It is 727 m above sea level. 

Five-year-old Norway spruce [Picea abies (L.) Karst.] and beech (Fagus sylvatica 

L.) trees were planted into the soil on 19 April 1990. The Norway spruce \Vere two 

different clones : clone 7803 71 from a Polish provenance, Istebna (IST) and clone 

781351 from a French provenance, Gerardmer (GER). The beech trces were not 

clonaI. The trees were supplied by AFOCEL (Association Forêt Cellulose; Charrey­

sur-Saone; France). The soil was classified as "typic dystrochrept". 

Shortly after the trees were planted, eight open-top-chambers (see Impens, 1992 

for details) were erected enclosing nine trees in each cham ber - three beech and three 

individuals from each of the two Norway spruce clones. Four plots of ni ne trees 

without open top chamber served as controls. 

Treatments 

An electric discharge generator (Trailigaz "LABO 76") supplied with pure oxygen 

produced the ozone. 25 ppb ozone was continuously added to two or the chambers 

and 50 ppb to anùther two from 17 July 1992 to 29 October 1992. Two chambers 

were ventilated with non-filtered air, whilst the remaining two were fitted with 

activated charcoal filters which considerably reduced the ozone levels (by 75% ± 

12%). From 30 Oc lober 1992 to 30 March 1993 the added concentrations were 

reduced by 25 ppb. From 31 March 1993, the experimental treatments were rcpeated 

and continued until 31 October 1993. The ozone concentration in any one chamber 

was recorded for two five minute periods every hour, using an iiEnvironment S.A." 

analyser. Photosynthetically active radiation, air temperature and air and soil 

humidity were also recorded (unpublished data). 

In the spring of 1993 work was begun to prepare the drought stress. Wooden 

structures of between 4.3 and 4.5 m high were built to support sloping roofs of clear 

plastic (89 % light transmission) that prevented rain from entering. The four 

chambers with roofs then had 70 cm deep trenches dug around them to prevent the 

incursion of soil water into the chambers. The drought stress was begun 01 July 1993 

and there were then the following treatments : 
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1. Filtered air: FA 

2. Non-filtered air: NFA 

3. Ambient air, outside chambers: AA 

4. Non-filtered air with 25 ppb ozone added : NFA + 25 

5. Non-filtered air with 50 ppb ozone added : NFA + 50 

Each of these treatments, excepting AA, had a drought stressed cham ber (DS) and 

an unstressed (well-watered) chamber (NS). 

Sampling 

The material for microanalysis was sampled on 08 July and 21 August 1993 for 

beech leaves and 08 July, 21 August and 21 September 1993 for Norway spruce 

needles, always between 08·00 and 10·00 GMT. Each sam pIe was composed of two 

beech leaves and five current-year spruce needles. The beech leaves were taken from 

first flush growth and the needles came from the first three whorls. The plant 

material was immediately plunged into liquid nitrogen to prevent movement of 

nutrients after sampling had occurred. 

During the sampling period the following values of micro-climatic parameters 

were obtained : 

Ilmol m-2 sol. 

Air temperature : 17 ± 4 oC 

Leaf-air vapour pressure difference (VPD) : 1.3 ± 0.1 kPa 

Relative humidity of the chamber air: 55 ± 12 % 

Photon ilux density of photosynthetically active radiation: 897 ± 254 

The differences between chambers with roofs and unroofed chambers \Vere only 

statistically significant for light and temperature. Even 50, the temperature difference 

was less than 1°C for the 24 hour average. 

Pre-dawll Leaf water potentiaL 

The pre-dawn leaf water potential (\fi wp) was measured USlI1g a Skye pressure 

chamber according to the method in Scholander et al (1965). Measurements were 

made throughout the drought stress period. 
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X-ray microallalysis 

The material to be analysed was prepared according to the method used in Le Thiec 

et al (1994). Sections of plant material were examined under a scanning electron 

microscope (Stereoscan 90B, Cambridge) at 15 kV, equipped with a dispersive 

energy microanalysis system (EDX, diode Si-Li; Analyser AN10000 10/25). To 

ensure that the beam of plimary electrons did not penetrate other cells, one layer of 

ceUs on a sheet of aluminium were analysed. AU measurements were made using an 

X-ray take-off angle of 45°, a measuring time of 100 s, a magnification of 6000 for 

aU examined tissues (stomata, epidermis, mesophyll, parenchyma and endodermis) 

and of 400 for the vascular bundle. A ZAF4 program, FLS, connected to the 

microanalyser gave us apparent concentrations of the different elements analysed. 

This pro gram takes into account any variations in volume. In order to convert the 

microanalysis data into real concentrations (% dry mass), powdered spruce needles 

and beech leaves were used as standards (CRM 100 and CRM 101 given by 

Community Bureau of Reference of the Commission of the European Communities). 

Chemical analysis 

Sampling was carried out on 20 August 1993 for beech leaves and 21 September 

1993 for current-year spruce needles. The samples were c1eaned (by rapid ·1 

submersion in demineralised, distilled water) and then dried. Phosphorus, sulphur 

and cations (Mg, K, Ca, ?via) levels were mineralised (H20 2 and HCI04; Clément 

1977) and measured by ICP (Jobin Yvon JY438 Plus). The levels of soil nutrients 

were also determined using these techniques (drying at 450°C and mineralisation 

with a HF/HCI04 mixture and then placed in 2% HCI). 

Statistical analyses 

The statistical treatment employed was the analysis of variance (a = 0.05) by the 

GLM procedure (SAS Institute Inc. 1985). Test of equality of averages using 

Student-Newman-Keuls was applied equally (the same letters indicate that averages 

are not significantly different, and the alphabetic order corresponds ta decreasing 

values). Significance was as follows: ns = not significant; * = significant (p < 0·05); 

** highly significant (p < 0·01); *** extremely significant (p < 0·001); a = 0·05. 
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RESULTS 

Pollution climate and ellvirollmentalfactors 

Figure 1 shows rainfall totals during the vegetation period and the ozone levels 

(monthly averages) since the trees were planted. Ozone showed the often reported 

fluctuations during the year; the maximum levels occurring in spring and summer. 

The Col du Donon is a site whel'e summer ozone levels often exceed the maximum 

exposure l'ecommended by the World Health Organisation and the EEC. 

The pre-dawn leaf water potentials showed an initial decrease at the beginning of the 

drought period and then remained relatively constant (- 0·82.::. - 0·11 MPa; 11=104). 

There were no significant differel1ces between species, or between ozone treatments. 

Because the trees were planted in the soil, there must have been incursion of soil 

water from outside the chambers, despite the trenches that were dug to reduce this, or 

the rooting system of trees was deep enough to obtain water. The relatively high 

rainfall during this pel'iod pl'obably kept the water table at high levels. The \{1 wp of 

the non-stressed tl'ees remained between -0·05 and -0·2MPa. 

Chamber effects 

The control trees outside chambers and the trees in the NFA NS chambers were 110t .. ,\. 

significantly different for any measured parameter. There was a 3 % difference in :." 

humidity between the chambct' and outside controls and the increased temperature 

was l1ever more than 2°C. Furthermore, before the drought stress was imposed there 

was in effect a replication of four treatments (FA, NFA, NFA + 25, NFA + 50); we 

ensured that there were no apriori differences between the same chambers of any 

one treatment. 

Chemical analyses 

The soil analysis gave the following results: 

- horizon 0 - 10 cm: P20s (%0): 0.195 ± 0.05; Ca (cmol+ kg l ): 1.16 ± 0.39; 

Mg (cmol+ kg- l ): 0.54 ± 0.21; K (cmol+ kg- l ): 0.34 ± 0.10; Mn (0/00): 14.25 ± 5.93 

- horizon 20 - 30 cm: P20 S (%0): 0.055 ± 0.02; Ca (cmol+ kg 1): 0.23 ± 0.11; 

Mg (cmol+ kg- l ): 0.13 ± 0.03; K (cmol+ kg-1): 0.34 ± 0.10; Mn (0/00): 8.01 ± 4.81. 

The foliar analyses results are shown in Table 1. Ozone had a significant effect on 

calcium and potassium levels in both species. Drought stress significantly affected 

phosphorus, manganese, calcium and potassium in both spruce clones and calcium 
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and potassium in beech only. The interaction of drought and ozone had a significant 

effect on calcium levels in the Istebna clone and potassium levels in Gerardmer and 

beech. 

As the ozone dose increased there was a tendency for a corresponding increase in 

calcium. This trend was also observed for potassium in both spruce clones, but the 

opposite effect occurred in beech. In filtered air treatments the drought provoked a 

considerable decrease in both calcium and potassium. The effect of ozone changes 

upon imposition of the drought stress. In Istebna there is no longer an increase in Ca, 

but a decrease in response to increasing ozone. The potassium levels in Gerardmer 

are again increased by exposure to ozone, but in beech there is no observable effect 

on Ca or K levels. 

Microanalysis 

The microanalysis results for K and Ca are shown in Table II for the two spruce 

clones and in Table III for beech. After analysing the different cell tissues it was 

found that calcium was most abundant in the epidermis and potassium was most 

abundant in the beech epidermis, but in the endodelmis of Norway spruce. 

Ozone effects 

The Gerardmer clone showed increasing concentrations of potassium in aH tissues, as 

ozone increased. Such an increase was also observed in the epidermis and guard eeUs 

and to a lesser extent the mesophyU and endoderrùis of Istebna. However the 

vaseular bundle of ozone-treated Istebna needles had a decreased K level. In ozone­

treated beech, potassium was decreased in all tissues excepting the lower epidermis. 

Calcium in creas es in aIl tissues, except the epidermis, in both clones raised in 

elevated ozone. Beech shows a similar increase apart from in the vascular bundle 

where no trend was observed. 

Drought effects 

The direct effects of drought can be seen from the FA treatments. In spruce, 

potassium showed decreases in the vascular bundle, endodermis and guard eeUs, but 

was increased in the mesophyll. Beech had reduced potassium levels in the vascular 

bundle, parenchyma, guard cells and lower epidermis. Calcium levels showed large 

decreases in the epidermis of both clones. In the mesophyll however, Istebna had 

increased levels, whereas Gerardmer's calcium levels were reduced. Calcium 

decreased in all tissues of beech in response to drought. 

., 
,..:1.., 
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Ozone-drought interactions 

The combined effects of the two stresses are quite complicated. Ozone alone 

provoked an increase in potassium in the epidermis of the Gerardmer clone, but in 

conjunction with drought thcre is no longer such an increase in NFA + 50. This is 

also seen in the endodennis where the ozone-associated increase is restricted to the 

NFA and NFA + 25 treatments . Potassium levels in Istebna decrease in the 

mesophyU of NFA + 50, but increase in the endodermis of NFA + 25 and in the 

vascular bundle of aU three ozone-drought treatments. 

Calcium, which had previously shown a decrease in the epidermis in response to 

ozone, was increased when the two stresses were applied in conjunction in 

Gerardmer. Istebna on the other hand had a similar trend between ozone treatments, 

but the decrease in FA was less severe. The other tissues also showed less 

pronounced changes when ozone was applied in conjunction with a drought stress, 

but the direction of the effects was nevertheless the same i.e. increasing ozone 

concentration was associated with increasing calcium. 

In beech, the previous ozone-associated potassium decrease in the lower epidermis 

was no longer apparent in the drought stressed trees. The guard ceUs had increased K 

for al! three ozone treatments, but ozone effects were no longer apparent in the 

parenchyma and even reversed in the vascular bundle. The effects of ozone on ". 

calcium were no longer apparent in the epidermis and were diminished in the other . ,. 

tissues apart [rom the vascular bundle where there is now a decrease. 
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DISCUSSION 

The soil analysis showed that there was a good nutrient supply at the site, with no 

deficiencies according to the recommended levels of Bonneau (1988) . Although not 

deficient, magnesium was rather low in the 20-30 cm horizon. 

Changes in guard cell K concentrations are important in regulating stomatal aperture 

(Le Thiec et al, 1994), which in turn can limit ozone uptake. This experiment has 

shown increased K concentrations in spruce needles exposed to the ozone treatments, 

compared to FA needles. Associated with this K increase is an increased stomatal 

opening. In beech, the reverse pattern was observed, so a stomatal closing in 

association with ozone would be expected in beech. These expectations were 

confirmed from stomatal conductance measurements performed on the trees on 

measurement days. Freer-Smith (1993) reports that other work on beech showed a 

similar reduction in stomatal conductance, as did Taylor and Dobson (1989) on 

beech exposed to ambient ozone levels. 

The drought stress provoked significant decreases in guard cell K levels of NOlway 

spruce in aIl treatments (this decrease was associated with a reduced stomatal 

conductance). In beech however, there was no inter-treatment difference in K levels 

and the levels even showed a relative increase compared to the well-watered '1;. 

treatments. These results can be explained by reference to the diumal time course of 

conductance measurements. It appears that drought stressed ozone-treated plants 

close their stomata ear'lier in the day and thus receive a lower dose over a period of 

time as ozone levels are greater in the afternoon. In this way the trees are relatively 

protected from ozone damage and photosynthesise more than the weIl watered trees 

in the morning, when vapour pressure deficits are lower. Thus, because sampling 

occurred in the morning, a relatively greater stomatal conductance is found in 

drought stressed beech trees. 

The foliar nu trient content is often used to determine the nutritional status of plants 

and/or to assess if latent damage has already occurred (Cape et al, 1990). In general, 

the same absolu te values were not found when these analyses were compared to the 

microanalysis results, because the global chemical analysis encompasses several 

regions of the foliage (cuticle, cell wall, cellular contents, hypodermis and the resin 

canals), whereas the X-ray microanalysis only includes the cellular contents (vacuole 

and cytoplasm) and a portion of the celI wall. 

There are several possibilities that could give rise to a change in foliar nutrient 

levels. These include soil nutIient availability, root development, foliar leaching, or 

redistribution of nutrients to other parts of the plant. The good nutritional quality of 

the soil allows us to discount the first of these hypotheses. Several other studies 
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however (reviewed by Kasana and Mansfield 1986) have shown that ozone can 

affect the distribution of dry matter between the shoots and roots, leading to a 

relative reduction in root growth. 

The potassium and calcium contents were increased in the two spruce clones and 

these changes could weIl lead to changes in the cell membrane permeability 

(Chevone et al, 1990; Heath and CastiIlo, 1988; Fink, 1991b). It seems that the 

intercellular derivatives of ozone are capable of inhibiting the function of membrane 

pumps and membrane transport mechanisms. Ca2+ ions which are usually expelIed 

from the cell by an ATP-dependent membrane transport mechanism, are now 

accumulated inside the cell. This can in tum interfere with the functioning of the 

numerous enzymes which use this ion as an activator or inhibitor (Heath and Castillo 

1988). 

