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A) Problématique agronomique. 

La production de fourrage est un atelier essentiel de nombreuses exploitations agricoles 

basées sur l'élevage. En effet, en 1994, la surface fourragère principale (SFP) représentait 

environ 60% de la surface agricole utile (SAD). La SFP est constituée principalement de prairies 

temporaires ou permanentes (environ 90% en 1994). Néanmoins, la production fourragère des 

prairies est souvent variable, tant en terme de quantité que de qualité. Les peuplements prairiaux 

sont caractérisés par leur fonctionnement spécifique (pérennité du peuplement, niveau de 

compétition élevé inter- et intraspécifique, repousse après des défoliations de fréquence et 

d'intensité très variables). Ils sont également soumis à des modes de conduite et d'exploitation 

toujours plus nombreux, qui tentent d'allier économies de temps et d'argent, optimisation de la 

qualité et, de plus en plus, limitation des pertes d'azote. 

Il est donc important pour l'exploitant agricole de pouvoir disposer d'outils pour mieux 

gérer et prévoir sa production fourragère. Parmi les facteurs qui déterminent les variations de 

productivité, se distinguent généralement les facteurs non modifiables par l'agriculteur 

(température, rayonnement, nature du sol, pluviométrie car l'irrigation est rarement utilisée sur 

les prairies), et les facteurs sur lesquels l'agriculteur peut agir, c'est à dire son mode 

d'exploitation (fertilisation, intensité et fréquence des défoliations). L'optimisation de la 

production fourragère passe par la connaissance de l'effet de ces différents facteurs et de leur 

interaction sur la production en terme de quantité et par la maîtrise de la qualité tout au long de 

la repousse. 

B) Problématique scientifique. 

B.l) Les peuplements herbacés pérennes. 

Les peuplements herbacés pérennes sont en général plurispécifiques, relativement denses, 

et soumis à des défoliations fréquentes, comme dans le cas du pâturage ou intermittentes dans le 

cas d'un régime de fauche. Les graminées fourragères sont des plantes herbacées, souvent 



Figure 1. Représentation schématique d'une graminée fourragère. La talle principale est située 
au centre. Ses deux plus vieilles feuilles encore présentes sont fn-4 et fn-3 à l'aisselle desquelles 
deux talles secondaires se sont développées. La feuille fn-t vient de terminer sa croissance en 
longueur, la feuille fn est en croissance. 

Talle primaire, développée à 
J'aisseUe de f04 . , 
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pérennes, qUI représentent une des composantes essentielle des prames - pennanentes ou 

temporaires. 

Chez les graminées, une plante est constituée d'un ensemble de ramifications appelées 

talles, elles-mêmes constituées de racines et de parties aériennes, et qui sont donc partiellement 

autonomes (figure 1). La talle « adulte}) doit donc être considérée comme l'unité fonctionnelle 

de base de la plante. Après gennination et levée, la vie d'une talle se caractérise par la 

succession de deux états : l'état végétatif, où le méristème apical produit uniquement des 

ébauches foliaires, et l' état reproducteur, où le méristème apical produit des ébauches d'épillets 

et de fleurs. Celui-ci se caractérise par la production d'une panicule, composée d'épillets, et se 

termine lors la maturité des graines. Si toutes les talles sont reproductrices, alors la plante meurt. 

C' est le cas des plantes annuelles. S'il reste des talles végétatives, la pérennité de la plante est 

assurée. Au niveau de la plante, les talles sont donc constamment renouvelées. 

B.2) Quantité et qualité de la biomasse produite. 

Dans le cas des fourrages, la quantité de biomasse exploitable par les animaux est une 

fraction de la biomasse aérienne qui dépend de l'intensité et de la fréquence des défoliations 

(régime de fauche ou de pâturage). La production de biomasse aérienne dépend de: 

• l'acquisition des ressources en carbone (photosynthèse), en azote (absorption 

racinaire, réduction du nitrate et de l'ammonium) et autres minéraux ; 

• l'utilisation de ces ressources: croissance des différents organes, stockages à 

plus ou moins long tenne des ressources. 

La vitesse d'expansion de la surface foliaire est le facteur détenninant de la productivité 

de nombreuses espèces cultivées (Watson, 1952). Dans le cas des graminées fourragères, la 

croissance foliaire est l'élément clé de la productivité, puisqu'elle détennine à la fois le potentiel 

d' interception du rayonnement et la fraction récoltable de la biomasse. Enfin, panni les 

composantes de la vitesse de production de surface foliaire, la vitesse d'allongement des feuilles 

(V AF) est prépondérante (Nelson el al. , 1977 ; Horst et al, 1978). 

La qualité (encore appelée valeur alimentaire) de la biomasse produite par un peuplement 

fourrager est extrêmement variable, à la fois en fonction des facteurs du milieu et des pratiques 

culturales, mais également en fonction du cycle de végétation pendant lequel la récolte est 

effectué. 



Figure 2. Diagramme représentant une talle de fétuque élevée: (A) feuille en croissance; (B) 
limbe de la plus jeune feuille complètement développée; (C) col; (D) gaine; (E) méristème 
apical de la tige; (F) axe racinaire. 
La zone de croissance en longueur de la feuille (A) est située dans les 30 à 40 premiers 
millimètres au dessus de son point d ' insertion sur la tige. Elle est ici incluse dans les gaines des 
feuilles B, C et D (Nelson et MacAdam, 1989). 
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La qualité d'un fourrage est liée: 

• à la plùs ou moins grande dégradabilité des parois pecto-cellulosiques, liée â la 

composition de la cellulose mais aussi à la présence d'autres composés, 

comme la lignine, qui diminuent la digestibilité des parois (Moore et Hatfield, 

1994). 

• à la teneur en protéines et en sucres de la MS. 

Les cellules du mésophylle, du phloème et de la gaine externe des faisceaux vasculaires 

des feuilles de graminées des régions tempérées gardent des parois fines et restent 

parerichymateuses. Par contre, les cellules épidermiques sont incrustées de cutirie et les cellules 

des massifs de sclérenchyme, du xylème et de la gaine interne des faisceaux vasculaires 

acquièrent des parois secondaires épaisses et incrustées de lignine (Hanna et al., 1973). Les 

facteurs dù milieu influericent la morphologie foliaire, et par cOriséquent affectent plus ou moins 

la qualité. Par exemple, le rapport du nombre de cellules mésophylliennes sur le nombre de 

cellules épidermiques est affecté par la nutrition azotée (MacAdam et al., 1989). L'éclairement 

modifie l'anatomie foliaire (Mitchell et Soper, 1958 ; Allard et al., 1991), et influe sur la 

quantité d'azote présente dans les tissus, ainsi que sur la qualité fourragère (Deinum et al., 

1996). La température est un des paramètres environnementaux qui affecte le plus la qualité des 

fourrages (Buxton et Fales, 1994), en particulier au niveau de la répartition des assimilats 

carbonés entre le stockage de sucres non structuraux (NSC) et la synthèse de composés pariétaux 

(Gebrehiwot et al., 1995). 

Les conditions dans lesquelles la feuille effectue sa croissance ont donc une influence 

directe sur là qualité et la quantité de fourrage produit par un peuplement herbacé. L'analyse et 

la maîtrise de ces différentes composantes nécessitent une connaissance précise de la dynamique 

de la croissance foliaire. 

B,3) Description de la croissance folÎaire. 

• Morphologie. 

La feuille de fétuque élevée (Pestuca arundinacea Schreb., figure 2) est constituée de 

deux parties, le limbe et la gaine, séparées par un tissu plus dur, le col (C), sur lequel est 

implantée une languette membraneuse qui porte le nom de ligule. La partie basale est la gaine 

(D), ouverte, emoulée, qui est délimitée à la base de la feuille par le point d'insertion de la 

feuille sur la tige, et qui se termine au niveau de la ligule. Au,-dessus de la ligule se trouve le 



Figure 3. Représentation schématique de la position des zones de division, d'élongation et de 
maturation le long de la feuille en croissance. 
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Figure 4. Diagramme représentant le gradient de développement le long de la feuille en 
croissance et les principales zones d'incorporation et d'utilisation de matière (Skinner et Nelson, 
1995). 

Mise en place de l'appareil photosynthétique 

Formation des parois secondaires 

Elongation cellulaire 

Division cellulaire 

o 
1 

10 

1 
30 i 40 60 i 70 

Distance (mm) 

Réplication des chloroplastes 

Synthèse de la Rubisco 

Dépôt de sucres (CHO) 

Utilisation de sucres (CHO) 

Dépôt d'azote 



Introduction Générale, Problématique et Démarche - 4 -

limbe (B), allongé, et orienté de manière à optimiser l'interception du rayonnement solaire 

(Nelson et MacAdam, 1989). Le limbe et la gaine sont issus de deux méristèmes intercalaires 

distincts qui se différencient avant que la feuille ne mesure 1 mm de long et que la ligule ne soit 

formée (Esau, 1965 ; Skinner et Nelson, 1994). Le limbe est formé en premier, mais il existe 

néanmoins un intervalle de temps pendant lequel le limbe et la gaine s'allongent simultanément 

(Schnyder et al., 1990 ; Skinner et Nelson, 1994). Cela permet de traiter les zones d'élongation 

de la gaine et du limbe comme une seule zone continue en termes d'allongement cellulaire 

(Kemp, 1980). 

• Dynamique cellulaire. 

La zone de croissance en longueur est localisée à la base de la feuille (figures 3 et 4), 

dans les premiers centimètres, et elle est protégée du milieu extérieur par les gaines des feuilles 

précédentes (Soper et Mitchell, 1956 ; Davidson et Milthorpe, 1966 ; Kemp, 1980). Elle se 

compose d'une zone méristématique, la zone de division, jusqu'à environ 2 mm de la base de la 

feuille pour les cellules épidermiques, et jusqu'à 5 à 10 mm de la base pour les cellules 

mésophylliennes adjacentes (MacAdam et al., 1989 ; Skinner et Nelson, 1994). Il faut noter que 

durant les premiers stades du développement foliaire, c'est à dire lorsque la feuille mesure moins 

de 1,5 mm de long, l'ensemble de la feuille est méristématique (Skinner et Nelson, 1994). Dans 

sa partie distale, la zone de croissance comporte une zone d'élongation cellulaire seule (sans 

divisions). L'allongement des cellules est permis par une entrée importante d'eau, conjointement 

à un relâchement des parois cellulaires, sous contrôle enzymatique (Cosgrove, 1986 ; Dale, 

1988 ; Pritchard, 1994). Lorsqu'il n'y a plus de division, la taille des cellules augmente, jusqu'à 

atteindre la taille finale, ce qui détermine la fin de la zone de croissance. Les termes « zone 

d'élongation» sont souvent utilisés pour désigner à la fois la zone de division et la zone 

d'élongation au sens strict. La longueur de la zone de croissance est généralement comprise 

entre 20 et 40 mm. 

Ainsi, les cellules sont produites à la base de la feuille, puis s'allongent jusqu'à atteindre 

leur taille finale. Simultanément, et jusqu'à l'arrêt de la croissance foliaire, elles sont également 

éloignées de la base de la feuille par un nombre grandissant de cellules qui s'intercalent entre 

elles et la base de la feuille. Il y a donc, à des positions de plus en plus éloignées de la base de la 

feuille, des cellules à des stades de développement de plus en plus avancés, ce qui se traduit par 

un gradient de développement cellulaire le long de la feuille en croissance (Prat, 1948 ; 

Schnyder et Nelson, 1987). 
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• Métabolisme azoté et carboné. 

Du fait de son activité métabolique intense, la zone de division est un puits important 

pour l'azote, principalement sous forme réduite et soluble (Gastal et Nelson, 1994). L'ensemble 

de la zone de croissance est un puits important pour la MS en général, et les photoassimilats en 

particulier. Les flux nets de MS sont les plus élevés dans la zone où l'élongation et l'influx d'eau 

sont maximaux (Schnyder et Nelson, 1988 ; Schnyder et al., 1988). Les sucres non structuraux 

(NSC) représentent entre 30 et 60% de la MS de la zone d'élongation (Volenec et Nelson, 

1984b .. MacAdam et Nelson, 1987 ; Allard et Nelson, 1991). Dans cette partie de la zone de 

croissance, le flux net de NSC (saccharose, monosaccharides, fructanes) peut représenter jusqu'à 

50% du flux net de MS (Schnyder et al., 1988 ; Schnyder et Nelson, 1989). Le saccharose étant 

la forme de transport des NSC, Schnyder et Nelson (1987) ont montré que 52% du saccharose 

importé dans la zone où l'allongement est maximal sont utilisés dans des processus de 

biosynthèse, tandis que le reste est utilisé pour maintenir les concentrations en NSC dans les 

tissus. En particulier, 41 % du saccharose importé sont stockés sous forme de fructanes. Le 

transfert rapide du saccharose depuis le cytoplasme vers la vacuole ainsi que la polymérisation 

en fructanes permettent de maintenir une entrée forte de saccharose (vraisemblablement par 

déchargement symplastique), et un potentiel osmotique important dans la vacuole, mais plus 

réduit dans le cytoplasme. 