This potassium and calcium increase could also result from a perturbation of the 

mineraI nutrition at root level. Barnes and Pfirrmann (1992) and Lucas et al (1993) 

explained the increase of K and Ca levels in ozone-treated trees by an increasing ion 

uptake at root level. Furthermore the increase in K which is a mobile cation and 

which is used as a regulator of numerous physiological processes could be the result 

of an increased demand from the u'ee which is using it to counteract oxidative stress. 

An increasing metabolism needed to repair ozone damage could also cause il, 

increasing K concentrations (Schier, 1990) and Cape et al (1990) found that 

increasing Kwas due to a mechanism to main tain cationic balance. 

In contrast to Norway spruce, beech showed decreasing K concentrations as ozone 

exposure increased and Ca levels were only slightly increased in l'-l"FA + 50. This 

could result from more K being leached by acid rain ; ozone is thought to predispose 

foliage to such an effect (McLaughlin 1985, Westmann and Temple 1989; PfüTmann 

et al, 1990). It could also just result from an ozone-associated efflux of K. Murphy 

and Huerta (1990) found an increase in H202 production in UV-treated plants which 

led to a K efflux. This could be significant as H202 is a product of ozone reactions 

which occur inside the plant (Runeckles and Chevone, 1992). According to Bames et 

al (1990) and Taylor et al (1989) ozone can decrease beech root biomass and thus 

nutIient uptake, and this could also produce such a result. 

As previously discussed, ozone is capable of altering celI membrane permeability 

and this can cause perturbations in nutrient compartmentalisation (Heath and 

Castill0, 1988). These become apparent from the microanalysis results. Fink (1991b) 

concluded that there was an increase in Ca influx into the cytoplasm of mesophylI 

celIs where normalIy conifers are able to export this ion out of the celI. 

Because, in NOlway spruce, the increase in potassium was found in aIl tissues and 

ozone attacks the mesophylI first, it would seem that this increase is due to changes 
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in nutritional supply at the root level rather than a modification of the membrane 

permeability of aIl tissues. Furthermore, the new growth has been subjected to ozone 

only recently, whereas the root system has developed in an ozone cnvironment over 

several growing seasons giving more lime for ozone to exert its effects. In beech the 

situation is different. There is perhaps a modification comparable to spruce, but as 

there is no apparent difference in Ca levels in the vascular bundie it seems that the 

effects of membrane changes are more important. 

Drought acted to decrease K and Ca concentrations in the most internaI tissues. The 

vascular bundle, by way of the xylem, supplies nutrients in solution to the various 

tissues and this is regulated by the endodermis (Stelzer, 1990). The drought has, by 

reducing water supply, also reduced nutrient supply to the plant. There was a 

difference between clones as regards the response of the mesophyll as only Istebna 

had an increasing Ca concentration. Pink (1991 b) has proposed that the ion cannot be 

evacuated from the cell because of pollution damage, but its accumulation could also 

be a mechanism (linked to ABA production) to protect against the effects of drought. 

The drought-ozone interaction is difficult to interpret as the results are not a simple 

summation of the two stresses in isolation. In Gerardmer the effects of this 

interaction are essentially in the epidermis of NFA + 50 and in the endodermis. The 

main changes in Istebna occurred in the endodermis, mesophyll and vascular bundle . 1 

and in beech they were in the parenchyma and vascular bundle and the epidermis for .' ~ 

Ca only. AlI these interactions were essentially in the NFA + 50 treatment. 

To conclu de, the effects of ozone and drought are antagonistic and show inter­

specifie differences. Both stresses were seen to effect nutrition supply from the mots, 

especially in Norway spruce. Membrane permeability was probably affeeted which 

led ta different nutritional levels between different tissues-an effect that total foliar 

nutritional analyses cannot reveal. 
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LEGENDS 

Figure 1 : Mean monthly ozone concentrations at Col du Donon, since the planting 

of the trees and mean weekly rainfall totals for the vegetation period 

covered by the experiment. 

Table l : The total concentration of clements (± SO) (% dry weight) in beech leaves 

and Norway spruce needles (Gerardmer and Istebna clone) 

(n = 6). Significance of Anova was as follows: ns = not significant; * = 
significant (p < 0·05); ** highly significant (p < 0·01); *** extremely 

significant (p < 0·001); Ct = 0·05. 

Table II : The evolution of the elements K and Ca (± SO) (% dry weight) with ozone 

and water stress treatments for Norway spruce clones (n = 145). Test of 

equality of averages of Student-Newman and Keuls has been applied : 

same letters indicate averages not significantly different and alphabetic 

arder corresponds ta decreasing values. Ct = 0·05. 

Table III : The evolution of the elements K and Ca (± SO) (% dry weight) with ozone 

and water stress treatments for beech leaves. (n = 72). Test of equality of 

averages of Student-Newman and Keuls has been applied : same letters 

indicate averages not significantly different and alphabetic arder "" 

corresponds ta decreasing values. Ct = 0·05. 
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Istebna Gerardmer 

Element S P Mn Mg Ca K S P Mn Mg 
Treatment 

0.15 0.20 0.15 0.09 0.38 0.70 0.14 0.22 0.26 0.08 
NS AA (0.05) (0.03) (0.04) (0.01) (0.02) (0.02) (0.04) (0.03) (0.C3) (0.02) 

0.13 0.19 0.17 0.09 0.39 0.69 0.11 0.15 0.23 0.08 
NS FA (0.06) (0.03) (0.03) (0.02) (0.02) (0.02) (0.02) (0.03) (0.05) (0.01) 

0.13 0.18 0.15 0.09 0.38 0.67 0.10 0.19 0.26 0.07 
NS NFA (0.05) (0.02) (0.03) (0.03) (0.03) (0.02) (0.03) (0.02) (0.06) (0.01) 

0.14 0.21 0.17 0.12 0.47 0.73 0.12 0.19 0.26 0.09 
NS NFA+25 (0.03) (0.03) (0.02) (0.03) (0.02) (0.02) (0.02) (0.03) (0.02) (0.02) 

0.12 0.24 0.15 0.11 0.57 0.92 0.14 0.20 0.24 0.08 
NS NFA+50 (0.05) (0.05) (0.04) (0.02) (0.03) (0.04) (0.03) (0.03) (0.03) (0.02) 

0.09 0.15 0.08 0.09 0.30 0.57 0.08 0.11 0.11 0.08 
DS FA (0.03) (0.02) (0.02) (0.01) (0.02) (0.02) (0.02) (0.02) (0.02) (0.01) 

0.12 0.13 0.09 0.08 0.26 0.71 0.10 0.12 0.13 0.09 
DS NFA (0.03) (0.04) (0.02) (0.03) (0.02) (0.03) (0.01) (0.02) (0.04) (0.01) 

0.12 0.13 0.10 0.09 0.21 0.77 0.10 0.11 0.14 0.09 
DS NFA+25 (0.03) (0.03) (0.01) (0.02) (0.03) (0.03) (0.02) (0.02) (0.02) (0.01) 

0.12 0.16 0.08 0.06 0.22 0.83 0.11 0.12 0.13 0.07 
DS NFA+50 (0.04) (0.03) (0.02) (0.02) (0.02) (0.04) (0.02) (0.02) (0.03) (0.01) 

03 ns ns ns ns *** *** ns ns ns ns 

drought ns * *** ns *** * ns *** *** ns 
~ 

~ 03 x drought ns ns ns ns *** ns ns ns ns ns 
.Q 
~ 

E-< 

Ca K S P 

0.47 0.62 0.16 0.17 
(0.02) (0.02) (0.03) (0.04) 

0.41 0.58 0.15 0.15 
(0.02) (0.01) (0.03) (0.04) 

0.49 0.61 0.12 0.17 
(0.03) (0.02) (0.03) (0.05) 

0.47 0.61 0.14 0.16 
(0.03) (0.02) (0.04) (0.03) 

0.52 0.78 0.14 0.14 
(0.03) (0.01) (0.04) (0.02) 

0.21 0.46 0.12 0.14 
(0.02) (0.04) (0.02) (0.03) 

0.39 0.71 0.16 0.12 
(0.01) (0.01) (0.04) (0.02) 

0.41 0.72 0.15 0.12 
(0.03) (0.01 ) (0.03) (0.03) 

0.41 0.86 0.15 0.12 
(0.03) (0.03)1 (0.03) (0.03) 

** *** ns ns 

*** ** ns ns 

ns ** ns ns 

Beech 

Mn Mg 

0.46 0.04 
(0.03) (0.02) 

0.45 0.03 
(0.06) (0.01) 

DAI 0.03 
(0.06) (0.01) 

0.42 0.05 
(0.04) (0.02) 

0.40 0.06 
(0.04) (0.02) 

0.32 0.05 
(0.02) (0.02) 

0.40 0.04 
(0.03) (0.03) 

0.38 0.07 
(0.04) (0.02) 

0.43 0.07 
(0.04) (0.01) 

ns ns 

ns ns 

ns ns 

Ca 

0.70 
(0.03) 

0.72 
(0.05) 

0.72 
(0.04) 

0.75 
(0.04) 

0.82 
(0.05) 

0.36 
(0.03) 

0.33 
(0.04) 

0.32 
(0.04) 

0.33 
(0.03) 

* 

*** 

ns 

K 

0.65 
(0.02) 

0.82 
(0.03) 

0.63 
(0.02) 

0.65 
(0.02) 

0.62 
(0.04) 

0.59 
(0.02) 

0.68 
(0.03) 

0.64 
(0.04) 

0.69 
(0.04) 

*** 

** 

* 

CV') 

00 
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00 

Element K Ca 

Treatments epidermis guard cell mesophyll cndodennis v3.scubr blUldle epidermis guard ccll mesophyIl endodennis vaseular bundle 

GERARDMER 

NS AA OA9 i 0.06 0.77 iO.06 0.S5 iOJl9 1.47 iO.14 0.74 iO.08 1.08± 0.10 0.15 i 0.02 0. 15 iO.02 0.15 iO.02 0.ISiO .03 

NS FA 0.35 i 0.03 d 0.63i 0.04 b 0.66 iO.05 d 1.32iO.16 c 0.78 ± 0.07 b 1.05 iO.09 a 0.l2iO.02 b 0.11 iO.OI c 0.14 i 0.02 c 0.12 i 0.01 c 

NS NFA OA5 i 0.04 c 0.81 i 0.07 a 0.75 i 0.06 c 1.48 iO.l2 b 0.76 i 0.08 b 1.02 i 0.09 a 0.14 iO.02 b 0.16 iO.02 b 0.12 iO.02 c 0.16 iO.02 b 

NS NFA +25 0.51 i 0.04 b 0.72 i 0.06 ab 0.88 i 0.07 b 2.16iO.15 a 0.93 iO.OS • 0.87 iO.OS b 0.15 i 0.02 b 0.16 iO.02 b 0.21 iO.03 b 0.19 i 0.02 a b 

NS NFA +50 0.76 i 0.06 a 0.80 i 0.07 a 1.11 iO.09 a 2.05 i 0.14 a 0.90 ± 0.08 a 0.S3 iO.08 b 0.20 i 0.03 • 0.26 i 0.03 • 0.29 i 0.03 • 0.22 ± 0.03 a 

DS FA OAOiO.04 c 0.56 ± 0.04 b 0.73 iO.06 c 0.97 iO.09 c 0.44 ± 0.0 4 c 0.56 iO.04 d O.IOiO.OI • 0.07 i 0.01 c 0.12 iO.02 b 0.14 i 0.02 b 

DS NFA 0.59iO.05 • 0.68iO.07 • 0.93 ± 0.08 b 2.38 i 0.17 • 0.67 iO.09 b 0.79iO.07 c 0.12 i 0.02 • 0.11 iO.OI b 0.11 iO.OI b 0.16 iO.02 b 

DS NFA +25 OA9 i 0.05 b 0.67 iO.07 a 1.06 i 0.09 a 2.36±0.16. 0.82 iO.07 • 0.92 iO.OS b O.IOiO.OI a 0.15 ± 0.02 a 0.15 iO.02 • 0.17 ± 0.02 b 

DS NFA+50 OAI iO.04 c 0.67 iO.06 a 1.07 i 0.09 a 1.57 iO.12 b 0.75 i 0.07 • 1.23 iO.11 • 0.11 iO.OI a 0.16 i 0.02 • 0. 17 iO.02 • 0.21 i 0.02 • 

ISTEBNA 

NS AA 0.68 i 0.06 !.lliO.IO 0.98± 0.11 1.70 i 0.20 0.90 iO.09 1.54 i 0.11 0.12±0.02 0.15 iO.02 0.18iO.02 0.16 i 0.03 

NS FA 0.50iO.05 c 0.84 iO.08 b 0.93 ±0.09 c 1.60 iO.l2 b 1.07 i 0.09 a 1.60iO.12 a 0.11 iO.OI C 0.11 i 0.01 c 0.12 i O.01 c 0.18 ± 0.02 b 

NS NFA 0.70iO.06 b 1.07 i 0.09 a 0.95iO.10 c 1.67 iO.l3 b 0.86 ± 0.07 b 1.53iO.12 a 0.11 i 0.01 c 0.15 i 0.02 ab 0.17 i 0.02 b 0.17 i 0.02 b 

NS NFA +25 0.84iO.07 a 1.08 i 0.09 a 1.08 i 0.10 b 1.73iO.13 h 0.81 iO.07 b 1.31iO.ll b 0.17iO.02 b 0.14 iO.OI b 0.16 iO.02 b 0.17iO.02 b 

NS NFA+50 0.86 iO.07 • 1.15 i 0.10 • 1.26 ±0.1I a 2.09 i 0.14 a 0.78 i 0.07 b 1.28iO.11 b 0.29 i O.03 • 0.17 i 0.02 a 0.24 i 0.02 • 0.21 iO.02 a 

DS FA OA8 i O.03 c 0.71 iO.06 c 1.20 i 0.10 a 1.35 i 0.11 c 0.78 ± 0.07 b O.72i 0.06 d 0.11 iO.OI b 0.14 ± 0.01 b 0.12±0.01 b 0.17 iO.02 • 

DS NFA 0.68iO.06 b 0.96i 0.09 a 1.15 iO.11 a 1.54 i 0.12 b 0.89 ± 0.08 a 1.2SiO.1I • 0.10 i 0.01 b 0.1 6 ± 0.02 • 0.17iO.02. 0.14 i 0.02 a 

DS NFA +25 0.83i 0.05 a 0.99 i 0.09 a !.lOiO.IO ab 2.13iO.15 a 0.97 i 0.09 a 1.17iO.11 b 0.11 i 0.0 1 b 0.14 iO.OI b 0.19±0.03 a 0.14 iO.OI a 

~ DS NFA+50 0.S9 i O.OS • 0.81 iO.OS b 1.02 iO.09 b 2.20iO.15. 0.S2 i 0.08 b 1.04 iO.06 c 0.15 i 0.02 • 0.16 i 0.02 • 0.16iO.01 a 0.14 i 0.02 • ~ 

~ 
.0 
~ 

E-< 



Element 

Treatrnents 

NS AA 

NS FA 

NS NFA 

NS NFA+25 
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LE Tl-IIEC, D., ROSE, c., GARREC, J.P. , LAFFRAY, D., LOUGUET, P. , GALAUP, S., and LOOSVELDT, P. 1994 . Alteration of element 
contents in guard cells of Norway spruce (Picea abies) subjected to ozone fumigation and (or) water stress: X-ray micro­
analysis study. Cano J. Bot. 72: 86-92. 