Lorsque la croissance en longueur a cessé, les cellules subissent une phase de 

différenciation (maturation), pendant laquelle sont mis en place les parois secondaires 

(MacAdam et Nelson, 1987) et l'appareil photo synthétique, en particulier la Rubisco (Dean et 

Leech, 1982 ; Gastal et Nelson, 1994). On considère généralement que la zone de maturation 

s'étend de la fin de la zone de croissance jusqu'à environ 100 mm de la base de la feuille 

(MacAdam et Nelson, 1987). La synthèse des parois secondaires nécessite une quantité 

importante de NSC, dont une partie (jusqu'à 50%) est fournie par l'hydrolyse des fructanes 

accumulés dans la vacuole lors de l'élongation (Schnyder et al., 1988 ; Allard et Nelson, 1991). 

La mise en place de l'appareil photosynthétique implique également une forte demande, en 

particulier en acides aminés. Néanmoins, le flux net d'azote dans la zone de maturation est 

relativement faible par rapport au flux net observé dans la zone de croissance (Gastal et Nelson, 

1994). Il se pose alors la question suivante: 

L'azote importé dans la zone de division est-il remobiIisé dans la zone 

de maturation pour contribuer à la mise en place de l'appareil 

photosynthétique ? 
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La zone de croissance et la zone de maturation sont donc des puits importants pour le 

carbone et l'azote, et elles sont théoriquement en compétition entre elles pour importer les 

assimilats provenant des feuilles matures de la même talle et de la partie de la feuille en 

croissance exposée à la lumière (Allard et Nelson, 1991). Il n'y a pourtant pas de corrélation 

entre la vitesse d'allongement des feuilles et la concentration en NSC dans les tissus en 

croissance (Volenec et Nelson, 1984b ; Davies et al., 1989 ; Schnyder et Nelson, 1989). Par 

conséquent, soit que la croissance n'est pas affectée par la concentration en NSC, soit que la 

zone de croissance est une zone prioritaire dont les besoins en carbone sont satisfaits en priorité. 

Par contre, l'activité de la zone de maturation semble être beaucoup plus dépendante de la 

concentration en NSC : ainsi, le dépôt de MS structurale (MS hors NSC) est réduit la nuit dans la 

zone de maturation, quand la disponibilité en assimilats est réduite (Schnyder et al., 1988). Les 

mécanismes gouvernant cette éventuelle priorité de la zone de croissance par rapport à la zone 

de maturation pour l'utilisation des glucides sont encore mal connus. 

• Transition de puits à source dans la feuille en croissance. 

La feuille est un organe à crOIssance déterminée, c'est à dire qu'elle cesse son 

développement à un moment donné, puis entame le processus de sénescence et enfin meurt, 

alors que la plante dans son entier poursuit sa croissance. La feuille de graminée en croissance 

croît par la base, tandis que la pointe de la feuille est active du point de vue photo synthétique dès 

son émergence au sommet des gaines des feuilles précédentes. Néanmoins, lorsque la pointe de 

la feuille est encore cachée dans les gaines, la feuille possède un statut de puits exclusif (Dale, 

1985 ; Turgeon, 1989). Les besoins de la zone de croissance ne peuvent être satisfaits que par 

l'importation d'assimilats provenant d'une autre partie de la plante. Ces assimilats sont apportés 

sous forme de saccharose pour le carbone, tandis que l'azote est apporté sous forme réduite. La 

voie de déchargement semble essentiellement symplastique, comme cela a pu être observé dans 

les feuilles de dicotylédones (Ho, 1988 ; Turgeon, 1989). Par contre, dès qu'une partie du limbe 

est exposé à la lumière, l'assimilation photosynthétique du carbone et la réduction des nitrates 

peut se produire. La feuille peut alors satisfaire progressivement les besoins liés à sa propre 

croissance, et même exporter des assimilats vers d'autres puits par la suite. 

Brégard (1996) a montré que la transition de puits à source de la feuille en croissance se 

produit lorsque le limbe mesure environ 80% de sa longueur finale chez la fétuque élevée en 

croissance végétative. Cela se traduit par le fait que le limbe en croissance cesse d'importer des 

sucres provenant des feuilles matures dès que la gaine mesure 8 mm de longueur. Il exporte alors 

du saccharose vers cette gaine en croissance et vers le limbe de la feuille en croissance suivante. 
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La transition de puits à source de la feuille s'effectue à un stade particulier du développement, 

qui semble dépendre de la force des puits (leur capacité de déchargement du saccharose depuis 

le phloème), et de l'activité des sources (notamment leur bilan carboné). Néanmoins, des 

expérimentations dans lesquelles la capacité source de carbone de la partie émergée de la feuille 

en croissance est inhibée par ombrage ont montré que la croissance du limbe n'est pas affectée, 

mais que celui-ci cesse d'importer du carbone dès sa croissance en longueur terminée, malgré 

son état puits pour la maturation (Turgeon (1984), sur tabac (Nicotiana tabacum 1.) ; Brégard 

(1996), sur fétuque élevée). La transition de puits à source dans un tissu serait alors provoquée 

par la mise en place d'une polarité du phloème, qui ne pourrait plus décharger le saccharose, 

mais qui pourrait seulement l'exporter (Turgeon, 1984 ; Brégard, 1996). Ainsi, le carbone 

nécessaire à la maturation des cellules ne pourrait provenir que de l'activité source de la feuille 

elle-même. Il en résulte la question suivante: 

Comment la transition progressive de puits à source de la feuille 

affecte-t-elle la croissance et la composition des segments produits 

aux différents stades du développement? 

Pour répondre à une telle question, il est nécessaire d'analyser l'utilisation du carbone et 

de l'azote tout au long du développement de la feuille en croissance. Cela implique de tenir 

compte des changements de dimension (volume) des différents segments au cours du temps. 

D'où les questions : 

Comment évoluent les dimensions de la feuille au cours de son 

développement? 

Comment intégrer ces variations de dimensions dans les calculs de 

flux de matière? 

C) Objectif et démarche. 

La croissance en surface foliaire dépend donc plutôt de la cinétique de production de 

cellules à la base de la feuille (c'est à dire de l'activité de la zone de croissance en longueur), 

tandis que la qualité de la biomasse produite est fonction des parois cellulaires et des protéines 

mise en place dans la zone de maturation. A chacune de ces zones correspondent des utilisations 

spécifiques du carbone et de l'azote notamment, tandis que la feuille devient progressivement 

excédentaire et exportatrice d'assimilats carbonés et azotés. 
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Nos objectifs sont donc: 

• de faire une analyse détaillée des flux de carbone et d'azote dans les 

différentes parties de la feuille au cours de sa croissance, 

• de relier les flux de matière observés à la croissance en terme de volume (zone 

de croissance) et au phénomène de maturation (zone de maturation), 

• de déterminer s'il existe une priorité de certaines zones par rapport à d'autres 

pour les composés carbonés d'une part et les composés azotés d'autre part. 

Ces objectifs nécessitent d'une part la description précise des changements de forme au 

cours du développement de la feuille pour définir la croissance en terme de volume, d'autre part, 

la prise en compte de la transition de puits à source de la feuille. 

Pour atteindre ces objectifs, nous avons observé des lots de plantes comparables depuis 

l'émergence de la feuille en croissance jusqu'à la fin de la croissance en longueur de celle-ci. 

Nous avons effectué des mesures de la croissance et de l'évolution des différentes dimensions, et 

nous avons analysé la MS des feuilles en croissance du point de vue de l'azote et de différentes 

formes de carbone (NSC et fibres) au cours du temps. 

L'analyse cinématique des données obtenues a permis: 

• de caractériser la croissance dans les différentes dimensions, et donc de 

déterminer la manière dont la feuille est mise en place en terme de volume. Cet 

aspect «physique» de la croissance foliaire est présenté dans le chapitre 1 ; 

• de déterminer les flux nets (ou taux de dépôt) des différentes formes de 

substrats carbonés le long de la feuille en croissance, et leur évolution lors de 

la transition de puits à source. Ces données sont présentées et l'éventuelle 

priorité de la zone de croissance sur la zone de maturation est discutée dans le 

chapitre II ; 

• de quantifier les flux d'azote total et d'azote nouvellement assimilés le long de 

la feuille et tout au long de la croissance dans une situation où l'azote ne limite 

pas la croissance. Ces résultats sont présentés et discutés dans le chapitre III. 

L'ensemble de ces résultats doit permettre d'intégrer dans l'espace et dans le temps les 

données existantes sur la croissance foliaire et de relier le fonctionnement des différentes zones 

de la feuille en croissance à la chronologie du développement de la feuille et de la plante entière. 



CHAPITREI. 

MISE EN PLACE DES DIMENSIONS DE LA FEUILLE 

AU COURS DE SON DEVELOPPEMENT 



Figure 1.1. Coupe transversale de limbe de feuille mature de fétuque élevée après une coloration 
Fasga, observée en microscopie optique (x14). La cellulose est colorée en bleu, la lignine et la 
cutine sont colorées en rouge. 
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Vobjectif de ce chapitre est de décrire la forme de la feuille et sa mise en place au cours 

de son ontogenèse en conditions non limitantes et d'essayer de déterminer les caractéristiques de 

la croissance dans les trois dimensions. Dans une première partie, nous faisons le point sur les 

connaissances déjà acquises sur l'anatomie et la morphologie foliaire, et sur les nombreuses 

données relatives à la croissance foliaire. La seconde partie décrit notre protocole expérimental 

et l'ensemble des calculs effectués pour l'analyse des résultats. Enfin, la troisième partie de ce 

chapitre présente les résultats concernant la description de la forme de la feuille, et sa mise en 

place, puis les discute. Les résultats présentés dans ce chapitre ont fait l'objet d'une publication 

dans la revue Annals of 130tany (Annexe 1). 

I.A) Analyse bibliographique. 

I.A.1) Morphologie des feuilles de fétuque élevée. 

Les graminées, comme toutes les monocotylédones, possèdent une nervation parallèle qui 

confère à leur feuilles un aspect étroit et allongé. La base de la feuille est constituée d'une gaine 

qui protège l'apex du milieu extérieur et entoure la base des feuilles suivantes. Chez la fétuque 

élevée (Festuca arundinacea Schreb.) les deux bords de la gaine se chevauchent. 

La gaine et le limbe sont séparés par une membrane nommée ligule, qui posséderait une 

activité de sécrétion et faciliterait ainsi le passage de la feuille en croissance suivante le long de 

la gaine (Chaffey, 1996). Les bords du limbe sont plus ou moins parallèles à sa base (près de la 

ligule); mais se rapprochent graduellement pour former une pointe aigue. La surface abaxiale du 

limbe est plate, tandis que la surface adaxiale possède des nervures longitudinales qui forment, 

en coupes transversales, des crêtes et des sillons caractéristiques (figure 1.1). 

Les feuilles en croissance sont emoulées et se déplient progressivement lorsqu'elles 

émergent du manchon formé par les gaines des feuilles précédentes. 

Les coupes transversales de limbe de fétuque élevée montrent deux moitiés de limbe plus 

ou moins symétriques de part et d'autre de la nervure médiane. Les nervures de la face adaxiale 



Figure 1.2. Coupe transversale de limbe mature de fétuque élevée vue en microscopie optique 
(x170). Détail d'une crête après une coloration Fasga. On peut observer les cellules de 
l'épiderme abaxial (Eab), celles de l'épiderme adaxial (Ead) , les groupes de cellules bulliformes 
(B), les massifs de selérenchyme (Sel), le mésophylle (M) et un faisceau vasculaire (FV). 

FV 

M 

4 • 
0.1 mm 

Figure 1.3. Coupe transversale de limbe non déplié de fétuque élevée vue en microscopie 
optique (x90). Détail de la nervure médiane qui regroupe trois faisceaux vasculaires après une 
coloration Fasga. Les autres annotations ont la même signification que sur la figure 1.2. 



Figure 1.4. Coupe transversale de limbe non déplié de fétuque élevée vue en microscopie 
optique (x240) : détail d'un faisceau vasculaire après une coloration Fasga. Les cellules du 
mésophylle (M), une partie du massif de selérenchyme qui surplombe le faisceau et dont les 
parois sont plus ou moins lignifiées (Sel), la gaine externe (GE) et la gaine interne (GI) peuvent 
être distinguées. Le faisceau est constitué de phloème (PhI), entièrement cellulosique, et de 
métaxylème (Mx). Il faut noter également la lacune (L) à l'endroit où se trouvait le protoxylème. 
Ces vaisseaux mis en place et lignifiés très tôt au cours de la croissance du segment sont 
inextensibles et sont donc détruits lors de l' élongation. 



Figure 1.5. Coupe transversale fine de limbe non déplié de fétuque élevée vue en microscopie 
optique (le matériel végétal a été inclus dans une résine de type Epon-Araldite ; x170) : détail 
des crêtes marginales. La finesse de la coupe (quelques microns) permet d'observer les espaces 
gazeux intercellulaires du mésophylle (i) et des complexes stomatiques (st). Les autres 
annotations ont la même signification que sur la figure 1.2. 

Scl 
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sont visibles sous formes de crêtes dont le centre est constitué par un faisceau vasculaire, tandis 

que la face abaxiale est plate. Le limbe (figure 1.1) consiste en un squelette de faisceaux 

vasculaires parallèles à l'axe longitudinal de la feuille qui, avec l'épiderme et les massifs de 

sclérenchyme, soutient le mésophylle (Soper et Mitchell, 1956 ; Esau, 1965). 

L'épidenne adaxial (Ead) est constitué diune seule couche de cellules dont les parois sont 

uniquement cellulosiques (coloration bleue avec le colorant Fasga: voir paragraphe 1.B.3), 

tandis que les parois des cellules épidermiques de la face abaxiale (Eab) sont suberifiées 

(coloration rouge avec le colorant Fasga, figure 1.2). Selon Jellings et Leech (1982), chez 

différentes céréales, les cellules épidermiques constituent environ 10% du nombre total de 

cellules foliaires. Au niveau des coupes transversales, Soper et Mitchell (1956) ont déterminé, 

chez le ray-grass anglais (Loliumperenne L.), que 32% de la surface d'une coupe transversale de 

limbe sont constitués de cellules épidermiques, tandis que Cohen et al. (1982) n'en comptent 

que 19% chez la fétuque élevée. Les cellules bulliformes (B) sont des cellules épidermiques 

particulières, de grande taille à maturité; situées dans les sillons de la face adaxiale et fonnant 

des massifs parallèles au grand axe de la feuille. Elles sont larges et disposées en éventai!, leurs 

parois sont fines et cellulosiques (coloration bleue avec le colorant Fasga). Elles interviennent 

dans la gestion de l'eau au niveau de la feuille, mais leur rôle moteur dans l'enroulement des 

feuilles en cas de sécheresse n'a pas été démontré (Metcalfe, 1960). Le complexe stomatique est 

également constitué de difféœnts types de cellules épidermiques, les cellules «subsidiaires» et 

les cellules de garde. Ces dernières permettent ou non le passage de l'air entre elles et contrôlent 

les échanges gazeux de la feuille. 

Un faisceau vasculaire (FV) est présent par crête en général, et une nervure médiane peu 

marquée près de la pointe de la feuille. Par contre, près de la base du limbe, la nervure médiane 

est fréquemment constituée de trois faisceaux vasculaires et d'un grand massif de sclérenchyme 

les entourant (figure 1.3). Chez différentes céréales, les faisceaux vasculaires constituent entre 30 

et 40% du nombre total de cellules foliaires (1ellings et Leech, 1982). Ce grand nombre de 

cellules ne représente cependant qu'une petite surface: chez le ray-grass anglais, les faisceaux 

vasculaires ne couvren.t que 3% de la surface d'une coupe trahsversale (Soper et Mitchell, 1956). 

Les faisceaux vasculaires majeurs ou de premier ordre (Metcalfe, 1960) contiennent des 

éléments de métaxylème et sont encerclés p~lf des massifs de sclérenchyme formant des piliers 

transversaux allant quasiment d'un épiderme à l'autre (figure 1.4). Les faisceaux vasculaires 

mineurs ne sont en général accompagnés que de petits massifs de sclérenchyme disjoints (figure 

1.5). Chez la fétuque élevée, les faisceaux vasculaires sont entourés par deux gaines constituées 

d'une couche de cellules chacune (Metcalfe, 1960). La gaine externe (GE) est de nature 

parenchymateuse (Brown, 1958), ses cellules sont plus grosses que celles du mésophylle; la 

gaine interne (Gl) est de nature endodetmique, et les parois de ses cellules sont épaisses à 

maturité (Brown, 1958). 



Figure 1.6. Coupe transversale de gaine de fétuque élevée vue en microscopie optique (x24). 
Comme dans le limbe, les faisceaux vasculaires (FV) sont surmontés de massifs de 
selérenchyme (Sel) et entourés de parenchyme (P) peu ou pas chlorophyllien. Les autres 
annotations ont la même signification que sur la figure 1.2. 

0.5 mm 
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Le mésophylle (M) est constitué des cellules situés entre les deux épidermes, à 

l'exception des massifs de sclérenchyme et des faisceaux vasculaires entourés de leurs gaines 

(figure 1.5). Chez différentes céréales, le mésophylle constitue entre 50 et 60% du nombre total 

de cellules foliaires (Jellings et Leech, 1982). Chez le ray-grass anglais, il représente 65% de la 

surface d'une coupe transversale (Soper et Mitchell, 1956), alors qu'il ne représente que 42% 

chez la fétuque élevée (Cohen et al., 1982). La surface du mésophylle en coupe transversale 

varie également en fonction des conditions environnementales (Allard et al., 1991). Le 

mésophylle est spongieux car il contient des espaces intercellulaires (i) remplis d'air dont une 

des fonctions principales est la distribution des gaz (Raven, 1996). Ainsi, les échanges gazeux 

internes au limbe sont favorisés par la grande surface cellulaire au contact de l'air développée 

dans le mésophylle, tandis que les échanges gazeux avec l'extérieur sont contrôlés par les 

stomates (st). L'arrangement des cellules du mésophylle est irrégulier: il n'est pas organisé de 

manière radiale autour des faisceaux vasculaires (Metcalfe, 1960). Cet arrangement irrégulier, et 

ce volume d'espaces gazeux intercellulaires important sont des indications d'un type assez 

primitif (Brown, 1958). 

Les coupes transversales de gaines de fétuque élevée (figure 1.6) montrent, contrairement 

aux coupes transversales de limbe, un organe tubulaire et deux faces lisses (Soper et Mitchell, 

1956). L'épaisseur de la gaine diminue progressivement vers les extrémités. Les faisceaux 

vasculaires ont la même structure que ceux du limbe, mais ils sont moins nombreux que dans le 

limbe. Il semble que seuls les faisceaux vasculaires majeurs soient continus entre le limbe et la 

gaine (Soper et Mitchell, 1956 ; Brégard, 1996). Les faisceaux vasculaires de la gaine présentent 

beaucoup plus d'interconnexions que ceux du limbe. La présence de stomates le long de la gaine 

n'est pas mentionnée, mais le parenchyme entourant les faiscealL'C vasculaires présenterait 

également des espaces gazeux intercellulaires, bien que de manière beaucoup moins marquée 

que dans le mésophylle du limbe et seulement dans la partie supérieure de la gaine (Soper et 

Mitchell, 1956). 

Il est fréquent, dans les vieilles games, d'observer des massifs de parenchyme ayant 

dégénéré et cédé la place à de grands espaces lacuneu.x situés entre les faisceaux vasculaires 

(Soper et Mitchell, 1956). 

I.A.2) Développement de la feuille. 

Le développement des feuilles de graminées a été très étudié (e.g. Sharman, 1947 ; Soper 

et Mitchell, 1956; Esau, 1965 ; Williams, 1975 ; Skinner et Nelson, 1994; Beemster et Masle, 

1996b). Le primordium foliaire apparaît comme une petite protubérance sur le côté de l'apex, un 



Figure 1.7. Image en microscopie électronique d'un apex de blé tendre à l'indice 
plastochronique (PI) 6.75 . 
(A) vue de dessus, (B) vue de côté (Beemster et Masle, 1996b). 

Figure 1.8. Organisation spatiale d'une feuille de graminée en croissance (Durand et al, 1995). 
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peu en dessous de la pointe (figure 1.7). Il s'étend rapidement sur les côtés de manière à encercler 

l'apex, tandis que des divisions perpendiculaires à l'axe de l'apex (divisioris longitudinales 

appelées aussi divisions de prolifération) produisent des files de cellules dont la longueur reste 

environ 20llm (Skinner et Nelson, 1994). Dans le cas de la fétuque élevée, comme la gaine est 

ouverte, les deux bords de l'ébauche foliaire se rejoignent et Se chevauchent à partir du point 

opposé à l'endroit de l'initiation (Esau, 1965). 

La ligule est initiée alors que la feuille mesure moins d'uri millimètre de long (Skinner et 

Nelson, 1994), c'est à dire bien avant que la pointe de la feuille émerge des gaines des feuilles 

précédentes, comme il avait été suggéré. 

Lorsque la feuille mesure entre 1 et 1.5 mm de long, les divisions cessent près de la 

pointe~ et les cellules commencent à s'allonger. Il en résulte une croissance en longueur rapide de 

la feuille (Skiririer et Nelson, 1994) et un confinement des processus de division à la base de la 

feuille. . On emploie alors le terme de méristème intercalaire, qui désigne une région de 
. i 

croissance distiricte du méristème apical (Esau, 1965). Durant toute la période de croissance 

foliaire, la zone de division (figure I.8) est confinée à la base de la feuille, près de la zone 

d'insertion de la feuille sur la tige. Elle est composée de petites cellules se divisant rapidement 

(13 h par cyCle pour MacAdam et al. (1989), sur fétuque élevée; entre 20 et 40 h pour Beemster 

et al. (1996), sur blé tendre (triticum aestivum L.)). Les cellules méristématiques sont organisées 

en files longitudinales; qui sont progressivement éloignées de la base de la feuille par les 

nouvelles cellules qui s'intercalent. 

La taille de l'apex augmentant avec l'âge de la plante (Williams; 1975), il avait été 

suggéré l'existence d'une relation de cause à effet entre ce phénomène et l'augmentation de 

largeur des feuilles successives (Abbe et al., 1941). Néanmoins, différentes études ont montré 

que la largeur finale de la feuille n'est pas déterminée par la taille de l'apex lors de l'initiation, 

ni par le nombre de cellules à l'origine du primordium (Mitchell et Soper, 1958 ; Beemster et 

Masle, 1996b ). Elle est déterminée au stade post-primordial par les conditions 

environnementales qui influent sur le nombre de divisions de formation au sein du méristème 

intercalaire, qui elles-mêmes déterminent le nombre de files longitudinales de cellules dans la 

largeur et l'épaisseur (Beemster et Masle, 1996b). Dans les cas de stress sévère, il peut 

également se produire une réduction de la largeur finale des cellules (Beemster et Masle, 1996a). 

Une fois les phénomènes de division terminés pour une cellule donnée, celle-ci s'allonge 

de manière importante. Le taux d'élongation peut être exprimé par cellule et par unité de temps 

(les maxim.' sont alors de l'ordre de 0.05 à 0.07 h-\ e.g. Volenec et Nelson (1981), sur fétuque 

élevée; Beemster et al. (1996), sur blé tendre), mais il peut être exprimé par unité de longueur et 

par unité de temps (les maxima sont alors de l'ordre de 0.08 à 0.10 mm.mm'l.h' \ e.g. Schnyder 

et al. (1990), sur ray-grass anglais; Gastal et Nelson (1994), sur fétuque élevée). Ainsi, selon les 



Figure 1.9. Nombre de cellules mésophylliennes adjacentes à une seule cellule épidermique 
dans un segment de 10 flm de long, à différentes positions de la partie basale de la zone de 
croissance. Les plantes ont poussé à 24°C, 500 flmoI.m-2.s- 1 PPFD et ont reçu une fertilisation 
azotée de 336 kg.ha- I 

( . High N) et 22 kg.ha- I (C Low N). Une différence significative entre les 
traitements est indiquée par . (MacAdam et al., 1989). 
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espèces et selon les conditions de croissance, les cellules épidermiques peuvent, entre la fin de la 

zohe de division et la fin de la zone d'élongation, multiplier leur taille de 10 (MacAdam et al. 

(1989), sur fétuque élevée) à 50 fois (Schnyder et al. , 1990 ; Rademacher, communication 

personnelle, sur ray-grass anglais). 

Les files longitudinales de cellules ne coulissant pas les unes contre les autres, le taux 

d'élongation relatif est le même pour les différents types de cellules épidermiques à une position 

donnée par rapport à la base de la feuille. NéaIiinoins, le taux de division variant d'un type de 

cellule à l'autre, les tailles de cellules contiguës peuvent être très différentes d' une file à l' autre 

(Beemster et al., 1996). De plus, tous les types cellulaires ne cessent pas de se diviser au même 

moment, c'est à dire à la même position par rapport à la base de la feuîlle. Par exemple, les 

cellules du mésophylle continuent à se diviser plus loin que les cellules épidermiques (cela 

signifie que la zone de division des cellules du mésophylle est plus longue que celle des cellules 

épidermiques). 11 en résulte que leur taille finale est quatre fois moins importante que celle des 

cellules épidermiques (Jellings et Leech, 1982). Le nombre de cellules mésophylliennes 

adjacentes à une cellule épidermique augmente donc lorsque l'on s'éloigne de la base de la 

feuille (figure I.9). Parallèlement, dans la zone d'élongation, des espaces gazeux intercellulaires 

apparaissent par séparation des parois cellulaires de cellules adjacentes. Ils confèrent son 

caractère lacuneux au mésophylle. 

L'élongation cellulaire consiste essentiellement en un relâchement des parois cellulaires, 

qui est de nature enzymatique, et qui permet à la cellule de s'allonger, tandis que de nouveaux 

composés pariétaux sont inclus dans la paroi. Elle se termine en quelques heures (MacAdam et 

al., 1989), et la cause de cet arrêt est encore mal connue. 

Une fois l'élongation tenninée commence le processus de maturation, qui permet à la 

cellule de devenir fonctionnelle . Ainsi, l'appareil photo synthétique est mis en place dans les 

cellules du mésophylle (Dean et Leech, 1982 ; Gastal et Nelson, 1994); et le dépôt des parois 

secondaires s'effectue en particulier dans les tissus de soutien (sclérenchyme intra ou extra 

vasculaire), dont les parois épaississent considérablement (Hanna et al. , 1973; MacAdam, 

1988). 

La gaine commence à grandir en même temps que le limbe cesse progressivement de 

croître; ce qui fait que ni la longueur de la zone de croissance longitudinale (Kemp, 1980), ni la 

vitesse d'élongation de la feuille (Schnyder et al., 1990) ne sont modifiées au début de la 

transition entre la croissance du limbe et celle de la gaine. Ce nlest que lorsque la gaine a 

pratiquement atteint sa longueur finale et que la ligule est presque émergée que la vitesse 

d'allongeinent foliaire diminue rapidement. 