Two clones of Norway spruce Picea abies (L.) Karst. (Gerardmer clone and Istebna clone) were subjected to an ozone­
enriched atmosphere. The X-ray microanalysis of elements present in the guard cells showed a decrease in potassium for 
the Gerardmer clone along with a larger closing of guard cells and an increase in calcium contents; for the Istebna clone, 
ozone did not affect these contents. When a drought stress was applied, an increase in calcium content of guard cells of the 
ISlebna clone was also found . However, the potassium content was smaller in this case for lhe two clones and could weil 
be due to stomatal closure. When ozone and drought stress were applied together, the potassium content in the Istebna clone 
was not affected, but for the Gerardmer clone, ozone reduced the decrease in potassium content that occurred as drought 
stress developed. However, calcium (and manganese) content increased significanùy when the Gerardmer clone was exposed 
to ozone . It seems likely that the Gerardmer clone is sensitive to ozone and when subjected ta a drought stress this sensitivity 
is increased. For the Istebna clone, the resistance to ozone is unaffected by the drought stress treatment. The Istebna clone, 
however, seems sensitive ta drought. These characteristic responses in the two different Norway spruce clones are probably 
due ta genetic differences and may explain the contradictary observations in the response of the stomata during the simultane-
ous i:nplementalion of the complex stresses. .. 

Key words: Picea abies, guard cells, ozone, drought stress, X-ray microanalysis, elements. 

LE THIEC, D., ROSE, C., GARREC, 1.P., LAFFRAY, D., LOUGUET, P., GALAUP, S., et LOOSVELDT, P. 1994. Alteration of element 
contents in guard cells of Norway spruce (Picea abies) subjected to ozone fumigation and (or) water stress: X-ray micro­
analysis study. Cano J. Bot. 72: 86-92. 

Deux clones de Picea abies (L.) Karst. (Gérardmer et Istebna) ont été soumis à une atmosphère enrichie en ozone. La 
microanalyse X des éléments présents dans les stomates a montré une baisse des teneurs en potassium en relation avec une 
fermeture plus importante des stomates et une augmentation en calcium, ceci pour le clone Gérardmer; pour le clone Islebna, 
l'ozone n'affecte pas les teneurs de ces deux éléments. Lorsqu'un stress hydrique est appliqué, une augmentation des teneurs 
en calcium dans les stomates du clone Istebna est enregistrée mais les teneurs en potassium sont plus faibles pour les deux 
clones dans ces conditions en relation avec une fermeture des stomates . Lorsque les deux traitements. ozone et stress hydrique 
SOnt appliqués simultanément, les teneurs en potassium n'évoluent pas par rapport au traitement stress hydrique pour le clone 
Istebna, mais pour le clone Gérardmer, l'ozone réduit la baisse en potassium qui se produit lors du stress hydrique. Par contre 
les teneurs en calcium (et manganèse) augmentent considérablement pour le clone Gérardmer par rapport au traitement ozone . 
Le clone Gérardmer semble étre plus sensible à l'ozone seul et combiné à un stress hydrique. Le clone Istebna semble plus 
sensible à la sécheresse et moins sensible à l'ozone . Ces réactions particulières, mise en évidence sur deux clones différents 
d'épicéa , vraisemblablement d'origine génétique, pourraient expliquer les observations plus ou moins contradiclOires sur les 
réactions des stomates lors de l'application simultanée de contraintes différentes . 

Mots clés: Picea abies, cellule de garde, ozone, stress hydrique, microanalyse X, teneurs minérales. 

Introduction 

At~ospheric pollution is thought to be highly involved in 
the phenomenon of forest decline. Numerous studies show us 
that pollution is not the only factor in question . The decJine 
was initiated by a recent series of droughts (triggering factor), 
added to which were a lack of nutrients in the soil (predis­
posing factor) and different forms of atmospheric pollution 
(aggravating factor) (Bonneau and Landmann 1988) . 

To analyse the mechanisms of in jury by the incriminated 
pollutants and to evaluate the early effects on foliage, certain 
devices capable of approximating natural conditions on the 
trees were set up. Open-top chambers at Montardon (Atlantic 
Pyrenees) allowed us to simulate the pollution climate of 
Col du Donon (Vosges), which is a zone of forest decline 
(Bonte et al. 1986) . In this decline zone, only the ozone con­
centrations are increased, and this happens mainly in summer 
during the vegetative season oftrees (Arndt et al. 1982; Garrec 
and Rose 1988). Since ozone penetrates foliar tissues via the 
stomata (Otto and Dainer 1969; Smith 1984), it seemed partic-1 Author to whom all correspondence should be addressed. 
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ularly interesting to study the effect of ozone on stomatal 
response. To approximate natural conditions and to research 
interactions between the effects of ozone and drought stress, 
trees were subjected to these stresses both alone and in combi­

nation. 
Many studies analysed the kinetic aspects of K + and Cl­

accumulation in relation to stomatal function (Sawhney and 
Zelitch 1969; Mac Robbie 1981; Laffray et al. 1982) . In a 
previous study we measured the ion content of guard cells in 
declining Norway spruce (Garrec et al . 1991), but to our 
knowledge, accu rate studies of stomatal ionic modifications in 
Norway spruce subjected to treatments by ozone and (or) to 
controlled drought stress do not exist. 

In this work, using the X-ray microanalysis technique, we 
attempt to link variations in stomatal conductance with modi­
fications in concentration and chemical composition of guard 
cells according to age and subjected to drought and ozone 
treatments. 

Materials and methods 
Maten"als 

Five-year-old Picea abies (L.) Karst. plants from two different 
sources (the Gerardmer clone from France and the Istebna clone from 
Poland), selected by the Association Forêt Cellulose (AFOCEL), 
were placed in open-top chambers at Montardon, France (latitude 
43 °21'N, longitude 0°21 'W), on 30 April 1986 (five individuals per 
chamber). Two chambers were used, one in which the air is filtered 
and another in which ftltered air is enriched with ozone (Bonte et al. 
1986). 

Concentrations of ozone applied (hourly average) reproduced those 
that existed in the Col du Donon, France (latitude 48°29'N, longitude 
7°5 'E) 8 days before. The principaI evolution characteristics of these 
concentrations was described by Ulrich (1990) . The maximum daily 
vaIues were in the order of 0.04 -0.06 mg' mL -1 in winter but 
could reach as much as 0.14 mg . mL -1 during summer. Figure 1 
shows the monthly averages since the beginning of the experiment. 

In each of the two chambers, IWO plants of each clone were sub­
jected to drought during 15 days. At this time, the initial water poten­
tiaIs, measured in a shoot pressure chamber (Portable plant moisture 
system, Skye Instruments Ltd., Powys, U.K.), were on average 
-1.5 MPa for irrigated plants and approxirnately -2.5 MPa for 
plants subjected to drought; 

The samples were taken on 13 June 1989 between 17:00 and 18:00 
GMT. So as not to disturb the physiology of the young plants , 
approximately 10 needles from three age classes (current needles, 
1989; l-year-old needles, 1988; and 2-year-old needles, 1987) were 
taken from the upper part of the trees. 

At the time of sampling , climatic conditions in the chambers were 
as follows : temperature 29°C; lighting 300 ~mol' m- 2 . S-I; rela­
tive humidity 50 %; and atmospheric deficit of sarurating vapor pres­
sure +20 hPa in chamber. 

Measun"ng the coruiuctance of the needles 
Measurements of stomatal conductance were carried out simultane­

ously on needle samples and on neighbouring needles. Needles of 
Norway spruce, detached from the branch, were introduced one by 
one i!lto the humidity chamber of a Delta-T devices porometer 
(model Mk3, Cambridge, U .K.) as described by Malka (1988) . This 
method allows an immediate estimate of stomatal resistance, but a 
precise examination of the surface of the needles is still necessary. In 
the case of the needles used from the Norway spruce for this experi­
ment, relalionships between their surface area and length were estab­
lished. For these experiments, the corrected stomatal resistance (R, in 
s . cm- I ) was caJculated using the following equation: . 

[1] R, = (at + b)(0.4651 - 0.072) 

where t is lime in seconds given by the porometer Delta-T after appli-
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FIG. 1. Monthly averages of ozone concentrations from the begin­
ning of the experiment in open-top chambers . 0, filtered air; ., 
ftltered air + ozone. 

cation of temperature correction, 1 is length of the needles in centi­
metres, and a and b are factors deterrnined by standardization of the 
apparatus. Because of time restrictions, these measurements of the 
stomatal conductance were mostly carried out on the Gerardmer 
clone. Each conductance value is the average of four measurements. 

X-ray microanalysis 
Energy-dispersive X-ray (EDX) analysis allows one to investigate 

the elemental composition of biological samples . The preparation of 
biological samples for X-ray microanalysis was adapted according to 
the method of Garrec et al. (1983) . To analyse the diffusible ions 
without artefacts, the samples are frozen in liquid nitrogen (-196°C) 
immediately after detachment and kept in a freezer at -70°C. 

To analyse the guard cells, Norway sprJce needles were placed 
individually in a cavity and covered with wax. We adapted a tech­
nique that allowed us to cut the needles lengthwise according to how 
the stomata are siruated. This pcrmitted us to analyse a large number 
of stomatal sections from the same needle (Fig. 2). 

These lengthwise cuts were made using a cryomicrotome operating 
at -60°C. They were then freeze-dried at -10°C for 24 h, brought 
back to an ambient temperarure, stuck to aluminium stubs with con­
ductive glue (Leit C, Boiziau distribution, Selles sur Cher, France) 
that contains graphite, and then overlayed with a 10-nm conducting 
coat of carbon (metallizer Balzer's CED/020, Boiziau distribution, 
Selles sur Cher, France). The X-ray microanalyses are do ne with a 
scanning electron microscope (Stereoscan 90B, Cambridge Instru­
ments, Cambridge, U .K.) equipped with a Si - Li diode. 

A ZAF4 program, FLS, connected to the microanalyser (AN 10000, 
10/25, Cambridge Instruments, Cambridge, U.K.), gave us apparent 
concentrations (%) of the different elements analysed (Mg, P, S, CI, 
K, Ca, Mn). To convert these results into real concentrations (% dry 
wt.) ,"control sampi es were analysed in the sa me way as the plant sam­
pies. The controls were powdered spruce needles with known levels 
of elements (CRM lOI given by the Community Bureau of Reference 
of the Commission of the European Communities). 

The analysis conditions of the microprobe for the biological sam­
pies and the check sampi es were as follows: accelerating voltage of 
primary electrons 15 kV (the beam does not penetrate other cells); 
X-ray take-off angle 45°; analysis time 100 s; working distance from 
specimen to objective lens 20 mm; diode placed 40 mm from the 
sample. 

Staristical treatment 
The statistical treatment employed is the analysis of variance by the 

GLM procedure (SAS Institute Inc. 1985). Test of equality of aver-
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FIG. 2. Scanning electron micrograph (SEM) of longitudinal section of stomata. Scale bar = 20 JLfT1. 
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FIG. 3. Evolution of element contents in stomata by age of needles . 
_ , 1989 current needles (n = 478); 0 , 1988 l-year-old needles (n = 
399) ; ~, 1987 2-year-old needles (n = 323) . Test of equality of aver­
ages of Newman - Keuls was applied: bars with the same letter indi­
ca te that the averages are not significantly different, and alphabetic 
order corresponds to decreasing values. Vertical bars show standard 
deviation . 

ages using Newman - Keuls was applied equally (the same letters 
indicate that averages are not significantly different, and the alpha­
betic order corresponds to decreasing values). 

Results 

Figure 3 shows the guard cell concentrations of Mg, P, S, 
Cl, K, Ca. and Mn for needles of different age classes . From 
this it is apparent that the ageing of the needles involved a very 
significant decrease in K concentrations, a very significant 
increase in Ca, and a very highly significant increase of Mn 
concentration. Concentrations of Mg, P, S, and Cl were low 
and at the limit of probe detection (hundreds of Jlg . g -1). 
This made the interpretation of possible variations difficult. 
However, we noticed that ageing was associated with an 
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FIG . 4. Comparison of K and Ca contents in guard cells of current 
needles (1989) of the Gerardmer clone after different treatments : 
_ , filtered air (n = 47) ; 0, fùtered air + water stress (n = 48); 
0, filtered air + ozone (n = 74); ~, filtered air + water stress + 
ozone (n = 55) . Test of equality of averages of Newman - Keuls was 
applied: bars with, the sa me letter indicate that the averages are not 
significantly different , and alphabetic order corresponds to decreas­
ing values. Vertical bars show standard deviation. 

increase in Mg contents (Marschner 1986) and a drop in the 
amount of P and Cl. 

To accurately assess the consequences of each treatment on 
stomatal response, we considered the stomata from current 
needles only (1989, as they had the maximal physiological 
activity) and we also looked at the two clones . Furthermore, 
we limited the study to concentration variations of K and Ca 
because they are the essential elements in ionic movements 
that are linked to stomatal function. 

Figures 4 and 5 represent the concentration variations of K 
and Ca in needle guard cells of the Norway spruce clones for 
the four treatments: fùtered air , fùtered air plus drought, 
filtered air plus ozone, and filtered air plus ozone plus water 
stress. Likewise, Mn variations according to the age of needles 
are shown in Figs . 7 and 8. 
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FIG. 5. Comparison of K and Ca contents in guard cells of current 

needles (1989) of the Istebna clone after different treatments: _, 
filtered air (n = 76); 0, rïltered air + water stress (n = 52) ; [J, 

tiltered air + ozone (n = 52); 1Zl, filtered air + water stress + ozone 
(n = 74). Test of equality of averages of Newman-Keuls has been 
applied: bars with the same letter indicate that the averages are not 
significantly different, and alphabetic order corresponds to decreas­
ing values . Vertical bars show standard deviation. 