Figure 1.10. Obtention de boutures à partir de touffes de fétuque élevée. 

Figure 1.11. Jeune talle de fétuque après 19 jours de repousse sur sable, juste avant le transfert 
en culture hydroponique. 



Figure 1.12 Vue d'ensemble de la chambre de culture, avec les bacs contenant la solution 
nutritive. 



Tableau 1.1. Composition de la solution nutritive utilisée pour la culture hydroponique. 

Macroéléments 

KN03 2,5 mM H3B03 
Ca(N03)2 2,5 mM MnS04 
MgS04 l,OmM ZnS04 
KH2P04 0,5 mM CuS04 

H2Mo04 
Fe-HEDTA 20 !lM 

Figure 1.13. Protocole expérimental 
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JO = 7 Juillet 
60 plantes 
fn entre 9.5 et 14.5 cm 

Série n 
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I.B) Matériel et méthodes. 

1.B.1) Matériel végétal et èonditions de culture. 

Une population de talles génétiquement identiques a été obtenue par multiplication 

végétative en serre, à partir d'une graine de fétuque élevée (Festuca arundinacea Schreb.). Parmi 

cette population, des talles de même âge ont été séparées, leur racines ont été coupées au niveau 

de leur insertion sur le plateau de tallage, et leurs parties aériennes ont été taillées de manière à 

ne laisser qu'un bâtonnet de 5 cm de long. 

Les talles ont alors été mises dans des coupelles remplies de sable, arrosées de solution 

nutritive, et placées en conditions contrôlées pendant 19 jours (16°C de température air, 14 

heures de photopériode, 400 Ilmol.m-2.s-1 d'éclairement), afin de permettre la repousse des 

feuilles et l'apparition de nouvelles racines (figures 1.10 et r.ll). 

Les talles ont ensuite été placées en culture hydroponique (figure 1.12), et les conditions 

dans la chambre de culture ont été progressivement modifiées de manière à obtenir une 

température d'air de 21°C, un éclairement continu de 400 Ilmol.m-2.s-1 (ampoules à iodure 

métallique BQI, Osram) et 80% d'humidité relative. L'éclairement continu permet de maintenir 

une vitesse d'allongement foliaire constante, et ainsi de s'affranchir des transitions jour/nuit 

(Schnyder et Nelson, 1989) qui posent problème pour la méthode d'étude utilisée (voir plus 

loin). La solution nutritive cOntenait 7,5 mM d'azote sous fomie nitrique, et sa composition 

exacte est indiquée dans le tableau 1.1. 

I.B.2) Déroulement des prélèvements. 

Notre objectif est d'analyser le développement de la feuille de l'émergence jusqu'à la fin 

de sa croissance en longueur, à partir du suivi de la croissance et de la maturation des segments 

de feuille. En combinant les positions estimées de segments à des dates données et les relevés 

des caractéristiques tout au long de la feuille à ces mêmes dates, nOus avons obtenu une 

estimation des différentes caractéristiques de n'importe quel segment à n'importe quelle date. 

Pour minimiser les erreurs d'estimation, il a fallu mesurer à la fois les paramètres de 

croissance et les caractéristiques de la feuille sur des lots de talles semblables et homogènes. 

Nous n'avons donc sélectionné que les talles dont la dernière gaine mesurait 65 ± 5mm. 



Figure 1.14. Détail d'un prélèvement: les différents segments découpés 

Figure 1.15. Composition de la solution Fasga et mode opératoire. 

Safranine 0 (1 %) Fasga 

Safranine 1 g Safranine 0 3 ml 
Acétate Na 19 Bleu Alcian Il ml 
Ethanol absolu 75 ml (0.5% dans éthanol) 
H20 25 ml H20 20 ml 

Acide acétique 1 ml 
Glycérine 30 ml 

1) Placer la coupe transversale successivement dans le bains suivants: 
• Hypochlorite de Sodium (solution à 10%) 1 min 
• Acide acétique (solution à 5%) 1 min 
• Solution Fasga dilué 8 fois 1 nuit 

2) Rincer la coupe à l'eau, 
3) Monter la coupe entre lame et lamelle, 
4) Observer en lumière visible. 
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Parmi l'ensemble des talles de la chambre de culture; nous avons identifié les talles dont 

là plus jeune feuille intacte venait d'émerger des gaines des feuilles précédèntes (figure 1.13). Le 

jour 0 (JO) est défini comme le jour où 50% des feuilles fn observées au cours de 

l'expérimentation ont émergé. Les feuilles en croissance de cette population ont été ensuite 

prélevées 1,3,5, 7 et 9 jours après émergence, par groupe de sept. A JI, la feuille en croissance 

m€surait 114 ± 27 mm, soit 41% de sa longueur [male (274 ± 35 mm). 

A chaque prélèvement, la feuille en croissance est extraite des gaines des feuilles 

précédentes, qui l'entourent, puis découpée en segments. A partir de la base de la feuille, nous 

avons coupé 8 segments de 5 mm de long (de 0 à 40 mm), puis 7 segments de 10 mm de long (de 

40 à 110 mm), tandis que le reste de la feuille était découpé en segments de 20 mm de long 

(figure 1.14). Un segment de 20 mm de long a également été prélevé sur le limbe de la feuille 

précédente, environ 20 mm au dessus de la ligule. Les segments situés à la même position par 

rapport à la base de la feuille provenant de quatre talles différentes ont été regroupés et pesés 

frais , Leur largeur a été mesurée, puis ils ont été séchés à l'étuve à 70°C pendant au moins 48 

heures et pesés de nouveau. Trois talles supplémentaires ont été prélevées pour les mesures de 

surface de section transversale le long de la feuille. 

Par trois fois, à deux jours d'intervalle, ce protocole expérimental (identification des 

feuilles en croissance émergeant des gaines précédentes, prélèvements à 11,13,15,17, J8) a été 

effectué (figure 1.13). Ces trois séries de mesures ont été considérées comme des répétitions, car 

pour un jour donné, chaque échantillon présentait les mêmes caractéristiques de croissance, de 

longueur et de matière sèche (seul le prélèvement de J2 de la deuxième série s'est avéré 

différent, et a donc été écarté : les feuilles prélevées étaient, dans l'ensemble, plus courtes). Par 

conséquent, les valeurs présentées correspondent à la moyenne de ces répétitions. 

La masse linéique (en mg.mm-1) à J2, J4; J6 et J8 a été extrapolée de manière linéaire à 

partir des valeur moyennes de masse linéique à JI, 13, J5, J7 et J9 . Ces résultats, ainsi que les 

. analyses concernant les composés carbonés effectuées sur la matière sèche, sont présentés et 

discutés dans le chapitre II. Les résultats concernant les composés azotés sont détaillés dans le 

chapitre III. 

I.B.3) Dimensions de la feuille. 

La largeur des segments a été mesurée immédiatement après la coupe avec une loupe 

graduée (précision 0,1 mm). Les segments réservés aux coupes transversales ont été fixés dans 

une solution de paraformaldéhyde (2% v/v) et glutaraldéhyde (l % v/v) et conservés au frais 

jusqu'à la coupe. Celle-ci a été effectuée à main levée avec une lame de rasoir. Les coupes ont 



Figure 1.16. Identification des différentes feuilles. 
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ensuite été colorées une nuit dans une solution de Fasga (Safranine 0 et de bleu Alcian, figure 

1.15), puis placées entre lame et lainelle dans de l'eau déminéralisée. Cette coloration teinte en 

bleu les parois cellulosiques, et en rouge les parois lignifiées ou cutinisées. Cela permet de 

distinguer les différents types cellulaires. Ce mode opératoire, sans déshydratation ni inclusion, 

nous a pennis d'éviter les problèmes de rétrécissement des coupes, qui faussent les mesures de 

surface. La coupe a ensuite été numérisée à l'aide d'une caméra (CCD vidéo camera, Sony) 

montée sur une loupe binoculaire (S051 , Olympus). La surface des coupes, ainsi que le nombre 

et la hauteur des crêtes présentes dans la largeur d'une coupe transversale ont été déterminés à 

différentes positions le long du limbe aux différents jours par analyse d'image sur le logiciel 

Optimas (Imasys). 

La largeur et la surface de la section à J2; J4, J6 et J8 ont été extrapolées linéairement à 

partir des valeurs moyennes de largeur et de surface de section à JI, J3 , J5, J7 et J9. L'épaisseur 

moyenne des segments de feuille a été calculée en divisant la surface moyenne de la section par 

la largeur moyenne du segment à différentes positions le long de la feuille. Nous n'avons donc 

pas caléulé d'erreur pour l'épaisseur moyeririe. 

Les densités de matière sèche et d'azote le long de la feuille ont été calculées en divisant 

la masse linéique et la quantité d'azote par millimètre de feuille, respectivement, par la surface 

de la section. Ces résultats sont présentés et discutés dans les chapitres n et nr. 

I.B.4) Croissance en longueur et distribution de la croissance le long de la 

feliille. 

La feuille identifiée à JO comme émergeant des gaines des feuilles précédentes est 

appelée fn. Les deux feuilles précédentes et la feuille suivante sont appelées fn-I; fn_2 et fn+l' 

respectivement (figure 1.16). La longueur de ces différentes feuilles a été mesurée sur 18 talles 

chaque jour depuis le début de l'expérimentation, et a permis de calculer la vitesse d'allongement 

des feuilles (V AF). 

La mise en place des différents organes a été beaucoup étudiée, notamment du point de 

vue anatomique et morphologique depuis le début du siècle (voir la partie LA). Vers les années 

50, il émerge un besoin de passer d'une étude statique à une étude dynamique de la croissance 

(Richards et Kavanagh, 1943 ; Erickson et Sax, 1956). Ainsi, les biologistes mettent au point des 

méthodes de description quantitative de la croissance. Il s'agit notamment de déterminer la 

distribution spatiale de la croissance, exprimée en ternie de taux de croissance. Elle peut être 

mesurée de deux manières différentes. Les méthodes directes consistent à observer des marques 

placées le long de l'organe (particules de carbone, encre, petits trous), qui sont déplacées les unes 



Figure 1.17. Détail de la méthode utilisée pour mesurer la distribution longitudinale de la 
crOIssance. 
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Figure 1.18. Comparaison de deux méthodes de mesure de la distribution longitudinale de la 
croissance (. trous, [] marques d'encre). Le fait de percer des trous dans la zone de croissance 
ne modifie pas la distribution de la croissance (Schnyder et al., 1987). 
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des autres du fait de la croissance; La mesure de la variation de distance entre les marques durant 

un Court laps de temps permet de déduire l'intensité de là croissance locale à différentes 

positions le long de l'organe. Elles ont été développées initialement sur racines sur lesquelles des 

repères naturels (parois des cellules épidermiques, Goodwin et Stepka, 1945) ou artificiels 

(particules de carbone, Erickson et Sax, 1956) sont suivis au cours du temps (sur des 

photographies en traînées), alors qu'ils sont déplacés loin d€ l'apex. Les méthodes indirectes 

consistent à mesurer la croissance à partir de données anatomiques. Ce type de mesure a été 

initialement développé par Burstrôm (1957), et a largement été repris, par exemple à partir de 

données de longueur des cellules épidermiques (Gandar et Hall, 1988 ~ Silk et al.; 1989 ; 

Beemster et al., 1996). Ces approches ne sont cependant valableS que lorsque le régime de 

croissance est stationnaire, sauf si des données sur les variations temporelles des données 

anatomiques et la description de la zone de division cellulaire, en termes de pourcentage de 

cellules en mitose à une posîtion donnée, sont incluses dans le calcul (Gandar et Chalabi, 1989) 

Nous avons choisi le premier type de mesure, étant donné que le régime de croissance 

foliaire n'est pas stationnaire entre l'émergence et la fin dé l'allongemént. Sur la feuille de 

graminée, la zone de croissance en longueur est située à la base de la feuille, protégée du milieu 

extérieur par les gaines des feuilles précédentes. Du fait de cette position difficilement 

accessible, la méthode de marquage généralement utilisée consiste à percer de petits trous dans 

la zone de croissance en longueur à l'aide d'aiguilles fines (Davidson et Milthorpe, 1966 ; 

Schnyder et al., 1987). 

Nous avons donc percé la feuille de trous à l'aide d'une aiguille d'entomologiste (0.2 mm 

de diamètre) dans la zone de croissance longitudinale, à travers les gaines des feuilles 

précédentes (figure L17). Les trous ont été percés tous les 5 mm, jusqu'à 45 mm de la base de la 

feuille, à l'aide d'un guide en plastique troué tous les 5 mm. C€s trous délimitent des segments de 

feuille qui s'allongent du fait de la croissance des cellules qui les constituent. La mesure de 

l iécartement des trous doit être effectuée après un laps de temps relativement court pour être 

précise; car le résultat obtenu est sensible à la durée du marquage (Erickson et Silk, 1980). 