TABLE 1. Results of the analysis of variance on K and Ca concentra­
tions in guard cells of the two clones Gerardmer and Istebna of Picea 

abies (L.) Karst. after applied stress 

Filtered air + water Filtered air + water 
stress stress + ozone 

Source of 
variation Gerardmer Istebna Gerardmer Istebna 

K *** ...... *** *** 
Ca ns * .... * .... .. .... 

NOTE: Significanee was as follows : ns. not signifieant; ••• • extremely significant 
(p < 0.(01); a = 0.05 . 

Table 1 summarizes the results of the analysis of variance 
of the effects of water stress on concentrations of K and Ca, 
depending on whether the clone grew in filtered air or filtered 
air plus ozone. Figure 6 shows the influence of each of the 
four treatments on stomatal conductance of Gerardmer's clone 
1989 needles, but only the influence of filtered air and filtered 
air plus ozone on stomatal conductance ofIstebna 's 1989 needles 
(the measurements of two other treatments were not taken 
because light was insufficient). 

In the case of the fùtered-air treatment (absence of stress), 
the guard cells of the Gerardmer clone had an element content 
that was lower in potassium and calcium than that of the Istebna 
clone, whereas the stomatal conductance in the Gerardmer and 
Istebna clones was about the same. 

Drought stress involved a decrease in potassium levels in the 
guard cells of plants in filtered air. This decrease was highly 
significant for the Istebna clone and reasonably significant for 
the two clones. 

Ozone fumigation involved a decrease of potassium in the 
guard cells . This decrease was highly significant for the 
Gerardmer clone but not significant for the Istebna clone. 

The combined action of the two treatments (ozone and 
drought stress) provoked a decrease in potassium in the guard 
ceUs of the Gerardmer clone and a strong decrease of this ele­
ment in the guard ceUs of the Istebna clone. 

It is interesting to note that for the Gerardmer clone, varia­
tions of stomatal conductance, under the influence of different 
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FIG. 6. Variation of stomatal conductance in the guard cells of cur­
rem needles (1989) of the Gerardmer and Istebna clones afte~ differ­
ent treatments: _, filtered air; 0, tiltered air + water stress ; Ill, 

filtered air + ozone; 1Zi, filtered air + water stress + ozone (n = 4) . 
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FIG. 7. Comparison of Mn contents in guard cells according to 
treatment and age of needles for the Gerardmer clone. _, 1989 cur­
rent needles; 0 , 1988 l-year-old needles; 1Zl, 1987 2-year-old needJes. 
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FIG. 8. Comparison of Mn contents in guard cells according to 
treatment and · age of needles for the Istebna clone. _, 1989 current 
needles; 0, 1988 l-year-old needles; 1Zl, 1987 2-year-old needles. 

treatments, were related to differences in K concentration of 
the guard ceUs. Sorne of the measurements of stomatal con­
ductance from the Istebna clone showed a similar relationship 
between their variations and those of potassium. 
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TABLE 2. Variation (%) of K and Ca concentrations in guard cells of 
current needles (1989) and variations of stomaral conductance unde~ 

the effect of different stresses 

Warer stress + 
Warer stress Ozone ozone 

Gerardmer clone 
K concn. -41.6 -12.3 -32 .5 
Stomatal conductance -50.0 -33 .5 -50.0 
Ca concn. -4..4 +55.2 + 176.7 

Isrebna clone 
K concn. -26.7 -13.8 -36.6 
Stomatal conductance -46.5 
Ca concn. +58.4 -23.4 +51.6 

For calcium we found strong concentration increases in 
guard cells but ooly under the effects of drought stress for the 
Istebna clone and ozone fumigation for the Gerardmer clone. 
Action of the two treatments combined always provoked an 
increase of calcium in guard cells of the Gerardmer clone but 
not for the Istebna clone. 

No variation in the level of manganese was found in the 
Istebna clone, but Gerardmer guard cells had increased levels 
of manganese in 1- and 2-year-old needles exposed to ozone 
and drought stress. 

Discussion 

We found that during the ageing process of the needles, the 
concentrations of elements in guard cells reflect the global ele­
ment variations associated with senescence . Indeed, as needle 
guard cells become older, we find, as in other tissues, an 
increase in manganese and calcium concentrations (Fink 
1991a, 1991b; Garrec et al. 1991) and a reduction in potas­
sium concentrations (Cape et al. 1990; Klnzel 1989). This 
decrease in potassium content is probably associated with the 
reduced stomatal functioning observed in older leaves . When 
we subjected Norway spruce to ozone stress, there was a small 
decrease in the potassium content of the guard cells. Other 
work found a decrease in stomatal conductance wh en plants 
were exposed to ozone (Unsworth and Black 1981; Bames 
et al . 1990a; Chevone et al. 1990; Moldau et al. 1990). 
Drought was associated with a decrease of potassium in the 
guard cells. Other studies also found that drought stress caused 
the closing of stomata (Hsiao 1973; Chimiklis and Heath 
1975; Turner and Jones 1980; Reich et al. 1985). 

Wh en analysing the elements in guard cells of both clones 
we found a decrease in potassium concentration in which our 
stomatal conductance measurements suggested that the sto­
mata were closed. This is consistent with other published work 
(Schnabl and Raschke 1980; Laffray 1987; Mac Robbie 1988; 
Malka 1988; Garrec 1991). 

The use of rwo clones showed that identical stomatal aper­
tures can be associated with different concentrations of potas­
sium: the Istebna clone had the higher potassium concentration 
inside the guard cells. The origin of this variation should be 
investigated, either in the different plasticity of the walls or in 
relation to the number and size of the different guard cells 
berween clones or in different osmoticum K contents. 

There is a correlation berween stomatal aperture and K 
accumulation in the three Gerardmer treatments. Table 2 
shows relative variations of K concentrations in guard cells for 

-

the Gerardmer and Istebna clones under the influence of the 
different stresses, and also the values of the corresponding 
stomatal conductance. However, it appears that the slOmatal 
responses in Norway spruce when exposed to one or other of 
these stresses can vary in importance according to the clone 
(Keller and Hiisler 1987; Ebel et al. 1990; Dotzler and Schütt 
1990; Führer et al. 1990; Pfirmann et al. 1990; Blanck et al. 
1990). Our potassium analyses indicated the same changes as 
found by Pearson and Mansfield (1993) when they studied 
stomatal resistance in beech. These alterations of stomatal 
behaviour cou Id be the result of guard cell wall delignification 
under the influence of ozone (Maier-Maercker 1989). 

When a drought stress was imposed on the trees, both clones 
showed a decrease in potassium concentration, which was almost 
certainly associated with stomatal closure. The porometer 
measurements for the Gerardmer clone support this. Calcium 
gives an idea of the degree of stress . Fink (1991b) found that 
trees showing symptoms of forest decline had increased cal­
cium levels in the form of calcium oxalate crystals. From anal­
ysis of variations in Ca concentrations we noticed that stomata 
of the Istebna clone seem to react to dehydration (Fig. 8). 
Aussenac et al. (1987) found that the Istebna clone reacts to 
drought stress. However, it is difficult to say whether this 
increased calcium concentration is a phenomenon that protects 
the tree from damage or whether it represents the fact that 
damage has been done to the tree. 

When ozone alone was applied there were no significant 
potassium changes, but there was a large increase in calcium 
concentration in the Gerardmer clone. As calcium is involved 
in detoxification (Marschner 1986), il seems likely that ozone 
provoked this increase. However, it is difficult to say whether 
this shows that the Gerardmer clone was damaged by ozone or 
whether it had a better defence th an the Istebna clone. The two 
stresses applied together caused increases in calcium concen­
tration, but these were much grcater in the Gerardmer clone. 

The modifications in element' concentrations recordcd in the 
guard cells subjected to ozone fumigation or drought stress 
would essentially result from changes in membrane permeabil­
ity under the influence ofthese stresses (Chevone et al. 1990) . 
Numerous studies show the effect of ozone on the membrane 
permeability of ions (Evans and Ting 1973; Chimiklis and 
Heath 1975; Heath and Frederick 1979; Heath and Castillo 
1988; Fink 1991b). In the same way, when a drought stress 
is applied to a plant, modification of membrane permeability 
is provoked. This can be shown by a leakage of ions (increase 
in electrical conductivity in the solute leakages) on leaves sub­
jected to effects of drought stress or to the action of polyethy­
lene glycol (Leopold et al. 1981; Vasquez-Tello et al . 1990; 
Zwiazek and Blake 1990). In these solute leakages the main 
ion lost is potassium (Pukacki and Pukacka 1987). 

It should be noted that by this technique, different authors 
found contradictory results at the level of permeability modifi­
cations of membranes to electrolytes after the action of pollu­
tants (principally ozone and S02)' The different results depend 
on whether pollutants act singly or in combination, and also 
according to 'the plant (differences are even found within the 
same species) (Elkiey and Orrnrod 1979; Beckerson and Hofstra 
1980; Keller 1986). 

It is possible that this potassium leakage from the guard cells 
originated from the membrane changes induced by abscisic 
acid synthesized by the roots following dehydration (Van 
Stevenink and Van Stevenink 1983 ; Zhang and Davies 1989; 
Mansfield and Atkinson 1990; Mansfield et al. 1990). 
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More generally, it is shown that ozone stress or drought 
stress brings on early senescence in plants (Pierre 1984) and 
stomata (Reich and Lassoie 1985; Bames et al. 1 990b). This 
ageing is characterized in leaves by an increase in calcium 
(Fink 1991a) and a decrease in potassium (Cape et al. 1990), 
variations that cou Id be passed on to the stomata despite regu­
lation systems that seem to exist, in panicular for calcium 
(Atkinson et al. 1989; Bames et al. 1990a ; Chevone et al. 
1990). According to Schier (1990), Skeffington and Robens 
(1985), and Reich et al. (1985), ozone increases the manga­
nese concentration in leaves. This phenomenon results from a 
metabolic reaction that repairs the damage caused by ozone. 
Thus the Gerardmer clone is perhaps responding more than the 
Istebna clone to the increasing ozone. However , ions (pa ni cu­
larly K + and CI-) are not the sole osmotica involved in 
stomatal movement, and organic solutes such as malate are 
equally imponant. More generally , a differing response of 
these two mechanisms (movement of ions and synthesis of 
organic solutes) according to species or stress differences 
could explain the stomatal responses with respect to single or 
complex stresses. 

Conclusions 

Stresses like ozone fumigation or drought bring about 
changes in the composition of elements in the guard cells of 
Norway spruce needles that relate to changes in the response 
of the stomata observed at the same time. 

The use of different Norway spruce clones a1lows us to 
show that there are sorne differences in the responses to these 
stresses, probably for genetic reasons. 
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SUMMARY 

Norway spruce and ced oak trees were planted directly into the soil and exposed to 700 ILmol mol-1 CO~ in open­
top chambers. There were large imer"-specific differences in response to naturally occurring drougnt during che 
second year of exposure co elevaced CO:. Boch species had decreased assimilation rates. CO:-created red oak nad 
no 1055 of photosynthetic enhancement when undroughted, whereas CO:-created Norway spruce showed a relative 
increase in assimilation rates only when droughted. The efÏect of CO~ on radial growth of both species was less 

'marked in the second growing season, but trus may have been a result of difÏercnt biomass partitioning as Norway 
spruce shoot extension had a diHerent partem of growth in elevated COt • Stomacal density and chlorophyll content 
were largely unaffected by the CO: treatment. A precise method for measuring Norway spruce needle surface area ,. 
was also developed. 

Key words: Carbon dioxide, drought, Norway spruce. red oak, gas exchange. 

INTRODUCTION 

Concentrations of atmospheric CO~ have been 
increasing since the middle of the last century and 
this nse seems Iikely to continue until weIl into the 
next century (Harrington. 1987). It is therefore of 
the utmost importance that the effects on plants of 
this increased CO2 can be predicted. so that any 
likely changes in species distribution or crop yields 
can be prepared for. 

Present CO~ concentrations are limiting to the 
enzymes of C3 photosynthesis which convert in­
organic carbon to carbohydrate. Much work has 
been done to assess the effects of artificially increased 
CO2 on the photosynthesis and growth of plants. 
Most of these experiments have doubled CO~ 

concentrations to 700 ,umol mol- I and photosyn­
thetic increases of C3 plants are cften in the order of 
50 % (Wolfe. 1994). This increase results from the 
increased CO 2 concentration at the carboxylation 
site of Rubisco and also the reduced competitive 
concentration of oxygen at this same site. The 
photosynthetic increase has not always lasted over 

long periods of time. however. and often a reduced 
photosynthetic capacity is observed wh en plants are 
retumed to present levels of atmospheric CO2 (e.g . 
Hollinger. 1987). Growth increases may also be 
short- lived, especia!!y in pere!1.rlial species where the 
long-term response depends upon the source-sink 
balance (Wolfe, 1994). Recent evidence. however. 
has suggested that this subsequent growth and 
photosynthesis reduction may be an artefact of the 
experimental conditions because potted plants had 
limited soil volumes (Gunderson. Norby & Wull­
schleger. 1993), or because nutrients were limiting 
(McConnaughay, Bemston & Bazzaz. 1993). 

Most long-term field studies of CO2 enrichment 
have been conducted in open-top chambers. usually 
with non-limiting levels of water and nutrients and 
with weeds and pests controlled. This situation is 
often far from the conditions in which plants grow, 
where any increase in CO2 will exert its effects in 
conjunction with other factors that may limit growth 
throughout . or at different times during. the season. 

Just like CO 2 • drought can affect the growth 
potential. stomacal conductance and photosynthesis 
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of plants (Chaves &. Pereira, 1992). Furthermore, as 
atmospheric concentrations of CO~ increase , many 
climate models predict an increase in the frequency 
of droughts (J ohnsen, 1993) and associated with this 
increased CO 2 , increases in water use efficiency 
(Guehl et al., 1994) due to decreased stomatal 
conductance. It has been proposed that this effect of 
elevated CO 2 can alleviate the effects of drought 
(Morison, 1993). To investigate better the combined 
long-tenu effects of increased CO 2 and drought in 
the field, an experiment was conducted on soil­
planted trees in open-top chambers exposed to 
elevated CO 2• The effect of this elevated CO 2 was 
followed throughout the vegetation period as natural 
drought developed. 