Schnyder et al, (1987) Ont déterminé qu'uné durée adéquate de marquage correspond au témps 

nécessaire à un allongement équivalent à 20% de la longueur de la zone de croissance en 

longueur. Dans notre cas, cela correspondait à un intervalle entre le marquage et la mesure des 

intervalles de six à huit heures. Il est ainsi possible de calculer le taux d'allongement élémentaire 

relatif (REGR : Relative Elemental Growth Rate) à la position correspondant à chaque milieu de 

segment, selon la formule d'Erickson et Sax (1956) : 

/)"d 1 
REGR=7' At (LI) 

où d représente la distance initiale entre les trous, /j.d représente la variation de la distance 

séparant les trous, et /j.t représente l'intervalle de temps entre le marquage et la mesure de 



Figure 1.19. Représentation des trajectoires de quelques éléments de racine (Gandar, 1983a). 
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Figure 1.20. Méthode utilisée pour le suivi d'éléments matériels. La vitesse de déplacement est 
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l'espacement des trous. La mesure de la distance initiale est effectuée à l'aide d'une loupe 

graduée (précision 0,1 mm) sur la gaine de fn_2> qui ne s'allonge plus. 

Le fait de percer des trous dans la feuille diminue la vitesse de croissance. Cependant, 

Schnyder et al. (1987) ont montré que cela ne modifiait pas la distribution spatiale de la 

croissance (figure 1.18). Ainsi, il est possible de calculer le taux d'élongation élémentaire relatif 

non perturbé à partir des données de V AF de la population de feuilles non marquées: 

VAF l ' 
REGR = REGR . . popuaJl011 

perturbe VAF ' 
perturbe 

(1.2) 

Le REGR a été mesuré à J2, J4, J6 et J8 . Il a été extrapolé de manière linéaire pour 

chaque position le long de la feuille en croissance à JI, J3 , J5, J7 et J9 à partir des mesures de 

J2 , J4, J6 et J8 , 

I.B.S) Suivi d'éléments matériels. 

Un moyen d'effectuer une approche matérielle est d'estimer a posteriori le déplacement 

d' éléments matériels et de les identifier sur des relevés de données le long de la feuille (données 

spatiales). A partir des données de REGR, il est possible de calculer le champ des vitesses de 

déplacement, v(x,t) le long de la feuille, et au cours du temps. En effet, la vitesse locale de 

déplacement est la somme des taux de croissance relative (REGR) de tous les éléments situés 

entre la base de la feuille et la position considérée. 

Pour suivre le déplacement de segments particuliers au cours du temps, il est utile de 

nommer un élément de feuille d'après la position qu'il occupait à un moment de référence (en 

général, t = 0). Par conséquent, la formule "x est la position au temps t de l'élément X' 

(représentée mathématiquement par x(t;X) signifie "x est la position occupée au temps t par 

l'élément qui occupait la position X à t = 0" (Gandar, 1983a). La trajectoire (figure 1.19) d'un 

élément X, x(t; .. Y), est obtenue par intégration numérique de l'équation (1.3) : 

dx - = v(x , t) 
dt 

(1.3) 

Le terme trajectoire ("growth trajectory" : Silk, 1984) est synonyme du terme !igne de 

déplacement ("path !ines" : Gandar, 1983a). 

Ainsi, les positions successives de n'importe quel élément X ont pu être déterminées, et 

l' évolution de ses propriétés physiques ou biochimiques au cours du temps a été déduite de ses 

positions successives et des profils de propriétés physiques ou biochimiques mesurées le long de 

la feuille lors des différents prélèvements (figure 1.20). 
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Nous avons ainsi déterminé les dimensions successives de tous les éléments de feuille, à 

partir de leurs positions successives et des données de largeur et d'épaisseur moyenne le long de 

la feuille aux différentes dates de prélèvement (figure 1.20). Les dimensions successives des 

différents éléments de la feuille nous ont ainsi permis de comparer la croissance en largeur et en 

épaisseur avec la croissance en longueur. Ainsi, le taux d'élargissement (Tf ) et le taux 

d'épaississement (Te) d'éléments de feuille ont été calculés à différentes dates et positions le long 

de l'axe des x d'après les équations (1.4) et (l.5) : 

~(t;X) ~ (~:) x (l.4) 

__ _ (dS) 
l: (t;X) = dt x (1.5) 

où g(t;X) représente la largeur de l'élément X en fonction du temps, et Ef...t,X) représente 

l'épaisseur moyenne de l'élément X en fonction du temps. 

En supposant que le taux d'élargissement et le taux d'épaississement sont homogènes 

dans la largeur et l'épaisseur du segment X, le taux relatif d'élargissement (Tl) et le taux relatif 

d'épaississement (TE) de ce segment sont donnés par : 

1 (dg) R t·X - . -
l ( ' ) - g(t;X) dt x (1.6) 

1 (dS) 
Rb' (t; X) = set; X)' dt x (1.7) 

Ceci constitue une description référentielle du taux relatif d'élargissement et du taux 

relatif d'épaississement, car Re et R se rapportent à un élément matériel, X. Etant donné que les 

caractéristiques d'une position donnée à un instant donné sont celles de l'élément qui se trouve à 

cette position à cet instant (les points et les particules sont interchangeables, Gandar, 1983a), la 

description spatiale du taux relatif d'élargissement (rf ) et du taux relatif d'épaississement Cre) 

peuvent être déduites de leur description référentielle: 

rf(x,t) Ë Re[X{x,t),t] 

r${x,t) == Re [X{x,t),t ] 

(1.8) 

(1.9) 

où X(x, t) représente la position initiale de l'élément qui occupe la position x au temps t. Ces deux 

fonctions représentent les taux de croissance relative en largeur et en épaisseur. 



Figure 1.21. Evolution de la vitesse d'allongement des feuilles (V AF) successives. La feuille qui 
émerge à JO est appelée ~1 ( - ), fn-l CD) et ~1-2 ce ) sont les deux feuilles précédentes. La flèche 
indique le jour où 50% des feuilles t~+ l sont émergées. Les barres d'erreur représentent l'écart à 
la moyenne (n = 18). 
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Figure 1.22. Distribution longitudinale de la croissance en longueur (REGR : Relative Elemental 
Growth Rate) à J2 (- ), J4 (0 ), J6 (e ) et J8 (0 ). Les barres d'erreur représentent l'écart à la 
moyenne (n = 9 en moyenne). La flèche indique la position de la ligule. 
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I.C) Résultats et discussion. 

I.C.I) Allongement foliaire. 

La vitesse d'allongement foliaire (V AF) augmente légèrement durant environ quatre jours 

après l'émergence de la feuille, reste stable pendant deux à trois jours, puiS diminue 

progressivement (figure 1.21). La diminution de la V AF débute approximativement lors de 

l'émergence de la feuille fn+1 (à J7, 50% des feuilles fn'ti ont émergé). Ces trois phases dans 

l'évolution de la vitesse d'allongement d'une feuille ont déjà été observées par Schnyder et al. 

(1990) sur ray-grass anglais. 

Le phyllochtone (intervalle de temps qui sépare l'émergence de deux feuilles successives) 

est d'environ 7 jours. La valeur maximale de la V AF (1,33 mm.h-1) est similaire aux valeurs 

mentionnées dans la littérature pour des plantes en pots (1,17 mm.h-1 pour A1lard et Nelson, 

1991). D'après la figure 1.21, il y a en général deux feuilles en croIssance visibles par talle. En 

effet, fli_2 ne s'allonge plus quand fn émerge, tandis que fn-l cesse de s'allonger lorsque fli+1 

émerge. Il en résulte une V AF par talle de 1,83 mm.h-1, en moyenne. 

La dissection des talles montre que la ligule de fIi est proche de la base de la feuille à JI. 

Ceci est en accord avec les observations de Skinner et Nelson (1994), qui montrent que la ligule 

est fonnée dans la zone de division alors que la feuille mesure environ 20% de sa longueur finale 

(à J1, fn mesure 41 % de sa longueur finale). Elle s'éloigne ensuite peu à peu de la base de la 

feuille et se trouve à 1.8, 4.2, 22.1 et 45.5 mm de la base à J3, J5, J7 et J9 respectivement, 

indiquant que la croissance de la gaine siaccélère à partir de 15. Ainsi, il se produit une transition 

progressive d'une croissance de limbe à une croissance de gaine entre JI et J9. La longueur finale 

de la gaine précédente étant de 65 ± 5 mm, cela conduit à l'estimation qu'il reste environ 20 mm 

de croissance de gaine à effectuer à J9 avant que fn n'atteigne sa taille finale. Une autre méthode 

donne une estimation proche: si l'élongation de fn à J7 (date à laquelle fn+1 émerge) est 

considérée comme étant comparable à celle de fn-1 lors de l'émergence de fn, alors, fn devrait 

terminer sa croissance vers J12, en ayant poussé d'environ 15 mm après J9 (intégrale du LER de 

fn-1 entre J2 et J5). 

tC.2) Distribution de la croissance en longueur; 

Le REGR (Relative Elemental Growth Rate, figure 1.22) est proche de zéro à partir de 37, 

38,37 et 32 mm de la base de la feuille à J2, J4, J6 et J8 respectivement. La longueur de la zone 



Figure 1.23. (A) Largeur et (B) épaisseur moyenne le long de la feuille à Jl ( ),13 (0 ), J5 (e ), 
J7 (0 ) et J9 (.Â). Les pointillés représentent les largeurs et épaisseurs moyennes successives de 
quelques segments, calculés à partir de leurs trajectoires et des profils de largeur et d'épaisseur 
moyenne le long de la feuille au cours du temps. La flèche indique la position de la ligule à J9. 
Le trait vertical représente la fin de la zone de croissance longitudinale. Les balTes d'elTeur 
représentent l'écart à la moyenne pour la largeur (n = 7 en moyenne). 
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de croissance longitudinale est similaire entre 12 et J6; et décroît à partir de J8. Sa valeur 

moyenne est représentée sur les figures suivantes par une ligne vertiéale à 35 l1lll1 de la base de 

la feuille. De J2 à J6, l'allure des courbes est la même, avec le taux d'allongement maximum 

entre 10 et 20 mm de la base de la feuille. Le REGR maximum reste quasiment identique entre 

J4 et J8 (0.06 mm.mm-1.h-1 environ). Il était un peu moins important à 12. Cela correspond au 

cas décrit dans la littératuf€ (Schnyder et Nelson; 1988 ; Schnyder et al. ; 1990). A J8, par contre, 

le maximum d'allongement est déplacé vers la base de la feuille. A ce moment là, la ligule se 

situe à 22.3 mm de la base de la feuille, cela signifie que la majeure partie de la croissance 

correspond à de la croissance de gaine (93% de l'allongement total en intégrant le REGR de la 

base à la ligule). Le profil de REGR de J8 peut s'interpréter comme le résultat du ralentissement 

de la division cellulaire. En effet, la diminution du nombre de cellules en allongement se traduit 

par une diminution et un déplacement du pic de REGR maximum vers la base de la feuille, qui 

provoque une diminution de la longueur de la zone de croissance longitudinale, et de la V AF 

(Skinner et Nelson; 1995). 

Contrairement à ée que rapportent Séhrtyder et al. (1990) sur ray-grass anglais, il n'y a 

pas de diminution de REGR à l'endroit où se situe la ligule. Cela peut correspondre à une plus 

faible résolution spatiale de nos données (trous espacés de 5 mm contre 3 mm dans l'étude citée 

précédemment), qui gommerait cette diminution. 

I.C.3) Largeur et épaisseur moyenne. 

La distribution de la largeur le long de la feuille et au cours du temps est présentée sur la 

figure I.23.A (traits pleins). La pointe de la feuille est située à 110.9, 160.6,225.2,282.4 et 317.8 

mm de la base de la feuille à J1, 13, J5, J7 et J9 respectivement. La distance entre deux positions 

de pointe successives correspond à deux jours d'allongement foliaire. La largeur augmente de 

manière marquée dans la zone de croissance longitudinale, puis reste relativement stable dans la 

partie médiane lorsque le développement de la feuille est avancé (J7 et J9), et enfin diminue vers 

la pointe de la feuille. La largeur maximale de la feuille (12.8 ± 0.5 mm), observée à J9, quand le 

limbe a terminé sa croissance (la ligule est sortie de la zone de croissance longitudinale), est 

comparable à la largeur de talles de fétuque élevée mentionnée par MacAdam (1988). Il 

s'agissait de plantes cultivées eh serre, avèc unè alimentation azotée non limitante. 

L'épaisseur moyenne (figure I.23 .B, traits pleins) augmente également de manière 

marquée dans la zone de croissance longitudinale, mais diminue de manière régulière dès 50 mm 

et jusquià la pointe, contrairement à la largeur. Elle est maximale à J9 près de la ligule avec une 

valeur de 0.55 mm. Cette valeur est deux fois plus élevée que les valeurs d'épaisseur moyenne 



Figure 1.24. Largeur (mesurée sur trois feuilles: - , . , ) et nombre de faisceaux vasculaires 
dans la largeur (D , 0 , M à différentes positions le long d'une feuille mature. En insert est 
présentée la largeur moyenne d'un faisceau, obtenue avec le rapport de la largeur par le nombre 
de faisceaux. 
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rapportées par Cohen et al. (1982) et Allard et al. (1991). Cette valeur peut cependant être 

rapprochée de l'épaisseur de talles de fétuque élevée mesurée au milieu du limbe (0.47 mm) par 

Thévenin (1984). 

Pour bien comprendre la mise en place de la feuille du point de vue de la largeur et de 

Jiépaisseur, il faut distinguer les événements qui se produisent séquentiellement pour un élément 

au cours de sa croissance et les profils de largeur et d'épaisseur le long de la feuille. Les largeurs 

et épaisseurs moyennes successives de quelques éléments matériels sont représentées par les 

pointillés sur la figure 1.23. Par contre, les profils de largeur et d'épaisseur le long de la feuille 

(en trait plein sur la figure I.23) sont les enregistrements des dimensions des éléments successifs 

(segments) qui composent la feuille . Entre 0 et 35 mm de la base, les profils de largeur et 

d'épaisseur moyenne rendent compte des dimensions provisoires de segments qui n'ont pas 

terminé leur croissance. Après 35 mm de la base, ils rendent compte des dimensions finales des 

éléments de la feuille. 

Les dimensions finales d'un segment de feuille dépendent à la fois de la taille du 

méristème au point d'insertion, et de l'évolution au cours du temps de l'activité de croissance des 

éléments (cellules) qui la composent; qui sera abordée au paragraphe suivant La taille du 

méristème au point d'insertion est représentée par la largeur et l'épaisseur moyenne à 0 mm sur 

les figures I.23.A et I.23.I3. Le méristème, au point d'insertion, s'élargit et s'épaissit au cours de 

l'ontogenèse de la feuille. Cette zone méristématique est rattachée à une région sub-apicale de la 

tige dont la circonférence est déterminée par lés conditions environnementales et influe sur la 

largeur finale de la feuille (Mitchell et Soper, 1958 ; Beemster et Masle, 1996b). La largeur du 

méristème au point d'insertion résulte de la présence dans la largeur d'un plus ou moins grand 

nombre de files longitudinales de cellules, provenant d'un certain nombre de divisions 

transversales; appelées aussi «divisions formatrices» (Mitchell et Soper, 1958 ; Beemster et 

Masle, 1996b). La feuille est donc de plus en plus large et épaisse vers la base parce que les 

éléments successifs qui la composent sont issus d'un méristème qui s'élargit et s'épaissit au cours 

du temps. 

Le nombre de faisceaux vasculaires présents dans la largeur du limbe de feuilles 

prélevées à J9 (alors que le limbe a terminé sa croissance en longueur) diminue progressivement 

de la base à la pointe du limbe (figure 1.24). Cette diminution est proportionnelle à la diminution 

de largeur entre 50 et 200 mm de la ligule. Au-delà, la largeur diminue légèrement plus 

rapidement que le nombre de faisceaux vasculaires. Cela signifie que la largeur séparant les 

faiscéaux vàsculaires diminue en direction de la pointe du limbe. Cela signifie égaleinent que la 

pointe de la feuille est moins large car elle contient un nombre inférieur de faisceaux vasculaires 

que la base. Le méristème intercalaire est donc de plus en plus large en association avec la mise 

en place de faisceaux vasculaires supplémentaires dans la largeur de la feuille, et peut être une 

augmentation de la distance entre les faisceaux, Il est intéressant de noter que les nouveaux 



Figure 1.25. Hauteur des crêtes dans la largeur d'une feuille mature à 2,5 (- ), 70 (0 ), 190 (e ) 
et 270 mm (0 ) de la ligule. Le faisceau vasculaire central de la nervure médiane est identifié par 
la lettre M. En partant de M, In est le nième faisceau vasculaire de l'emoulement intérieur et En est 
le nième faisceau vasculaire de l'emoulement extérieur. Les crêtes majeures sont représentées par 
les flèches verticales. 
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faisceaux qui s'ajoutent lorsque la largeur augmente ne s'intercalent pas entre d'autres faisceaux; 

comihe l'ont observé Soper et Mitchell (1956), mais s'ajoutent Sur les bords du limbe. 

Le calcul de l'épaisseur moyenne du limbe masque la géométrie irrégulière et complexe 

des sections transversales de limbe: la surface abaxiale est plate, tandis que la surface adaxiale 

est formée de crêtes, qui contiennent les faisceaux vasculaires, séparées par des sillons 

(Metcalfe, 1960). 

Les profils de hauteur de crêtes établis à partir de sections transversales le long d'un 

limbe mature (figure 1.25) indiquent que vers la pointe de la feuille (à 270 rri.trl de la ligule), la 

hauteur des crêtes est faible (255 flm en moyenne) et similaire pour les différents faisceaux 

vasculaires. Il faut préciser que la crête numéro un est la première crête du bord intérieur de la 

feuille dans la section transversale la plus large. Dans la partie médiane du limbe, à 190 mm de 

la ligule, la hauteur des crêtes augmente (403 flm en moyenne), et reste relativement similaire 

d'un faisceau vasculaire à l'autre, excepté pour les nouvelles crêtes, qui apparaissent sur les bords 

du limbe. A partir de cette distance que les crêtes de l'enroulement intérieur ont tendance à être 

plus petites que celles de l'enroulement extérieur. Près de la base, à 70 et à 2.5 mm de la ligule, 

les écarts de hauteur se creusent entre crêtes latérales et crêtes centrales. La nervure médiane 

regroupe trois faisceaux vasculaires (In, M et En), et développe la plus haute crête (813 flm à 70 

mm). De grandes différences de hauteur sont également observées entre des crêtes voisines. Les 

crêtes majeures (qui possèdent un faisoeau vasculaire comprenant des éléments du métaxylème), 

repérées par les flèches verticales sur la figure 1.25; mesurent en moyenne 648 flm à 70 mm, et 

912 flm à 2.5 mm de la ligule. Les crêtes mineures mesurent entre 200 et 700 flm (en moyenne 

461 Ilm). Le fait que l'épaisseur de la feuille augmente de la pointe à la base de la feuille est à 

mettre en relation avec la nécessité que la base de la feuille soit assez rigide pour soutenir 

l'ensemble de la feuille. 

Ainsi, si dans la moitié apicale de la feuille; l'augmentation de la hauteur de l'ensemble 

des crêtes est responsable de l'augmentation de l'épaisseur moyenne, en revanche, plus la base du 

limbe est proche, plus l'augmentation diépaisseur moyenne résulte de l'augmentation de hauteur 

des crêtes majeures et surtout des crêtes centrales. 

I.C.4) Distribution de la croÎssance en largeur et en épaisseur. 

Les trajectoires d'éléments matériels de la figure 1.23 indiquent que les différents 

éléments de feuille s'élargissent et s'épaississent de manière marquée dans la zone de croissance 



Figure 1.26. Taux de croissance relatif en largeur (A : re) et taux de croissance relatif en 
épaisseur (B : rIO) le long de la feuille à JI ( ), J3 (0 ), J5 (e ), 17 (0 ) et J9 (~). Les flèches 
représentent la position de la ligule à J9. Le trait vertical représente la fin de la zone de 
croissance en longueur. 
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longitudinale : la zone de croissance en longueur est aussi une zone de croissance en largeur et 

en épaisseur. Le calcul des taux de croissance relatifs dans chacune de ceS dimensions (re et re, 

figure 1.26) permet d'évaluer précisément la distribution de la croissance en largeur et en 

épaisseur le long de la feuille. 

tes taux de croissance relative en largeur et en épaisseur sont élevés à la base de la 

feuille , puis diminuent fortement et deviennent nuls entre 50 et 70 mm de la base de la feuille. 

Près de la base, l'activité de croissance est élevée à 13 et J5, mais diminue rapidement lés jours 

suivants. Cela correspond à la période durant laquelle le pic de croissance en longueur est le plus 

élevé. Au~delà de 10 mm, les taux de croissance relative en largeur et en épaisseur varient peu 

d'un jour à l'autre. La valeur maximale des pics est comparable dans les trois dimensions 
-1 -1 

(environ 0.06 mm.mm .h ), mais les pics sont observés à des positions différentes : le 

maximum du taux de croissance relative en longueur (REGR, figure 1.22) est observé entre 10 et 

20 mm de la base, alors que les maximums de croissance relative en largeur et en épaisseur (re et 

re,) sont situés entre 0 et 5 mm de la base; 

Les taux de croissance relative en largeur et en épaisseur élevés observés entre 0 et 5 mm 

de la base semblent correspondre à la zone où le diamètre des cellules augmente rapidement 

(Rademacher, communication personnelle). Nous n'avons pas déterminé si les cellules ne font 

que siélargir ou si elles se divisent également, pour former l;amorce d'une nouvelle file de 

cellules. 

Cependant, la croissance en longueur reste prépondérante à l'échelle de la feuille, car 

d'une part; les divisions cellulaires sont préférentiellement longitudinales ("rib meristem"; Esau, 

1965), maintenant ainsi à long terme le nombre d'éléments qui s'allongent ; d'autre part, parce 

que malgré des maxima identiques, la somme des élongations élémentaires de chaque élément 

est beaucoup plus importante dans le sens de la longueur que dans la largeur ou l'épaisseur 

(figures I.22 et I.26), déterminant ainsi une croissance totale plus importante en longueur qu'en 

largeur ou en épaisseur. Cela se traduit par le fait que la longueur d'une cellule est multipliée par 

20 environ (de 25 à 400 .. 500 J.lm), alors que sa largeur n'augmente que de 50% entre le début et 

la fin de la zone de croissance longitudinale (de 10 à 16 Ilm pour les cellules de l'épiderme 

adaxial et de Il à 18 J.lm pour les cellules de l'épiderme abaxial (Rademacher; communication 

personnelle). 

L'augmentation de largeur et d'épaisseur des segments se poursuit plus loin le long de la 

feuille et plus longtemps que la croissance en longueur (jusqu'à 70-80 mm de la base). Cela avait 

été suggéré par MacAdam et Nelson (1987) pour la croissance en largeur. Le dépôt des parois 

secondaires qui se déroule entre 35 et 75 mm environ de la base de la feuille (MacAdam, 1988) 

ne peut expliquer l'augmentation de section des éléments, car les parois se développent entre la 

lamelle moyenne et la membrane plasmique et donc ne déplacent pas l'arrangement cellulaire. 

L'augmentation de largeur et d'épaisseur du limbe au-delà de la zone de croissance en longueur 



Figure 1.27. Coupe transversale de limbe de fétuque élevée. (A) Cellules bulliformes peu 
développées, à la base d'un limbe en croissance, encore enroulé, (B) cellules bulliformes 
développées (limbe mature, déployé). 

Figure 1.28. Estimation du nombre de cellules fibreuses dans des sections transversales de limbe 
de fétuque élevée, à 5 positions par rapport à la ligule (MacAdam, 1988). 
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s'explique probablement par des déformations ou des croissances localisées à certains types de 

cellules. Ainsi, comme Burstrôm (1942), nous observons que les cellules bullifotmes des 

segments se développent après la zone de croissance longitudinale, pour n'atteindre leur taille 

finale que lorsque le limbe est déroulé (figure I.27). La croissance des cellules bulliformes peut 

donc expliquer en partie l'augmentation tardive des section transversales de limbe. 

Cette augmentation de section peut également s'expliquer par la croissance intrusive de 

cellules fibreuses au niveau des massifs de sclérenchyme, lors de la maturation du tissu (Esau, 

1965), même si Meeuse (1938) déduit de ses observations qu'il ne se produit pas de croissance 

intrusive de cellules fibreuses dans le cas des monocotylédones, qui ne présentent pas de 

croissance secondaire. Néanmoins, de telles intrusions provoqueraient l'augmentation de la 

largeur ou de l'épaisseur des massifs de sc1érenchyme, Du fait de la structure lacuneuse des 

tissus de mésophylle dans cette portion de limbe, une croissance locale, même minime, peut 

entraîner une déformation du limbe et une augmentation de la surface de la section 

proportionnellement plus importantes. MacAdam (1988) n'avait pas retenu l'hypothèse des fibres 

intrusives, car elle avait observé, sur une feuille en croissance, un maximum de cellules 

fibreuses à 15 mm de la base, suivi d'une diminution vers la pointe de la feuille (figure I.28). 

Cette constatation infirmait l'hypothèse émise que le nombre de cellules fibreuses augmenterait 

dans les sections transversales avec la distance à la base, tandis que les cellules fibreuses 

s'insinueraient entre les cellules voisines, Cette hypothèse ne peut être vérifiée que si les 

éléments successifs de la feuille sont comparables et possèdent, en sortant de la zone de 

croissance en longueur, le même nombre de cellules fibreuses dans les massifs de sclérenchyme 

entourant les faisceaux vasculaires. Ainsi, l'observation de MacAdam ne permet pas de rejeter 

l'hypothèse des fibres inttusives. 

Selon cette hypothèse, une augmentation du volume des espaces gazeux dans le 

mésophylle devrait être observée, même après la zone de croissance en longueur. 

I.C.5) Espaces lacuneux du mésophylle. 

Le contenu cellulaire étant immergé dans l'eau, et du fait de la nature incompressible de 

l'eau, il existe un lien étroit entre volume de tissu et volume de l'eau contenue à l'intérieur. La 

comparaison de ces deux grandeurs indique que le volume développé par un élément est 

supérieur au volume de l'eau qui l'occupe dès la base de la feuille (figure I.29). Cette différence 

s'accentue vers la pointe de la feuille. 