:\1ATERIALS AND METHODS 

Plant material and expert'mental site 

N atural CO 2 was obtained for experirnental purposes 
from Ste. Marguerite, near Clermont Ferrand in 
France. This COz has been extracted from natural 
spring water. The site co-ordinates are 45° 39' 40'" N, 
3° 14' 05'" E and it is at 340 m above sea level. On 3 
April 1991, S-yr-old saplings of Norway spruce 
(Picea abies L. Karst.) and 3-yr-old saplings of red 
oak (Quercus rubra L.) were planted directly into the 

-.-soil. Norway spruce was used because of its economic 
importance and oak is the predominant species 
occurring in this area. The CO 2 concentrations in the 
chambers were continually monitored, as were air 
temperarure and humidity. In 1991 and 1992 the 
plants were watered to avoid drought. Two open-top 
chambers (see Berteigne, 1987 for details) were 
constructed 50 as to enclose four trees of each species 
in two different treatrnents - ambient air (AA) and 
ambient air with 350 ,umol mol-lof CO 2 added 
(AA + 350). A group of trees was outside the cham ber 
and served as controls. For logistic reasons, only two 
chambers could be used, which led to th.e treatrnents 
only being pseudo- replicated. For this reason, 
detailed comparisons of the soil and climate of the 
chambers were made to inve'stigate any differences 
between them. The results of these investigations 
revealed very little difference, either over a whole 

season (Table 1), or over 1 d (Fig. 1). The nutrient 
contents in the plants were also monitored and there 
were no deficiencies . 

Day one of the experiment was designated as 10 
April 1993. 

Plant growth 

Weekly measurements of the diameter of the trees 
were made, just above the soil surface. The diarneter 
was measured at two different points on the cir­
curnference so that any architectural differences did 
not bias the results. Norway spruce shoot extension 
was also measured on a weekly basis on the terminal 
leader and tirst and second whorl growths. 

Pre-dawn leaf water potential 

The pre-dawn leaf water potential (lP.,,) of the trees 
was measured using a Skye pressure chamber 
(Scholander et al., 1965) on days when the gas 
exchange measurements were performed. 

Leaf gas exchange 

The net CO 2 assimilation rate: A (,umol m-2 sol) and 
leaf conductance to water vapour : gw (mol m-2 

5-
1

) 

were measured using the LiCor model 6200 (USA) 
portable photosynthesis cham ber. Measurements 
were made on sunny days and the photon flux 
density of photosynthetically active radiation was 
956±305 t'mol m-2 sol. Thus light was never limit­
ing for photosynthesis. The intrinsic water use 
efficiency (WUE) was calculated by dividing the 
assimilation rate by gw. 

Leaves were destructively harvested during the 
period of shoot extension, when measurements were 
made on current-year Norway spruce needles. After 
this period of shoot extension, one shoot was 
monitored for the rest of the season, as no subsequent 
surface area changes occurred. Measurements were 
carried out between 7.00 and 9.00 GMT on two trees 
per species and results were expressed according to 
the surface area of the foliage. For red oak trees this 
was done using a video camera coupled to an image 
analyzer (Delta T, UK). 

Table 1. The mean values of temperature and relative humidity (± SD) in the two chambers from day 1 Imtil 
day 143 of the experiment and the respective soil analy ses (me = milli-equivalents). Test of equality of averages 
of Student-Newman and Keuls has been applied to the humidity and temperature results: same letters indicate 
averages not sigmficantly different and alphabetic order corresponds to decreasing values 

Relative 
T emperature humidity C N Ca K Mg Pz Os 

Treatment (oC) (%) (%) (% ) (me/100 g) (me/ l00 g) (me/100 g) (/'00) 

AA 1 Ï'8 a 67 a 4·2 0'41 4·1 0'61 0'77 0·55 
(3 '558) (7'161) 

AA+350 17'8 a 67 a 4·4- 0·41 4·2 0·60 0'75 0·56 
(3'561) (7'165) 

Al.~OVA ns ns 
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Figure 1. The diurnal changes in tempe rature and relative 
humidity in the two chambers on day 86 of the experimenr. 
O. AA; x. AA+350 /tmol mol-l, 

Norway spruce needles cannot be approximated to 
two-dimensional forms as is done for oak, so a model 
describing their surface area is needed. To obtain 
su ch a model we made use of a scanning electron 
microscope (Stereoscan S90, Cambridge) to gain an 
empirical estimation of the surface area of a number 
of needles and relate this paramerer to the needles' 
length and dry weight. The needles were cut into 
sections of c. 1 mm using a cryomicrotome, operating 
at - 60 oC. The sections were then freeze-dried at 
-10 oC for 24 h. brought back to room temperature, 
sruck to aluminium stubs with graphite-containing 
conductive glue and then overiaid with a 10 nm coat 
of carbon using a Balzer metalizer (CED /020) . 

The samples were then magnified under the 
scanning electron microscope. The perimeter of each 
cut was measured and multiplied by its length co give 
the surface are a of this particular section. This was 
do ne for ail eut sections of a needle and the 
determined surfaces were added together to give a 
value for total needle surface area. Because the 
sections were only 1 mm thick any changes in cross­
sectional area over the length of the eut section were 
slight. At the ends of the needles the surface was 
calculated using the formula for the surface of a 
cone. Examinations of 35 needles were carried out in 
this way and correlations with the needles ' length 
were determined. Other needles were used to 
de termine length-dry weight correlations and from 
these two relationships a model to de termine needle 
surface area using dry weight was determined, This 
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Figure 2. Temperature , humidity and raimall during the 
measurement petiod AT Ste. Marguerite. The measure­
menu refer to the AA chamber. 

was done on each treatrnent independently to ensure 
that there were no CO:-induced changes in specifie 
leaf area. The results for the !WO treatments were 
then combined. 

Stomataf density 

Foliage was prepared for the scanning electron 
microscope using the method described above. The 
stomatal density of the trees was expressed according 
to the surface area of the foliage, which for Norway 
spruce was determined using the experimentally 
determined correlation between length and surface 
area. 

Fofiage chlorophyll content 

Each month the foliage was analyzed co de termine 
the quantities of chlorophyll a and b. Analyses were 
carried out on 2 cm2 of first-f1ush red oak leaf and ten 
needles from the first three whorls of current-year 
and 1-yr-old growth of Norway spruce. Care was 
taken to avoid using plant material that had been 
excessively shaded as this may have altered the 
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arnount of chlorophyll present. Chlorophyll contents 
were determined according to the method described 
in Eames et aL. (1992). 

StatisticaL methods 

The statistical treatment employed was the analysis 
of variance (ANOV A) by the G LM procedure (SAS 
Institute Inc., 1985). Test of equality of averages 
using Student Newman-Keuls was applied equally 
(the sarne letters indicate that averages are not 
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Figure 3. The progression of natural drought in red oak 
during 1993 and the corresponding values of instantaneous 
water use efficiency, stomatal conductance to water vapour 
and net photosynthesis rate. as infiuenced by an increased 
CO. concentration. Error bars represent SD . O. AA ; •• 
AA+3S0 Ilmol mol- I

. 

significantly different, and the alphabetic order 
corresponds to decreasing values). 

Significance was as folJows : ns = not signific:mt; 
• = significant (P = 0'05); •• highly significant (P < 
0'01); .... extremely significant (P < 0'001); a = 
0'05 . 

RESULTS 

Environmental factors 

The daily measurements of rainfall, relative hu-
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Figure 4. The progression of natural drought in Norway 
spruce during 1993 and the corresponding values of 
instantaneous water use efficiency. stomatal conductance 
to water vapour and net photosynthesis rate. as iniiuenced 
bv an increased CO. concentration. Error bars represent sn. O. AA; •• AÂ+350 Ilmol mol- I . 
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Table 2. The mean percentage ( ± SD) increase in basal trunk diameter over 
one season for 1992 and 1993. T est of equality of averages of 
Student-Newman and Keuls has been applied: same letters indicate 
averages not sigmficantly different and alphabetic order corresponds ta 

decreasing values 

QueTCUS TubTa Picea abies 

Year ... 1992 1993 1992 1993 
Treatrnent ... Increase (%) Increase (%) 

AA 4H7±3-46 b 45 '50 ± 5-42 a 40'19±6'31 b 38'18±9'13 a 
AA+350 102'35±9'47 a 47'12 ± 39-6 a 73-63 ± j·54 a 42 '25 ± 6'21 a 
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Figure 5. The influence of elevated CO 2 on Norway 
spruce shoot extension, following budburst, during the 
growth period of 1993. Each point is a mean of four trees 
and fust and second who ri measurements were made on 
two shoots per tree . O. AA; ., .-\A+350 fLmol mol- l

. 

midity and temperature are given in Figure 2. The 
tp ~ values are shown in Figures 3 and 4. The 
decrease in tpwp for al! species corresponds to a 

period of soil drying after day 190 when there was 
little rain for over a mon th. The period of soil drying 
saw a reduction in tp wrp to between - 0·9 and 
-1'5 MPa on day 226 (14 August). There were no 
treatment-related differences in tp:~. 

Growth meamrements 

The percentage growth in basal diameter during two 
seasons is shown in Table 2. 1992 was the first 
growing season where the trees were exposed to 
elevated concentrations of CO 2 and regular irrigation 
and both species showed increased growth in 
association with this . In the second season, however, 
with no irrigation, there was no repeat of this 
increased growth and no inter-treatmem differences 
were apparent. 

Shoot extension of the terminal leader and first ". 
and second whorl growth of Norway spruce was 
monitored during 1993 (Fig. 5). Although there was 
no difference in basal diameter increase during this 
season, there appeared to be differences in the 
pattern of growth. Trees in elevated CO 2 had a 
greater terminal leader extension than AA trees. At 
the first whorl, shoot extension showed little inter­
treatmem difference and the second whorl growth 
was greater in the AA rreatmem. 

N eedle surface area 

The relationships between N onvay spruce surface 
area (S: mm 2 and needle length (1: mm) were as 
follows : 

Current-year needles S = 3'4527 x 1- 8·8434 
r = 0·971 

l-yr-old needles S = 2·8508 x 1-7'1282 
r = 0'952 

Relationships between dry weight (DW: mg) and 
length (l : mm) were also determined: 

Currem-year needles DW = 0' 23021 x 1-0'46697 
r = 0·926 

1-yr-old needles DW = 0'31729 x 1-1 '0511 
r = 0·921 

97 



6 

14 

12 

i", 10 
... 
1 
r- 8 c: 
"0 6 
]. 

4 
'" 

2 

0 

8 

7 

i 6 
'" ... 5 1 

E 
"0 4 
E 3 3-

'" 2 

.1'-1. Di:con, D. Le Thiec and J. P. Garrec 

Red oak • + 350 

c 

Norway spruce 
c 

• 

c 

• + 350 

• 
c 

a 

0·06 0·08 0·10 0·12 0·14 0·16 
9w (mol m-2 s-,) 

Figure 6. The relationship berween net assimilation rate \ 
and stomatal conductance to water vapour in red oak and 
Norway spruce as a narural drought develops. Fitted 
curves are logarithmic. Correlation coefficients are as 
follows: red oak AA = 0'495, red oak AA+350 = 0'635, 
Norway spruce.A,.A = 0'717. Norway spruce AA+350 = 
0·629. O. AA; •• AA+350 pmol mol-l. 

From these equations the relationship between 
dry weight and surface area of each needle age c1ass 
was obtained. 

Gas exchange measurements 

Figures 3 and 4 present the variation of A, gw and 
WUE with the development of 'f'.,.p through the 
season. WUE ftuctuates as the 'f'wp changes. but the 
tress in AA + 350 have, barring one occasion, the 
higher values. As the drought develops there is a 
rdatively greater decrease in gw for Norway spruce in 
AA + 350, but this level of conductance allows 
rdatively higher rates of photosynthesis than the AA 
trees. Because of this, the droughted AA + 350 trees 

Table 4. The stomatal densities per mm Z (± SD) of 
surface area for red oak and Norway spruce (current 
year needles 1993 .. 1-yr-old needles: 1992) exposed ta 
elevated CO 2• Test of equality of averages of Student, 
Newman and Kruls has been applied: same letters 
indicate averages not significantly different and 
alphabetic arder corresponds to decreasing values 

Species ... 
Treatment Oak Spruce 1993 Spruce 1992 

AA 972 b 49 a 61 a 
(182) (9) (12) 

AA+350 1050 a S3 a 67 a 
(171) (12) (18) 

AJ.'\lOV A • ns ns 

have greater WUE values compared to droughted 
AA trees. The variation of A with g", is presented in 
Figure 6. Ail trees had increased rates of photo­
synthesis as stomatal conductance increased. AIso, in 
the CO~-treated red oak trees at higher 'JI "l> values, 
the enhancement of photosynthesis was increased-. 
This leads to an increase in intrinsic water use 
efficiency (WUE) of the trees in AA + 350. 

No typicai (e.g. Hollinger. 1987) reiationships 
were observed between photosynthesis and inter- . i 
cellular CO~ concentration (Ci). 

Chlorophyll contents 

The chlorophyll contents cxpressed according to - , 
both dry weight and surface area-of foliage are­
presented in Table 3. Current-year needles of 
Norway spruce under CO2 enrichment (AA+350) 
had significantly lower levels of chlorophyll (P = 
0'05) than the AA trees when expressed in relation to 
dry weight of foliage. The relative quantities of 
chlorophyll a and b showed no differences between 
treannents. 

Stomatal density 

The stomatal density results are presented in Table 
4. The only significant difference was an increase 

Table 3. Chlorophyll contents (± SD) expressed according to dry weight (d. wt) and surface area of fa liage. The 
ratio of chlorophyll a to chlorophyll bis a/so shawn. Test of equality of averages of Student, Newman and Kruls 
has been applied: same letters indicate averages not significantly different and alphabetic order corresponds to 
decreasing values 

Chl a + b (mg g-l d . wt) Chl a+b (g m- t ) Ch! a/b 

Treatment Oak Spruce 93 Spruce 92 Oak Spruce 93 Spruce 92 Oak Spruce 93 Spruce 92 

AA 6·05 a 5'49 a 3-73 a 0'28 a 0'15 a 0'16 a 4·16 a 5·50 a 3-84 a 
(1'23) . (H3) (1 '21 ) (0'07) (0'03) (0 '03) (1 '28) (0'63) (0'26) 

AA+350 5-83 a 4·15 b 3'44 a 0'33 a 0'13 a 0'17 a 4'59 a 5'86 a 3'72 a 
(1'08) (H2) (1 '57) (0'07) (0'04) (0'04) (1-51) (0 '97) (0'47) 

Al'\l.OVA ns • ns ns ns ns ns ns ns 
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(P = 0,05) in the number of stomata in red oak 
exposed to elevated COz' 

Chamber effects 

There were no statistically significant differences in 
plant responses between the AA trearment and the 
control trees outside chambers. The 'l'.,p of the 
control plants was slower to decrease (perhaps 
because the chambers received less rain, or because 
of their increased temperature of ~ 2 oC), but by the 
fourth measuremem day, they had descended to a 
value slightly lower than the trees in chambers. The 
difference in humidity between the chamber and 
outside comrals was 3·2 %. To make the presented 
data easier to foliow we have not shown results from 
these controls. 

DISCUSSION 

The method used to estimate needle surface area is 
the most empirical attempt that we have been able ta 
find from comparison with other published work. 
Riederer et al. (1988) have analyzed projected areas 
of needles stuck onto paper, using a photocopy 
machine and a computer-aided image analysis sys­
tem. However, although this is a more empirical 
method th an the attempts made to model the shapes 
of needles (e .g. Malka, 1988) the surface area can 
only be inferred indirectly. Horntvedt (1988) cal­
culated the surface area from needle cross-sectional 
area, but it appears that this parameter was measured 
at one point on the needle only. Our measurements 
were made on millimetre sections so the errors 
associated with changes in the form of the needle 
over its length are likely to be sm al!. The equations 
we obtained were close to those obtained in the three 
afore-memioned papers, so these results give more 
confidence to previous estima tes of needle surface 
area and also the area-related expressions of the 
physiological measurements presented here. 

Changes in stomatal density are important as they 
can effect both the uptake of COz and the rate of 
water loss . Woodward (1987) studied herbarium 
samples and found a decrease of 4D % in the stomatal 
density of various species collected over the last 200 
years. This period saw a rise of 60 ,umol mol- 1 in the 
ambient COz concentration. Korner (1988), how­
ever, found no general trend in a number of plant 
species collected over the last 120 years. Our results 
showed no differences in stomatal density between 
trearments for both species apart from a 7 % increase 
in first-Bush COz-related red oak. This change is in 
the other direction to all published work, but was 
significant at the 5 % level only. 

If changes in stomatal density occur, they may 
only reBect differences in epidennal cell expansion. 
For example, drought may reduce the size of 
individual cells and lead to an increased stomatal 

"7 

density (Peiiuelas & Matamala, 1990). The results 
shown here do, however, allow us to state that the role 
of any stOmatal density effects infiuencing the gas 
exchange measurements are minima!. This was also 
the care for chlorophyll concentration. Altnough 
current year CO~-treated needles did have lower 
chlorophyll levels, this was only when expressed 
according to dry weight. This could refiect dif­
ferences in specifie leaf area between the treatments. 
Upon examination of the plant material under a 
scanning electron microscope, however, there was no 
increase in the number of layers of palisade cells , nor 
any differences in cell size. 

During the second year of growth in elevated COz, 
red oak and droughted Norway spruce had stat­
istically significant increases in photasynthesis, but 
the first year enhancement of diameter growth was 
no longer apparent (Table 2). This apparently 
contradictory response can perhaps be explained by 
different biomass partitioning of the trees during the 
second year of growth. It should be remembered that 
the first year's growth in elevated CO~ was laid down 
under ambient COz levels . Drought may also reduce 
diameter growth (Aussenac & Granier, 1988). Figure 
5 shows how the A.I\. + 350 spruce trees devoted more 
growth ta height increase whereas the trees in .A.A 
had greater lateral extension. Such changes in growth 
pattern show how non-destructive growth measure­
ments should be interpreted with care as they may 
reBect differences in assimilate allocation rather than 
real differences in biomass accumulation. The im­
plications of growth pattern changes could be .:~ 

important and Samuelson & Seiler (1993), for 
example, discuss how terminal leader growth can 
determine seedling survival and potential volume 
growth. 

A short-tenu doubling of COz.has sometimes been 
found to reduce stomatal conductance by 30--40 % 
(Townend, 1993; Knapp, Fahnestack & Owensby, 
1994). The trees in our experiment, however, did not 
show reductions in g., in eleva ted COz atmospheres 
before drought. Norway spruce had no inter­
treatment differences until the third measurement 
day wh en g", was slightly lower in A.A + 350. Red oak 
ev en had a tendency for a CO 2-associated stomatal 
conductance increase at higher values of 'l'",p (Fig. 3). 
Both Beadle, Jarvis & Neilson (1979) and Barton, 
Lee & Jarvis (1993) found increased stomatal 
conductance in the presence of COz for Sitka spruce. 
Mansfield, Hetherington & Atkinson (1990) in a 
review of stomatal responses to COz describe how a 
lack of response or opening in the presence of COz 
was considered exceptional, but that this view was 
established from experiments where plants were 
grown with very little variation in growth conditions. 

The net photasynthesis results showed statistically 
significant (Student Newman-Keuls test) increases 
in CO2-treated red oak before drought developed. 
Considering that this was the second vear of growth 
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in elevated COz, the red oak trees appear to have kept 
the enhanced levels of photasynthesis, that have 
often been regarded as transitory (e.g. Stitt, 1991; 
Ryle, Powell & Tewson, 1992; J ohnsen, 1993). 
Wolfe (1994) has discussed how when plants are 
grown in the field with unrestricted rooting volume, 
the increased photosynthetic capacity is more likely 
to be maintained. Gunderson et al. (1993) found no 
downward trend in photosynthesis throughout three 
field seasons in soil-planted white oak and yellow 
poplar, and Idso & Kimball (1991) working on soil­
rooted sour orange crees found no evidence of 
downward regulation of photosynthesis and growth 
after 3 yr exposure to elevated COz. In our ex­
periment, the relative photosynthesis increase was 
gradually lost as drought developed (Fig. 3). 

In contrast to red oak, there is no apparent 
photosynthetic enhancement in undroughted Nor­
way spruce. However, as drought developed and 
caused reductions in photosynthesis, the trees grown 
at elevated COz levels had relatively highe: net 
photosynthetic rates. These were statistically sig­
nificant wh en days 211 and 226 results were grouped 
together (i.e. the two most droughted days). From 
these different results it appears that the presence of 
a continued photosynthetic enhancement was de­
pendent upon plant water relations. 

The natural drought reduced the lJf "'P values of 
both treatments ta below - 0·9 MPa by day 226 (14 
August). There was little or no difference between 
trees or treatments for the observed values. Although 
water use efficiency of both species had no dis­
cernible trend in relation to 1f' "'P' trees of AA + 350 
had higher values of WUE for every measurement 
day except one. This trend is shown in Figures 3 and 
4 where a given stomatal conductance is associated 
with a higher value of photosynthesis in AA + 3 50 
trees. The values represented here are of the 
instantaneous WUE, however. Obviously these are 
merely snapshots in time taken on single leaves or 
shoots, rather than measurements on whole piants 
over the entire growth period. Norby & O'Neill 
(1989) have compared instantaneous measurements 
of WUE with more integrated data for plants at 
different COz concentrations and found a good 
correlation over the season. Thus the WUE results 
presented here may give a good idea of the long-tenn 
whole plant situation. 

Drought caused photosynthetic reductions and 
stomatal closure in both species. The IJfwp values 
measured in this experiment are not very severe 
compared with mu ch other work. For example 
Epron, Dreyer & Aussenac (1993), also working on 
red oak, observed a 'fI' ... p of - 2·0 MPa before 
obtaining similar photosynthetic reductions to those 
found here. This apparent discrepancy may result 
from other work on drought using plants in pots. 
This rneans that drought is established more quickly 
than would occur in the field because the soil volume 

is much smaller. Tolley & Strain (1985) reduced the 
'fI''''P ta -2'5 :VIPa in less th an 14 d. Such speed in 
reducing water availability may not allow time for 
plants to regulate their physiological processes and 
any established responses ma)' not reBect the situ­
ation in the field. This may be particularly important 
in older leaves (Chaves & Pereira, 1992) where there 
is evidence of a decreased photosynthetic capacity 
when dehydration is applied slowly. 

This experiment has shown c1ear interspecific 
differences in trees ' 2-yr resp~nse ta elevated COz. 
The previously reported loss of pnotosynthetic 
enhancement may not only be the result of different 
soil volumes available to the plants, but may also 
result from genotypic differences or interactions 
between COz and the water status of the plant. 
Subtle changes in biomass partitioning, such as 
those found in Norway spruce, may also have 
important implications for seedling survival under 
COz enrichment. 
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Annexe 6 

Seasonal and annual variations of phosphorus, calcium, potassium and manganese 

contents in different cross-sections of Picea abies (L.) Karst. needles and 

Quercus rubra (L.) leaves exposed to elevated CÛ2. 
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Summary. 

Norway spruce and red oak trees were planted directly into the soil and enclosed in open-top 

chambers. For two years the trees were exposed to both ambient and elevated CO:! 

concentrations (700 ~mol mol· 1) and during this time variations in nutrient concentrations 

were studied. C02 treated plants had decreases in global concentrations of nitrogen, 

potassium, calcium and manganese for both species. When different are as of the foliage were 

analysed however, the response showed much variability between the respective sites and 

between species. Furthermore the nutrient concentrations changed differently as the plant 

material aged and this change showed inter-treatment differences. These results show the 

importance of analysing plant material of different ages and at different ceU sites when 

studying nutrient levels. 

Key words: Picea abies - Quercus rubra - nutrients - carbon dioxide - seasonal variation 
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Introduction 

There has been a continuing rise in the atmospheric CO2 concentration since the Iast century 

(Post et al. 1990) and this rise is predicted Lü continue. The role of trees is important as they are 

potentiai carbon sinks (Overpeck et al. 1990; Goudriaan 1993). 

Much work has been done with trees to evaluate the effects of an increased CO2 

concentration. Photosynthesis and growth rates have often been found to increase, but the 

response has aiso been shown to depend upon other interacting factors, not least nu trient levels 

(Conroy 1992; Gries et al. 1993; Brown 1991). Plants need only relative1y 10w nutrient 

concentrations for growth, but both nitrogen and phosphorus are often at limiting levels in soils 

(Acock and Allen 1985). It is possible that these 10w nutrient 1evels can become more scarce 

when plants increase growth rate and thus nutrient uptake (O'Neill et al. 1987). Lack of 

nutrients could then prevent any potentially increased growth rate. Changes in the total foliar 

nutrient composition have been observed upon the increased growth rate associated with 

elevated C02 levels (Porter and Grodzinski 1989; Wolfe 1994) and this is most often seen as a . 

dilution of nutrients (Brown 1991). 

Most of these observations were made from short-term experiments using pot plants ". 

(Kimba111983), often with optimal conditions, but sometimes having limited water or nutrients 

(Gifford 1979; Townend 1993; Samuelson and Seiler 1993; Norby et al. 1986; Conroy et al. 

1992; Tissue et al. 1993). Thus sorne of the obtained results may well be artefacts of the 

experimental conditions (Gunderson et al. 1993, McConnaughay et al. 1993). 

To better study the long-term effects of an increase in the atmospheric C02 concentration, 

an experiment was set up using soil-planted trees in open-top chambers exposed to natural 

climatic conditions (notably a summer drought). 

Studies on nutrient distribution at a cellular level are rare and have never been done on trees 

exposed to increased CO2. The effect of such an increase upon the foliar nutrient composition 

of different cellular compartments was thus followed during the vegetation period. One tree 

species studied had perennial foliage (Norway spruce) and another was deciduous (red oak). 
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Materials and methods 

Experimental site and plant mate rial. The experimental site is at Ste Marguerite (Massif 

Central, France) where natural C02 is extracted from a mineraI water source. The site co­

ordinates are 45° 39' 40" N,3° 14' 05" E and it is at an altitude of 340m. The soil is composed 

of 7.22% organic matter, 21.4% clay, 25·4 % fine silt, 9·2 % coarse silt, 13·3 % fine sand and 

30·7 % coarse sand. 

On 3 April 1991 five-year-old Norway spruce (Picea abies L. Karst) and three-year-old 

red oak (Quercus rubra L.) were planted directly into the soil. On 30 October 1991 two open­

top chambers (see Berteigne 1987 for details) were constructed to enclose four individuals of 

each species and give two different treatments: ambient air (A A) and ambient air + 350 J.1mol 

moP of C02 (AA + 350). Eight trees were planted outside the chambers and served as 

controls. 

The C02 was continuously added from 22 April 1992. In 1991 and 1992 the trees were 

watered to prevent drought stress developing. The C02 concentration, temperature and 

relative humidity, both inside and outside the chambers, were monitored during the 

experimental period. 

Samplin.g. The mater1al to be microanalysed was sampled between 10·00 and 11·00 G.M.T 

on 18 May, 30 June, 30 July, 31 August, 24 September and 27 October 1993 for red oak 

leaves and 30 June, 31 August and 27 Oetober 1993 for Norway splUce needles. Each sample 

consistedof two oak 1eaves and five spruce needles were taken from three age classes 

(CUITent needles: 1993, one-year-old: 1992, two-year-old: 1991). First flush oak leaves and 

third whorl spruce needles were used. 

Pre-dawl1 leaf water potentia/: The pre-dawn leaf water potential (\fi wp) of the trees was 

measured throughout the vegetation season using a Skye pressure cham ber. For the 

methodology see Scholander et al. (1965). 
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X-ray microanalysis: The material to be analysed was prepared according to the method 

used in Le Thiec et al. (1994). Sections of plant material were examined under a scanning 

electron microscope (Stereoscan 90B, Cambridge) at 15 kV, equipped with a dispersive 

energy microanalysis system (EDX, diode Si-Li; Analyser ANI0000 10/25). It was checked 

that the beam of plimary electrons did not penetrate other cells by analysing one layer of cells 

on a sheet of aluminium. All measurements were made using an X-ray take-off angle of 45°, 

a measuring time of 100s, a magnification of 6000 for aIl examined iissues (stomata, 

epidermis, mesophyll, parenchyma and endodermis) and of 400 for the vascular bundle. In 

order to convert the microanalysis data into real concentrations (% dry mass), powdered 

spmce needles and beech leaves were used as standards (CRM 100 and CRM 101 given by 

Community Bureau of Reference of the Commission of the European Communities). 

Chemical analyses: Red oak leaves were sampled on 31 August 1993 and Norway spmce 

needles on 27 October 1993. These dates were at the point in the season that Bonneau (1988) 

advised that samples be taken. The samples were rapidly washed and dried. Total P and the ,. 

cations (Mg, K, Ca, Mn, S) were mineralised (H202 and HCI04; Clément 1977) and 

measured by ICP (Jobin Yvon JY438 Plus). The total N content was determined using the '. 

Kjeldahl method and a Technicon II Autoanalyser, total C by the Anstett method. Using these 

same techniques the nutlient levels in the soil were also analysed. 

Statistical analyses: The statistical treatment employed was the analysis of variance (a = 

0.05) by the GLM procedure (SAS Institute Inc. 1985). Test of equality of averages using 

Student-Newman-Keuls was applied equally (the same letters indicate that averages are not 

significantly different, and the alphabetic order cOITesponds to decreasing values). 
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Results 

Environmen talfactors 

The diurnal rainfall, temperature and relative humidity data are shown in Figure l. 