La différence entre volume de tissus et volume d'eau peut s'expliquer par le volume 

occupé par la matière sèche, mais elle peut également s'expliquer par la présence de volumes 



Figure 1.29. Comparaison du volwne total d'un segment d'Wl millimètre de long (pointillés, 
symboles évidés) et du volume d'eau qu'il contient (traits et symboles pleins) à différentes 
positions le long de la feuille, à J5 ( , 0 ), 17 (e , 0 ) et J9 (Â., ~) . Les barres d' erreur 
représentent l'écart à la moyenne (n = 8). Les flèches indiquent la position de la ligule. Le trait 
vertical représente la fin de la zone de croissance longitudinale. Les valeurs au-dessus des 
courbes indiquent le pourcentage du volume total qui n'est pas expliqué par le volume d'eau, de 
matière sèche (c'est à dire l' aérenchyme). Pour ce calcul, nous avons pris une densité moyelme 
de la matière sèche de 1,45. 
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gazeux. Nous avons émis l'hypothèse que la densité moyenne de la matière sèche est de 1.45 

(Perry et Green, 1985). Alors, le volume gazeux peut être estimé comme la différence entre le 

volume total de tissus d'une part, et la somme des volumes occupés par la matière sèche et par 

l'eau d'autre part. 

Le volume gazeux d'un élément de feuille (chiffres surmontant les courbes sur la figure 

1.29), exprimé en pourcentage du volume total, est faible à la base de la feuille. Il augmente 

faiblement le long de la zone de croissance longitudinale pour des tisSus de gaine, tandis que 

l'augmentation est marquée jusqu'à 35 mm de la base, plus lente au-delà, pour le limbe. 

L'existence d'une petite proportion d'espaces gazeux intercellulaires dans la partie de la gaine 

proche de la ligule a déjà été mentionné par Soper et Mitchell (1956). Les espaces 

intercellulaires du mésophylle apparaissent alors que les cellules épidermiques s'allongent 

rapidement tandis que les cellules mésophylliennes ne font que se diviser (MacAdam, 1988). 

D'après Xu et al. (1995), le complexe stomatique s'élabore puis s'ouvre entre 15 et 25 mm de la 

base. Cette ouverture, pendant la phase d'élongation rapide, permettrait la formation d'espaces 

intercellulaires gazeux par entrée d'air. 

Les valeurs maximales observées (entre 15 et 25%), sont comparables aux données de 

Rademacher (communication personnelle) et de Cohen et al. (1982), relatives au volume gazeux 

estimé à partir de coupes transversales ou longitudinales. 

Les estimations de la figure 1.29 suggèrent que le volume gazeux peut augmenter 

faiblement au-delà de la zone de croissance en longueur. L'hypothèse d'une croissance intrus ive 

de fibres dans les massifs de sclérenchyme (évoquée au paragraphe précédent pour expliquer les 

changements de largeur et d'épaisseur observés au-delà de la zone d'élongation) pourrait 

entraîner également une augmentation des espaces gazeux du fait des déformations de la feuille 

qui peuvent en découler. 

Conclusion 

La croissance d'une feuille de graminée résulte de deux phénomènes prenant place 

simultanément: 

• un segment qui sort de la zone de division s'agrandit dans toutes les dimensions, 

du fait de la croissance des cellules qui le composent. En dehors de la zone de croissance 

longitudinale, la croissance de certains types cellulaires peut provoquer une augmentation 

du volume de ce segment (en largeur et/ou en épaisseur) ; 
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• au niveau des segments successifs qui composent la feuille, les dimensions 

finales résultent non seulement du phénomène de croissance cellulaire décrit 

précédemment, mais aussi du nombre d'éléments qui composent les différents segments, 

c'est à dire du fonctionnement du méristème intercalaire. Il s'agit d'une part des 

divisions de formation, qui déterminent le nombre de files longitudinales de cellules (une 

des composantes de la largeur et de l'épaisseur de la feuille), et d'autre part des divisions 

de prolifération, qui déterminent le nombre de cellules présentes dans chaque file 

longitudinale, (une des composantes de la longueur de la feuille). Le déterminisme du 

fonctionnement du méristème intercalaire est moins bien connu, mais il est influencé à la 

fois par l'ontogenèse de la plante (Abbe et al., 1941) et par les conditions du milieu 

(Mitchell et Soper, 1958; Robson, 1972; Beemster et Masle, 1996b). 

Du fait de ces phénomènes, les volumes mis en place successivement au cours de la 

croissance foliaire sont de plus en plus importants. Il doit logiquement en résulter une 

augmentation de la quantité de matière nécessaire à la croissance foliaire. 

Les données relatives à la mise en place de la feuille en termes de dimensions présentées 

dans ce chapitre doivent permettre, couplées aux données concernant l'évolution des profils de 

matière le long de la feuille, de quantifier les flux totaux de matière nécessaires à la croissance 

au cours du temps, mais aussi les flux ramenés à une unité de volume de tissus, ce qui permet 

d'estimer l'activité métabolique liée à la croissance d'un tissu. Les résultats de ces calculs sont 

présentés aux chapitres II et III, et discutés en fonction de l'activité des différentes parties de la 

feuille en croissance, ainsi que de la chronologie propre de la feuille. 



CHAPITRE II. 

FLUX DE MA TIERE SECHE ET DE CARBONE 

AU COURS DU DEVELOPPEMENT DE LA FEUILLE 



Chapitre II. Flux de matière sèche et de carbone au cours du développement de la feuille - 28 -

L'objectif de ce chapitre est de déduire les flux de matière liés à la croissance à partir des 

données énoncées au chapitre précédent et des mesures de la composition de la matière sèche de 

la feuille. Les différents flux de matière sont déterminés durant une grande partie du 

développement de la feuille (de l'émergence à la fin de la croissance en longueur de la gaine), et 

ils intègrent les variations de dimensions des éléments successifs qui composent la feuille et les 

variations de dimensions des éléments au cours de leur croissance. 

Pour cela, une première partie bibliographique décrit les méthodes d'analyse des flux de 

matière dans les zones en croissance, ainsi que les données existàntes sur ces flux. Une seconde 

partie décrit les résultats que nous avons obtenus, d'abord du point de vue de la matière sèche, 

puis du point de vue du carbone. Une partie des résultats présentés dans ce chapitre ont été 

publiés dans la revue Annals ofBotany (Annexe 1). 

TI.A) Analyse bibliographique. 

n.A.1) Méthodes d'analyse des flux de matière. 

La quantification précise de la croissance permet de suivre des éléments en croissance 

alors qu' ils se déplacent, comme cela a été fait dans le chapitre précédent. Cette approche 

matérielle de la croissance est relativement intuitive, car il s'agit de suivre le contenu en matière 

d'un segment au cours de son déplacement. Elle est cependant difficile à mettre en œuvre dans 

le cas où les mesures effectuées sont destructives, comme pour l'analyse de la composition 

chimique d'un organe (voir paragraphe I.B.5) et peu précise dans le cas d'éléments dont le 

volume augmente, comme c ' est le cas dans la zone de croissance. De plus, les mesures 

effectuées sont le plus souvent des descriptions spatiales : masse linéique, largeur, teneur en 

azote ... le long de la feuille ou de la racine. Pour décrire et comprendre les flux complexes de la 

zone de croissance, d ' autres méthodes ont donc été développées. La similitude frappante entre la 

plupart des organes en croissance et les structures composées de fluides en mouvement 

(fontaines, chutes d'eau ... ) met les biologistes de la croissance sur la voie de l'analyse 

cinématique de la croissance, avec les "instruments" (équations) de la mécanique des fluides 

(Silk et Erickson, 1979 ; Erickson et Silk, 1980 ; Gandar, 1980, 1983a, b ; Silk, 1984). 



Figure II.1. Dépôt de matériau dans un élément d'organe végétal. Cas nOl : sans croissance de 
l'organe. Cas n02: l'élément n'est pas lui-même en croissance mais il est déplacé par la 
croissance d'autres éléments. Cas n03 : l'élément est en croissance et est déplacé (adapté de 
Durand et al.,1995). 
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En effet, comme une chute d'eau, une zone de croissance est composée d'éléments 

matériels en mouvement (molécules d'eau, tissus en croissance) qui sont constaIhment 

renouvelés. Cette analogie conduit à distinguer deux manières de décrire la croissance et les flux 

associés : la description spatiale ou Eulerienne, spécifique d'une position par rapport à une 

origine et la description matérielle ou Lagrangienne, spécifique d'éléments réels, physiques, qui 

sont en mouvement. La description spatiale d'un organe végétal en croissance concerne non pas 

une cellule ou un groupe de cellules en particulier, mais une position donnée (par exemple, la 

masse linéique à 10 mm d'un apex racinaire, et l'évolution de cette caractéristique au cours du 

temps). Dans le cas des organes végétaux en croissance, ces approches ont été décrites de 

manière théorique et appliquées par Silk et Erickson, (1979), Gandar (1980, 1983a, b), Silk 

(1984). 

Les descriptions Eulerienne et Lagrangienne ne sont, en général, pas identiques. 

Cependant, dans le cas où la croissance est stationnaire (inchangée au cours du temps), alors les 

deux descriptions coïncident. C'est le cas lorsque l'aspect général de la chute d'eau ou de 

l'organe ne varie pas, même si les éléments qui composent la chute d'eau ou l'organe sont 

toujours en mouvement et renouvelés. 

L'équation de continuité (ILl) est classiquement utilisée en mécanique des fluides, mais 

peut être appliquée aux organes végétaux en croissance pour déterminer, à partir de données 

spatiales sur la croissance et les substances contenues dans l'organe, les flux nets des différentes 

substances présentes dans l'organe : 

ôp _ 
d = -+ V ·(p·v) a (Ill) 

où d est le taux de dépôt local de matière, ou élément chimique, ou métabolite (il s'agit d'un 

flux net, résultant de synthèse et/ou de transport), p est une caractéristique de l'organe fonction 

de la position et du temps t (masse linéique ou volumique, par exemple), et Vii la divergence du 

vecteur vitesse de déplacement. 

Le taux de dépôt d est donc la résultante de trois composantes. Il peut être illustré en 

prenant pour exemple le cas simple d'une croissance monodimensionnelle, le long d'un axe x 

(figure II.l, d'après Durand et al., 1995). 

• Dans le cas numéro l, l'élément considéré n'est pas déplacé au sein de l'organe. Le 

fl ux net de matière dans cet élément correspond à une accumulation ou à une 

diminution de matière en fonction du temps. Le terme ~ représente la variation 

temporelle de la caractéristique rf....x,t) à la position à laquelle est calculé le taux de 

dépôt. Ce terme est considéré comme négligeable lorsque la croissance est 

stationnaire, c'est à dire quand elle n'implique pas de variation des caractéristiques 

spatiales au cours du temps. 
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• Dans le cas numéro 2, l'élément considéré est déplacé par rapport à l'origine du repère 

(en général, l'apex racinaire ou la base de la feuillé). Au flux téIhporel décrit dans le 

cas numéro 1, s' ajoute un flux lié au déplacement de l'élément dans le gradient. Le 

terme v x : est un terme convectif, proportionnel à 1; intensité du gradient et à la 

vitesse de déplacement dans le gradient 

• Dans le cas numéro 3, l'élément considéré est non seulement déplacé le long de 

l'organe, mais il subit aussi une déformation (en général une croissance). Aux deux 

termes (temporel et convectif) décrits précédemment s;ajoute un terme d'étirement. 
~ . . 

Le terme p ; correspond au flux de substance lié à la variation de volume. En effet, 

pour maintenir la concentration locale p, il faut un flux proportionnel à cette 
~ 

concentration et à l'accroissement de volume ;. 

Il en résulte l' expression monodimensionnelle développée en coordonnées cartésiennes 

de l' équation (II. 1 ) : 

ôp ôp ~x 
d=-+v -+p-

â x rJx rJx 
(II.2) 

où d(x,t) est le taux de dépôt de p à la position x au temps t, vx(x,t) est la vitesse de déplacement 

le long de l'axe x et p-,..x,t) est la quantité d'une substance, exprimée par millimètre de longueur 

de feuille. 

Dans le cas particulier de l'analyse de la crOIssance d' une feuille de graminée, la 

croissance longitudinale a presque toujours été considérée comme étant prépondérante, tandis 

que les croissances en largeur et en épaisseur étaient négligées. C'est donc cette version 

monodimensionnelle de l' équation qui a été utilisée dans de nombreuses études antérieures 

(Schnyder et al., 1988 ; Meiri et al., 1992; Gastal et Nelson, 1994). De même, dans certaines 

études sur les racines, c' est cette équation qui a été appliquée pour calculer le taux de dépôt 

(Bernstein et al, 1995 ; Bret-Harte et Silk, 1994). En effet, l'étude est alors effectuée sur une 

longueur importante de racine, où les variations de dimensions sont négligées. La racine en 

croissance est alors considérée comme un organe parfaitement cylindrique (ce qui est produit 

près de l'apex a le même diamètre que ce qui a été produit auparavant). 

Par contre, pour des études plus fines de l'apex racinaire, une version bidimensionnelle 

de l'équation de continuité, développée en coordonnées cylindriques, peut être utilisée (Silk et 

al. , 1984, 1986 ; Zhong et Lauchli, 1993). Le dépôt lié à une augmentation de diamètre peut 

alors être distingué de celui lié à un déplacement dans un gradient de concentration (Silk et al. , 

1984). 
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Pour les feuilles de dicotylédones, il faut par contre définir la croissance en au moins 

deux dimensions, ce qui nécessite de définir nOn seulement les compos('mtes de l'étirement dans 

les différentes dimensions, mais aussi un système complexe de tenseurs qui décrivent l'intensité 

de la déformation dans les différentes dimensions (<<strain rate tenson>, tenseur de vitesse de 

déformation), aînsi que les changements d'orientation qui en découlent (<<vorticity tensor», 

tenseur de vorticité). Cette analyse; effectuée en premier lieu par Richards et Kavanagh (1943) à 

partir de données sur la feuille de tabac, a été reprise et développée par Erickson en 1966 (cité 

dans Silk, 1983). 