Temperature, relative humidity, photosyntheticaIly active radiation (PAR), vapour pressure 

deficit and pre-dawn leaf water potential for each measurement day are shown in Table l. On 

14 August (day 226) the pre-dawn leaf water potential was between - 0·9 and - 1· 5 MPa. This 

low water availability resulted from a period of drought after day 190. 

Chamber effects 

There were no statistically significant differences between the AA treatment and the 

control trees outside chambers. The difference in humidity between the cham ber and outside 

controls was 3·2% and increased temperature of never more than 2°C. To make the presented 

data easier to fo11ow we have not shown results from these controls. 

Chemical analyses 

The soil analysis gave the following results: pH: 5·3, C: 4·20 % (dry weight), N: 0·41 %, .'j 

P20S: 0·55 %0, K: 0·61 c mol+ kg-l, Ca: 4·10 c mol+ kg-l, and Mg: 0·77 c mol+ kg-l . 

The foliar chemical analysis results are shown in Table 2. There was no significant effeet 

of the C02 increase on P, Sand C levels. However, C02 significantly reduced N, K, Mn and 

Ca in both species and Mg was significantly lower in C02 treated Norway spruce needles. 

N01way spruce X-ray Microanalysis 

Table 3 shows the different concentrations of P, K, Ca and Mn in the different tissues 

(epidermis, guard ceIl, mesophyll, endodermis and the vascular bundle) in relation to C02 

treatment and foliage age. Each value represents the average of three sam pIe days. The 

seasonal evolution followed already known annual variations and the drought had no 

significant effect on nu trient variations (data not shown). 
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The effect of ageing was a significant increase in Ca and Mn and a significant decrease in 

P and K. This trend was unaffected by the increase in CO2. 

Phosphorus: Phosphorus was significantly increased in the epidelmis and the stomata (i.e. the 

two most peripheral tissues) of AA + 350 current-year needles. This increase was no longer 

observable in one-year-old foliage and was even reversed in two-year-old stomata. Two-year­

old AA + 350 needles had significant phosphorus increases in the mesophyll, endodermis and 

vascular bundle (the most internaI tissues). 

Potassium. Current-year AA + 350 needles had a significant increase in the epidermis and 

stomata and a decrease in the mesophyll and endodermis. These trends were no longer 

apparent in one-year old epidermis and mesophyll tissue and two-year old endodermis and 

stomata. 

Calcium. Current-year AA + 350 needles had a significant increase in their stomata, whereas 

one-year-old and two-year-old C02 treated needles had increases in the mesophyll" . 

endodermis and vascular bundle. 

Manganese. There was a significant decrease in one and two-year-old AA + 350 endodennis };. 

tissue. 

Red oak X-ray Microanalysis 

Figures 2, 3, 4 and 5 show the respective seasonal variations of P, K, Ca and Mn in the .' 

different tissues for both treatments. 

Phosphorus : Phosphorus had a tendency to decrease in aU tissues with age, except in the 

vascular bundle where the decrease was reversed during the drought period, before 

stabilising. This drought period is where the P content is significantly decreased in AA + 350. 

Potassium. Potassium had decreased at the beginning of the season in aIl tissues apart from 

the upper epidermis. A later increase was followed by a decrease corresponding to the 

beginning of abscission. AA + 350 increased K concentration in aIl tissues apart from the 

upper epidermis and the period of drought had no apparent effect on the seasonal evolution. 

Calcium. Calcium in the vascular bundle increased throughout the season. In the other tissues 

an initial increase at the beginning of the season was followed by a later decrease. In the 
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parenchyma tissue there was anothcr increase at the end of the season. The AA + 350 trees 

had significanlIy decreased Ca levels in the parenchyma, upper epidermis and stomata. 

Manganese. The seasonal evolution of manganese is much more variable than for the other 

elements. Thcre is a continuaI increase in the epidermal tissues throughout the season, 

whereas the increase in the stomata is reversed at the end of the season. In the vascular 

bundle and parenchyma there is an increase, then a decrease after the drought, before the 

concentration once again increases. 

The elements are found in different concentrations in different tissues. NOlway spruce has the 

highest phosphorus and potassium leveis in the endodermis and mesophyll, calcium is highest 

in the epidermis and manganese most abundant in the mesophyll. Red oak has the greatest 

phosphorus levels in the parenchyma, potassium is most abundant in the palisade parenchyma 

and upper epidermis, whereas calcium and manganese are most concentrated in the epidermal 

tissue. 
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Discussion 

The soil analysis showed that the plants grew with sufficient organic material and nutrients; 

no element being deficient according to the levels described by Bonneau (1988). The soil was 

particularly rich in calcium and magnesium. 

Foliage mineraI content is often used in order to assess the nutritional status of plants and/or 

to explain already apparent symptoms (Wyttenbach and Tobler 1988; Cape et al. 1990). In 

the same way differences in nutrient concentrations between foliage of different ages can be 

important in diagnosing nutritional disorders (Cape et al. 1990) 

The chemical foliar analysis revealed a decrease in calcium, potassium, manganese and 

nitrogen in both species growing in enriched C02 and magnesium was decreased in AA + 

350 Norway spruce. These decreases have often been found in other studies (Gries et al. 

1993; Mousseau and Enoch 1989, Johnsen 1993; Tissue et al. 1993). 

Increasing C02 is often accompanied by an increase in the C/N ratio because of a decrease ' 

in the nitrogen concentration. This change is not a result of increased growth diluting the N 

pool, but represents a change in the relative nutrition quantities of the two elements (Guehl et · '\ 

al. 1994; Rouhier et al. 1994). Eamus and Jarvis (1989) proposed four models to explain how .~ 

plants use nutritional elements and how changes in their respective concentrations can arise ... ~. 

with increased C02. 

Our results confirm the often reported C/N increase (15·74/16·35 for red oak and 21·79123·13 

for Norway spruce). Field and Mooney (1986) suggested that plants act to maximise their use 

of nitrogen efficiency and partition it to maintain a balance between photosynthetic and non­

photosynthetic processes. It could be redistributed to the fine root system (El Kohen et al. 

1992; Norby et al. 1992), or to the in teri 01' of the chloroplasts (Tissue et al. 1993). A 

suppression of the photorespiratory cycle by increased C02 could also have an effect on 

nitrogen assimilation (Conroy 1992; Grodzinski 1992). 

The decrease in K, Ca and Mn concentrations found wh en the foliage was chemically 

analysed was not reproduced in aIl the tissues exposed to X-ray microanalysis. This stems 

from the fact that the global analysis includes other plant structures (cuticle, cell walls, 

cellular contents, hypodermis and resin canals), whereas the X-ray microanalysis was 

110 



performed on the cellular contents only (vacuole and cytoplasm) and a proportion of celI 

walls. A tentative comparison can be made for phosphorus and potassium in the mesophyU 

ceUs because these elements are the most concentrated and the mesophyll represents about 

72% of the Norway spruce needle (as measured using a scanning electron microscope). 

Current-year needles did indeed have significantly lower K concentrations in the AA + 350 

treated mesophyll. 

The X-ray microanalysis showed that during ageing spruce needles had increased 

concentrations of calcium and manganese (immobile elements) in aU tissues. Similar results 

were obtained by Fink (1991a, 1991b) and Garrec et al. (1991). Phosphorus and potassium 

however (mobile elements) were seen to decrease, in agreement with Cape et al. (1990), 

Kinzel (1989) and Garrec et al. (1991). 

In young needles an adequate supply of calcium is essential for celI wall synthesis dUling the 

growth and differentiation of cells and tissues. The utilisation and translocation of calcium 

however, are proportional to water utilisation which is controlled by the endodermis (Baker " 

and Hall 1988). In older needles there is less demand for calcium and because it is immobile 

an accumulation with age is observed. 

Calcium accumulation was greater in AA + 350 in aU tissues except the stomata. This was ',;, 

especially the case in the mesophyll and could result from a perturbation of the cellular 

metabolism. Conifer trees are able to remove calcium from their cells in the form of calcium 

oxalates (Fink 1991a). Calcium is often considered as an indicator of stress. However it is 

difficult to say if the stress-related increase offers protection to the trees, or is a result of 

damage previously caused. It could also be the consequence of differences in biomass 

partition that were obsel'ved in the trees during the second year of growth (data not shown). 

AA + 350 trees had an increased height growth whel'eas trees in AA had more lateral 

extension. 

The situation in l'ed oak is different. At the beginning of the season there were no significant 

differences between treatments, but after the second flush, there was an increased Ca 

concentration in AA trees. This is probably a dilution effect of the increased growth rate in 

AA + 350 that has been observed elsewhere (Overdieck 1990). 
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The vascular bundle has a greatly decreased potassium content as the needle ages, which 

implies a reduction in the suppl Y of this element to the needle. Ageing corresponds to a 

slowing down of physiological activities and a eonsequential reduction in the demand for 

nutrients (Laitat 1990). There may also be perturbations at the vaseular bundle itself (Fink 

1988, Garree et al. 1991). The effects of C02 differ depending upon the age of the needles. 

The decrease in P and K during ageing in the AA + 350 treatment is greater in the epidermis 

and the stomata, whereas in the other tissues it is less than in the AA treatment. This may be a 

consequence of the stomata and epidennis being the most peripheral tissues. Perhaps the C02 

could increase the elements mobilisation or even change the foliage permeability which 

would increase the rate of leaching from the needle surface (Laitat 1990; Cape et al. 1990). 

The high concentrations of K and P in the red oak tissues at the beginning of the season 

result from increased enzymatic activity and the turgor pressure increase needed for cell 

elongation (Lüttge and Clarkson 1989). The decrease in mesophyllian and endodermal 

potassium in May and June are probably the result of differing water usage during eeU 

extension (Stelzer et al. 1993). 

This study of the partition and evolution of mineraI elements has thus shown differences ,1 

in trees' response to elevated CO2 as well as inter specifie differenccs. In addition differences :,! 

in the internaI cycling of elements at the tissue level that are not apparent from global 

ehemical analyses have been shown. This can have important implication in both natural 

ecosystems and in the fertiliser management of fOl'estlY systems. 
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Legends 

Table 1: The temperature (± SD), relative humidity, photosynthetically active radiation, 

vapour pressure dcficit and pre-dawn leaf water potential on each sampling day (n 

= 4). 

Table 2: The total concentration of elements (± SD) in red oak leaves and Norway spruce 

needles (n = 4). Test of equality of averages of Student-Newman and Keuls has 

been applied : same letters indicate averages not significantly different and 

alphabetic order cOITesponds to decreasing values. 

Table 3: The evolution of the elements P, K, Ca and Mn (± SD) with age and C02 treatment 

(n = 60) in needles of Norway spruce. Test of equality of averages of Student­

Newman and Keuls has been applied : same letters indicate averages not 

significantly different and alphabetic order corresponds to decreasing values. 

Letters represent within year comparisons between treatments for each portion of 

the cell analysed. 

Figure 1: Temperature, relative humidity and rainfall during the sampling pcriod at Ste 

. Marguerite. 

Figure 2: The seasonal progression of phosphorus in different cellular regions of red oak 

leaves (en'or bars represent SD) (n = 16). 

-e-- AA; __ AA + 350. 

Figure 3: The seasonal progression of potassium in different cellular regions of rcd oak 

leaves (en'or bars represent SD) (n = 16). 

-e-- AA ; __ AA + 350. 

Figure 4: The seasonal progression of calcium in different cellular regions of red oak leaves 

(error bars represent SD) (n = 16). 

-e-- AA ; __ AA + 350. 

Figure 5: The seasonal progression of manganese in different cellular regions of red oak 

leaves (eITor bars represent SD) (n = 16). 

-e-- AA ; __ AA + 350. 
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:0 
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E--

Date 

18 May 

30June 

30 July 

31 August 

24 September 

27 October 

Temperature Relative humidity 

(oC) (%) 

20-9 ±0-3 49-1 ±0-2 

26-2 ± 0-4 54-4 ±0-4 

31-3±0-2 39-1 ±0-3 

24-7 ± 0-3 38-5 ±0-1 

18-4 ±0-5 53-7 ±0-3 

14-1±0-5 52-5 ± 0-3 

Photosynthetically activity Vapor pression 

radiation (J..tmol m-2 sol) deficil (kPa) 

877 ± 91 1-28±0-O2 

920 ± 75 1-56±0-O2 

912 ± 54 2-03 ±0-03 

825 ± 66 1-95±0-02 

801 ± 58 1-24±0-Ol 

854 ± 61 1-42 ± 0-02 

'l'wp 

(MPa) 

- 0-57 ± 0-10 (oak) 

- 0-65 ± 0-04 (spruce) 

-0-26±0-16 (oak) 

- 0-66 ± 0-11 (spruce) 

- 0-71 ± 0-32 (oak) 

- 0-89 ±0-15 (spruce) 

- 0-69 ± 0-30 (onk) 

- 0-78 ± 0-13 (sprucc) 

- 0-14 ± 0-02 (oak) 

- 0-20 ± 0-03 (spruce) 

- 0-08 ± 0-01 (oak) 

- 0·12 ± 0·02 (spruce) 

OJ 
...--1 
...--1 



Table 2 

Quercus rubra Picea abies 

Treaunent AA AA + 350 AA AA + 350 

Element (% dry weight) 

p 0·12 ± 0·03 a 0·13 ±. 0·03 a 0·14 ± 0 ·02 a 0·17 ±. 0 ·05 a 

K 0·59 ± 0·02 a 0·50 ±. 0·02 b 0-48 ±. 0 ·03 a 0-45 ±. 0 ·01 b 

Ca 1·52 ± 0·02 a 1-47::0·01 b 1·19 ± 0·03 a 0·86:: 0 ·01 b 

Mn 0·51 ± 0 ·02 a 0·38 ± 0·01 b 0·33 ± 0·01 a 0·23 ±. 0·02 b 

Mg 0·16 ± 0·06 a 0·18 ±. 0·03 a 0·11 ± 0·02 a 0·07 ± 0·02 b 

S 0·18 ± 0·06 a 0·19 ± 0 ·01 a 0·13 ± 0·02 a 0·14 ± 0 ·02 a 

C 45 '34 ± 0·8 a 45·80 ± 0·73 a 54·05 ± O' 78 a 55·29 ± 0 ·82 a 

N 2·85 ± 0·07 a 2·74 ± 0·06 b 2-48 ± 0 ·08 a 2·39 ±. 0·07 b 
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Element Treatment 

(%dw) YC!ar 

1993 

P 1992 

1991 

1993 

K 1992 

1991 

1993 

Ca 1992 

1991 

1993 

Mn 1992 
~ 
<l) 

1991 :ë 
~ 

E-< 

cpidennis guard cell mesophyll 

AA AA + 350 AA AA+ 350 AA AA + 350 

endodennis 

AA AA+ 350 

vascular bundle 

AA AA + 350 

ri 
C'1 
ri 

0·19 ± 0·03 b 0·28 ± 0·04 a 0·27 ± 0·04 b 0·37 ± 0·05 a 0·35 ± 0·05 a 0·33 ± 0·05 a 0·32 ± 0·05 a 0·36 ± 0·05 a 0·28 ± 0·04 a 0·29 ± 0·04 a 

0·13 ± 0·02 b 0· 17 ± 0·03 a 0·28 ± 0·03 a 0·30 ± 0·03 a 0· 17 ± 0·03 b 0·32 ± 0·05 a 0·19 ± 0 ·03 a 0·22 ± 0·04 a 0·20 ± 0·03 a 0·24 ± 0·04 a . 

0·11 ± 0·02 a 0·11 ± 0·02 a 0·25 ± 0·04 a 0·13 ± 0 ·03 b 0·07 ± 0·02 b 0·22 ± 0·04 a 0·14 ± 0·03b 0·19 ± 0·03 a 0·18 ± 0·03 b 0·22 ± 0·03 a 

0·40 ± 0·04 b 0·50 ± 0·05 a 0·50 ± 0·07 b 0·69 ± 0·08 a 0·77 ± 0 ·07 (l 0·65 ± 0·{)6 b 0·77 ± 0·05 a 0·67 ± 0·05 b 0·51 ± 0 ·{)6 a 0-47 ± 0·05 a 

0·18 ± 0·03 a 0·19 ± 0·03 a 0-45 ± 0·{)6 b 0·52 ± 0·{)6 a 0·36 ± 0·05 a 0-41 ± 0·05 a 0·72 ± 0·06 a 0-48 ± 0·{)6 b 0·33 ± 0·04 a 0·29 ± 0·04 a 

0·17 ± 0·03 a 0·18 ± 0·03 a 0·43 ± 0 ·07 a 0·39 ± 0·04 a 0·33 ± O·(}L!· a 0·32 ± 0·04 a 0-45 ± 0·05 a 0·48 ± 0·{)6 a 0·29 ± 0·04 a 0·22 ± 0·03 b 

1·10 ± 0·22 a 1·24±0·21 a 0·14±0·02a o· 16 ± 0·02 a 0·20 ± 0·02 a 0·20 ± 0·02 a 0·15±0·02a 0·17±0·02a 0·22 ± 0 ·03 a 0·22 ± 0·03 a 

1·30 ± 0·24 a 1·31 ± 0·26 a 0·21 ± 0·03 a 0·24 ± 0 ·03 a 0·36 ± 0·04 b 0·68 ± 0 ·08 a 0·21 ± 0·03 b 0·30 ± 0·04 a 0·32 ± 0 ·04 b 0·37 ± 0·04 a 

2·58 ± 0·43 a 3·02 ± 0·46 a 0·31 ± 0 ·04 a 0·28 ± 0 ·03 a 0-42 ± 0·05 b 0·93 ± 0·11 a 0·22 ± 0·03 b 0·31 ± 0·04 a 0·32 ± 0·04 b 0-41 ± 0·05 a 

0·16 ± 0·03 a 0·14 ± 0·03 a 0·09 ± 0·02 a 0·12 ± 0·03 a 0·25 ± 0·05 a 0·30 ± 0·05 a 0·13 ± 0·02 a 0·10 ± 0·02 a 0·11 ± 0·02 a 0·09 ± 0·02 a 

0·20 ± 0 ·03 a 0·26 ± 0·04 a 0·25 ± 0·05 a 0·27 ± 0·05 a 0-48 ± 0·07 a 0-49 ± 0 ·{)6 a 0·27 ± 0·04 a 0·21 ± 0·04 b 0·21 ± 0·04 a 0·19 ± 0·03 a 

0·31 ± 0·05 a 0·31 ± 0·{)6 a 0·26 ± 0 ·05 a 0·28 ± 0·05 a 0·51 ± 0·07 a 0·53 ± 0·07 a 0·28 ± 0 ·04 a 0·24 ± 0 ·04 b 0·24 ± 0·04 a 0·22 ± 0·04 a 
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Figure 2 
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Figure 5 
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Annexe 7 

Modèle résumant les différentes actions de l'ozone, du dioxyde de carbone, du calcium et de l'acide 

abscissique sur les mouvements stomatiques. 



Action de l'ozone, du dioxyde de carbone, du calcium et de l'acide abscissique affectant les mouvements 
stomatiques. Ce modèle est réalisé à partir d'autres synthèses (HelIer, 1977; Laffray, 1987; Castillo & Heath, 1990; 
Mansfield et al., 1990; Heath, 1994; Hinckley & Braatue, 1994; Hite & Outlaw, 1994). 

G: activation; 8: inhibition; O. ___ ..J/: pompes et canaux 

Abréviations: 

C02 (Ci): dioxyde de carbone interne; Ca: calcium; K: potassium; Cl: chlore; OH-: hydroxyl; ABA: acide 

abscissique; H+: proton; Pi: phosphate inorganique; RuBP: ribulose 1-5 bis phosphate; APG: acide 
phosphoglycérique; Glu6P: glucose 6 phosphate; PEP: phosphoénolpyruvate; PEPc: phosphoénolpyruvate 
carboxylase; AOA: acide oxaloacétique; MDH: malate déshydrogènase; IP3: inositol triphosphate; ADP: 
adénosine diphosphate; A TP: adénosine triphosphate. 
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Annexe 8 

Protocole expédmental de préparation des échantillons (feuilles et aiguilles) 

pour une étude ultrastucturale 



ETUDE ULTRASTRUCTURALE 
MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A TRANSMISSION 

Matériels 
-agitateur 
-boite pour grilles 
-couteaux de verre et de diamant 
-freeze-pack 
-gants 
-glacière (avec polystyrène) 
-grilles en cuivre 
-lames de rasoir 
-mandrain, cil 
-micropipelle avec poire 
-moules 
-pinces courbe et droite 
-plaque 
-portoirs 
-tubes à hémolyse numérotés, bouchons en caoutchouc 

Réa c tifs 
-acétone 
-MgCI2 
-cacodylate de sodium 
-eau distillée 
-glutaraldéhyde EM 25% 
-HCI 
-OS04 4% en ampoule 

-paraformaldéhyde 
-résine épon 812 en kit (5x100g Taab812, 3xl00g DDSA, 3x100g 

MNA, 50g DMP-30) 
-saccharose 

Méthodes 

Préparation du tampon 

tampon cacodylate 0,1 M durant l'hiver 
0,05 M durant la période de croissance 
0,07 M en automne 

~illJUiQn de la solution stock de tampon cacodylate: solution 
Aà O,IM (200mOsM) 

l'eau · 

5,35g de poudre de cacodylate 
250 ml d 'H20 distillée 

ajuster le pH à 7-7,2 avec HCI IN avant de mettre tou te 

125 ml de sol ution A 
125 ml d'H2..o clistillé~ 

250 ml de tampon cacodylate 0,05 M = solution B 
(lOOmOsM) 

Préparation de la solution fixative 

250 ml de solution B 
1,3655 g cie saccharose (pour ajuster l'osmolarité) 
0,1081 g cie MgCI26H?O pour avoir une [Mg] cie 2 mM 

250 ml tampon cacodylate 0,05M = solution C 
(100 mOsM) 
0,015 M saccharose (15mOsM) 
2mM MgCl2 (6mOsM) 

88 ml de solution C 
12 ml de glutaraldéhyde 25 % (se conserve à +4°C) 

100 ml solution de glutaraldéhyde à 3 % = solution D 
(300mOsM) 
tampon cacodylate 0,044M (88mOsM) 
0,014M saccharose (l4mOsM) 
1,76mM MgCl2 (5mOsM) 

00 
C'l 
r-l 



100 ml de solution C tiède 
3 g de paraformaldéhyde 
recouvrir d'aluminium, chauffer et agiter sur une platine 
chauffante à +70°C (ajouter quelques gouttes de NaOH 0,2M 
si nécéssaire), sous hôte jusqu'à ce que cela devienne clair 
(2h) 
laisser refroidir 
100 ml solution de paraformaldéhyde à 3 % = solution E 
(600mOsM) tampon cacodylate O,OSM (lOOmOsM) 

O,OISM saccharose (lSmOsM) 
2mM MgCI2 (6mOsM) 

(se conserve 1 mois à +4 OC) 

-mélanger 100 ml de solution D + 100 ml de solution E = 200 ml 
solution fixative F (565rnOsM) à: 

I,S % glutaraldéhyde (1S0mOsM) 
I,S% paraformaldéhyde (300mOsM) 
pH=7 (doit être vérifier avant utilisation) 
saccharose O,OISM (1SmOsM) 
MgCl2 2mM (6mOsM) 
O,047M tampon cacodylate (94mOsM) 

Préparation de la résine 
-mél anger 36,4 ml d'Epon ou 

24,8 de DDSA 
18,8 de MNA 
1,4 de DMP30 

9,1 
6,2 
4,7 
0,3S 

-mélanger doucement la solution 20-30 min sans faire de bulle 
d'air. 
Laver l'éprouvette à l'acétone et à l'eau chaude 

Echantillonnage et fixation 

1er jour 
-couper les aiguilles immédiatement dans une goutte (pas à l'air) 

de solution F avec une lame de rasoir. Les coupes feront 1 mm de 
long et se feront dans le tiers supérieur de l'aiguille. Fermer les 
tubes 

-mettf'; les coupes dans les tubes avec la solution F, faire attention 
que les coupes aillent bien au fond du tube (sinon utiliser la 
trompe à vide) 1-4h à +4°C/{?ll tollfe la /luit à tre 

-lavage dans la solution C + saccharose3x 2h dans de la glace pilée 
rmq: le premier rejet se fait dans une bouteille avec de l'eau, sous 
hotte 

-laisser toute la nuit au réfrig'érateur à +4°C dans la solution F 

2èrne jour 
-laver les échantillons dans la solution C + 7,9S1Sg de saccharose 

(496mOsM) 3x 10 min dans de la glace pilée.! ou 3x 2h 

-postfixer les échantillons dans du Os04 2% 2h au réfrigérateur 
(Sml à 4% + S ml de solution A )(280mOsM)(à conserver dans une 
double enceinte hermétique) 

-laver les échantillons 3x pendant 10 min à l'eau distillée 

-déshydrater les échantillons dans l'acétone froid: 2Smin: acétone 
10%(6+S4), 20%(12+48), 40%(24+36), 60%(36+24), 80%(48+12), 
9S%(S7+3)(diluer avec de l'eau distillée)(préparer les 
différentes solutions dans dies flacons compte-gouttes) 

à partir de maintenant tout se passe à température de la chambre 

-laisser toute la nuit dans l'acétone à 80% 

Cj) 
C'l 
...--i 



3ème jour 
-déshydrater 

-mettre les 

tubes 

lx à 95% 
3x à 100% 

échantillons dans un mélange résine-acétone 
1/3 (7ml de résine + 14ml d'acétone) 24h 
1/2(lOml dt résine + lOml d'acétone) 
2/3(l4ml de résine + 7ml d'acétone), débouché les 

pure 

-mettre 2 à 3 gouttes d'épon dans les moules sans faire . de bulle 
avec une seringue ou une pipette 

-mettre un échantillon dans chaque moule 
-positionner les échantillons droit dans le moule avec un cure dent 

pour avoir une coupe transversale ou longitudinale 
-remplir les moules sans faire déborder 

Sème jour 
-laisser pendant 2 jours à +60°C à l'étuve 

o 
Cf:) 
..--1 
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Résumé: Ce travail synthétise les résultats obtenus lorS' de memres écophysiologiques réIDsées sur 

différentes espèces d'arbres dans le cadre de recherches des impacts des changements gl~baux sur 

les forêts. L'étude s'est plus particulièrement portée SUl' la recherche des impa~ts d'une 
~ 

augmentation de la concentration d'ozone troposphérique (étudiée sur deux clones de PiclfP abies et 

Fagus sylvatica) et d'une augmentation de la concentration en C02 (étudiée sue Pice(f al1teset 

Quercus rubra). La croissance, les échanges gazeux foliaires, les concentrations en éléments 

minéraux (approche globale et histologique) ont fait l'objet d'un suivi. Parallèlement, les 

interactions du C02 et de l'ozone avec une contrainte hydrique édaphique ont été analysées. 

La croissance des arbres soumis à l'air ambiant +50 ppb d'ozone est réduite significativement. 

Les effets de l'ozone sur les échanges gazeux et la composition minérale des aiguilles de l'année et 

de un an varient selon les clones chez les épicéas. De même la répo~se des hêtres est différente de 

celle des épicéas. La sécheresse aggrave l'effet de l'ozone sur les aiguilles de un an du clone 

Istebna, elle montre un effet protecteur chez le hêtre. 

L'augmentation de concentration en C02 atmosphérique provoque une stimulation de la 

conductance stomatique et de l'assimilation nette de C02 chez le chêne; en conditions hydriques 

défavorables, chêne et épicéa montrent une meilleure efficience d'utilisation de l'eau dans le 

traitement à forte concentration de C02. L'augmentation de concentration en C02 atmosphérique 

tend à diminuer la concentration. totale foliaire des éléments minéraux; ce phénomène n'affecte pas 

tous les compartiments foliaires. 

Mots clés: ozone; dioxyde de carbone, sécheresse, conductance stomatique, photosynthèse, 

croissance, potassium, calcium, histologie. Il 

Abstract: This thesis presents ecophysiological measurements that were performed on different 

tree species to assess the impact of global pollutant changes on forests. The work has concentrated 

on the effects of an increase in tropospheric ozone (on two Picea abies clones and on Fagus 

sylvatica) and on a doubling of C02 (on Picea abies and Quercus rubra). Growth, foliage ga~ 

exchange and the concentrations of nutrients at both the whüle leaf and at the tissue level were 

studied. Furthermore the effects of combining each pollutant with drought were assessed. 

The growth of Picea abies at ambient + 50 ppb ozone was significantly reduced. The effect of 

ozone on gas exchange and nutrient levels of needles of Picea abies varied between clones. The 
. Il 

response of beech was different to that of Norway spruce. Drought accentuated the effects of ozone 

on one-year-old needles of tire Istebna clone, but it served to œduce the impact of ozene on beeeh 1 

leaves. 
\ 

Increasing the C02 concentration led to stomatal opening and larger net assimilation rates in red 

oak, but as the drought developed both oak and spruce had greater water use effici,ncies in 802 

enhanced air. 700 ppm C02 had a tendency to decrease the total foliage concentration of nutrients, , 
but this phenomenon was not consistent between different foliage tissues. 1 

• Key words: ozone, carbon dioxide, drought, stomatal oonductance, photosynthesis; growth, 

lpotassium, calcium, tissue. Il 
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