Un concept qui simplifie souvent l'analyse des flux dans les organes en croissance est 

celui de croissance stationnaire. La croissance est dite stationnaire lorsque ses caractéristiques 

sont invariantes au cours du temps. C' est souvent le cas lorsque l'origine du repère est 

judicieusement choisie (par exemple, l'apex racinaire ou la base de la feuille). Le terme de 

variation temporelle peut alors être négligé (Schnyder et Nelson 1989 ; Gastal et Nelson, 1994), 

et il en résulte, dans les études monodimensionnelles, que seules les données de distribution 

longitudinale de la substance étudiée (eau, NSC, différentes formes d'azote ... ) et de la croissance 

sont nécessaires pour calculer les taux de dépôt, c'est à dire les flux de matière liés à la 

crOIssance. 

Les variations de largeur observées le long de la feuille, en particulier vers la pointe, 

influencent la valeur du taux de dépôt lorsqu' il est calculé à partir de l'équation (I.2), c' est à dire 

la version monodimensionnelle de l'équation de continuité (Gastal et Nelson, 1994). Nous avons 

donc été amenés à développer une expression du taux de dépôt tridimensionnelle simplifiée : le 

taux de dépôt est uniquement exprimé en fonction de la position par rapport à la base de la 

feuille , x, et du temps, t, mais le calcul est fait à partir de la masse volumique et des taux de 

croissance relatifs dans les trois dimensions (voir paragraphe II.B.2). 

D.A.2) Le carbone dans la plante. 

Le carbone est un constituant de base des molécules organiques, il est donc présent en 

grande quantité dans la plante. Il est présent dans les acides nucléiques, les acides aminés, et 

donc les protéines, mais l'essentiel du carbone dans un végétal est contenu dans une fraction 

appelée communément carbohydrates, qui peut représenter entre 50 et 80% de la matière sèche 

des plantes fourragères. Il s' agit de molécules constituées d' un squelette carboné, sur lequel se 

greffent des groupements hydroxyles, donnant des proriétés aldéhydiques ou cétoniques à ces 

composés. Les sucres simples les plus courants chez les végétaux sont le glucose et le fructose 



Figure II.2. Les grandes catégories de carbohydrates chez les végétaux. 
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(monosaccharides) et surtout le saccharose (dimère de glucose et de fructose), qui est la forme 

de transport des sucres issus de la photosynthèse. 

Les sucres peuvent former des polymères plus ou moins longs, appelés polysaccharides. 

L'amidon et la celluloses sont des polymères de glucose, différant par le type de liaison existant 

entre les monomères de glucose. L'amidon est une molécule de stockage peu abondante dans les 

parties végétatives des graminées fourragères (Van Soest et al., 1991). La cellulose, sous forme 

de mièrofibrilles eiichevêtrées, est le éOnstituaiit essentiel de la paroi des cellules végétales. 

Dans les parois végétales âgées, les fibrilles de cellulose sont imprégnées de composés 

phénoliques (lignine) qui rigidifient la paroi et la rendent moins dégradable, ce qui entraîne une 

diminution de la qualité fourragère . Les hémicellulose sont également un des constituants des 

parois végétales. Ce sont des polymères de différents oses (xylose; arabinose, glucose; mannose, 

galactose), plus ou moins ramifiés. Les pectines sont des polymères d'acides uroniques, de 

rhamnose, dJarabinose et de galactose essentiellement. Ils sont peu abondants dans les graminées 

fourragères (Van Soest et al., 1991). 

Les fructanes sont des polymères de fructose et de glucose. Ce sont des molécules de 

stockage (essentiellement dans les organes végétatifs) chez de nombreuses plantes cultivées; 

comme les graminées (Van Soest et al., 1991). Ils peuvent constituer de 35% jusqu'à 50% de la 

MS dans les feuilles et les gaines de celles-ci respectivement. Les fructanes sont hydrosolubles, 

et sont donc stockés dans la vacuole, représentant ainsi une réserve facilement utilisable. Outre 

le rôle de substance de réserve énergétique (notartirtient lors de la repousse après une coupe), les 

fructanes permettent la photosynthèse à basse température et jouent un rôle osmotique dans la 

zone en croissance (Nelson et Spollen, 1987). 

Deux grandes catégories de carbohydrates sont en général citées (figure II.2) : d'une part, 

les polysaccharides structuraux, qui comprennent la cellulose et les hémicelluloses, d'autre part, 

les càrbohydrates non structuraux (NSC), constitués des mono- et oligo-saccharides (glucose, 

fructose, saccharose essentiellement), des fructanes, galactanes, J)-glucanes et de l'amidon. Les 

pectines sont tantôt considérées comme des éléments structuraux, dans le cadre des études sur la 

paroi cellulaire, tantôt comme des éléments non structuraux, dans le cadre d'études 

nutritionnelles, 

H.A.3) Métabolisme carboné dans la feuille en croissance. 

Les éléments successifs qui composent la feuille de graminée (cellules, groupes de 

cellules, segments) subissent à tour de rôle les mêmes transformations : division, élongation, 

maturation. Ainsi un gradient de développement est observé le long de la zone de croissance 



Figure D.3. (A) Flux d'eau et de MS (Schnyder et Nelson, 1988). (B) Détail des quantités et (C) 
des flux de différents WSC le long de la feuille en croissance (Schnyder et al. , 1988). Le trait 
vertical représente la fin de la zone de croissance. 
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(Prat, 1948). De plus, il est possible, une fois la croissance décrite de manière quantitative, de 

détèrrrtiner les flux de matière liés à la mise en place des organes végétaux, grâce soit à un suivi 

d'éléments «réels» alors qu'ils subissent les différentes étapes du processus de croissance, soit 

aux équations de mécanique des fluides dérivant des lois de conservation de la matière (voir 

paragraphe précédent). 

De nombreuses études calculent le taux de dépôt de MS dans la feuille en croissance de 

gramiilée. L'allure de ces courbes est présentée dails la figure II.3.A (Schnyder et Nelson, 1988). 

Le dépôt de MS est maximal dans la zone où la croissance volumique, et donc l'entrée d'eau, est 

maximale. Le dépôt d'une grande quantité de matière est nécessaire pour compenser la dilution 

bée à l'entrée d'eau. Cela se manifeste par le terme d'étirement dans l'équation de continuité, 

qui est très supérieur aux autres termes dans la zone de croissance (Schnyder et Nelson, 1988). 

Le taux de dépôt diminue dans la deuxième partie de la zone d'élongation, puis se stabilise, 

voire augmente dans la zone de maturation, en relation avec le dépôt des parois secondaires 

(MacAdam et Nelson, 1987) et la mise en place de l'appareil photo synthétique (Dean et Leech, 

1982; Gastal et Nelson, 1994). 

Ainsi, les flux de MS dans les zones de division et d'élongation sont assez bien connus. 

Les données de taux de dépôt dans la zone de maturation sont par contre moins nombreuses et 

plus récentes, malgré leur importance dans l'aspect qualité fourragère (Gastal et Nelson, 1994 ; 

Gebrehiwot et al., 1995). De plus, la plupart de ces études considèrent la croissance foliaire 

COrtlliie un phénomène stationnaire, et négligent le terme temporel dans l'équation de continuité. 

Ainsi, il existe des données précises sur les flux de matière dans la feuille en croissance 

lorsqu'elle émerge, par contre, l'étude des variations des différents flux nets pendant la 

transition de puits à source de la feuille de graminée est nouvelle (Brégard, 1996). 

Le métabolisme carboné dans la zone de croissance -a été étudié sous différentes 

conditions expérimentales (Volenec et Nelson, 1984a, b ; MacAdam et Nelson, 1987 ; Schnyder 

et Nelson, 1987, 1988, 1989 ; Schnyder et al., 1988 ; Allard et Nelson, 1991 ; Gebrehiwot et al., 

1995). Les NSC représentent en effet entre 30 et 60% de la MS dans la zone de croissance. En 

terme de quantité, ils sont le plus abondant dans la partie de la feuille où l'élongation est 

maximale (figure II.3 ;B); ce qui implique un fort dépôt pour compenser la dilution (figure 

II.3.C). Les fructanes sont la forme de NSC la plus abondante tout au long de la feuille (environ 

de 50%). A la base de la feuille, le saccharose est fortement présent, tandis qu'à la fin de la zone 

de croissance, ce sont les monosaccharides (essentiellement glucose et fructose) qui représentent 

la deuxième forme de NSC en terme d'abondailce. Le saccharose est la principale forme de 

transport des carbohydrates. Il est importé essentiellement dans la partie basale de la zone de 

croissance. Néanmoins le flux net de saccharose est moins important que le flux net de 

fructanes. En effet, les fructanes sont synthétisés quand la croissance est rapide, et contribuent à 

la réduction de la teneur en saccharose; Cela permet à la fois de maintenir une entrée importante 



Figure fl.4. (A) Flux de matériel structural (Schnyder et al, 1988). (B) Détail des teneurs et CC) 
des fl ux de différents types de fibres le long de la feuille en croissance (Gebrehiwot et al. , 1995). 
Le trait vertical représente la fin de la zone de croissance. 

A 
..--

"'.q 7,5 

"'8 
8 

~ 5,0 

• 
o --- - -------- - - ------- --- -- ------ - - - ---

o 10 20 30 40 

Distance à la ligule (mm) 

60 B 

~ NDF C 40 6 /-...... NDF 

20 4 --'7~ 
0 2 .-

'";' 

-- 40 S 
if) ADF S 
::t cil 0 
~ :1. 

3 <:> -- Cellulose -- ..... 
'"' 

<0 

= 20 c.. 
~ 

,~ 

= Q 2 
~ 

E-< 

0 1 

30 
0 

20 Cellulose 0 20 40 60 
Distance à la ligule (mm) 

10 

0 
0 25 50 75 100 

Distance à la ligule (mm) 



Chapitre II. Flux de matière sèche et de carbone au cours du développement de la feuille - 34 -

de saccharose et d'eau, par déchargement symplastique du phloème, tout en réduisant le 

potentiel osmotique dans le cytoplasme (Schnyder et al., 1988). Les fructanes sont ensuite 

dégradés (en fructose notamment, d'où une augmentation du flux net de monosaccharides) 

quand les tissus sont déplacés vers la zone de maturation où l' import est insuffisant pour assurer 

les processus de synthèse des parois secondaires et la mise en place de l'appareil 

photo synthétique (Schnyder et al., 1988; Allard et Nelson, 1991). 

La fraction carbonée struéturale a quelquefois été estimée à partir de la différence entre 

la quantité de MS et de WSC dans les tissus (figure II.4.A). Cette estimation est surtout valable 

dans la zone de maturation, car le pic de dépôt observé dans la zone de croissance résulte 

également d'un dépôt important de MS azotée dans les premiers millimètres (Gastal et Nelson, 

1994), et d'un dépôt d'autres minéraux, en particulier de potassium, dans la zone où l'élongation 

est maximale (Keingatti et al., 1995). Néanmoins, le dépôt de composés pariétaux commence 

dès le début de la zone de croissance, et est maximal dès la fin de la zone d'élongation (figure 

II.4.C). Cela entraîne une augmentation progressive des teneurs en composés pariétaux de la 

base de la feuille jusqu'à environ 100 mm de la base de la feuille (figure II.4.B). Le dépôt de 

cellulose atteint un plateau au début de la zone de maturation, mais elle se retrouve d'autant 

moins dans la fraction NDF, la plus dégradable, que l'on s'éloigne de la base de la feuille. Il est 

ainsi probable que l'épaississement des parois, ainsi qu'un dépôt de lignine, diminue la 

dégradabilité des parois, et déplace une partie de la fraction NDF vers la fraction ADF, moins 

dégradable (Gebrehiwot et al., 1995). 

II.B) Matériel et méthodes. 

D.B.I) Matériel végétal. 

Les résultats suivants correspondent à deux expérimentations réalisées dans les mêmes 

conditions de croissance. Les résultats de l'expérimentation 1 se rapportent au matériel végétal 

obtenu lors de l'expérimentation décrite au chapitre 1. Les prélèvements de l'expérimentation II 

se sont déroulés selon le même protocole: prélèvements le jour de l'émergence de la feuille fn, 

puis 2, 4, 6, 8 et 10 jours après l'émergence. 

La détermination de la teneur en fibres des tissus nécessite environ 50 mg de matériel 

végétal par analyse. Il a donc fallu re!:,7fouper les échantillons obtenus à des positions voisines le 

long de la feuille. Ainsi, nous disposons d'une mesure dans la zone de croissance (0-30 mm), de 
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deux mesures dans la zone de maturation (30-70 mm et 70-100 mm), puis de mesures tous les 40 

mm. Des analyses de NSC ont également été effectuées sut ces échantillons de MS regroupée. 

Des échantillons prélevés sur la feuille précédente (fn-I ) ont également été analysés. Ces 

échantillons correspondent au suivi d'un segment particulier: un segment de 20 mm de limbe, 

situé à 20 mm de la ligule. Il s'agit donc d'une approche matérielle. 

D.B.2) Calcul des flux de matière. 

Le matériel végétal utilisé est celui qui a été prélevé dans les conditions décrites dans la 

partie LB. Nous disposons des caractéristiques de la croissance en longueur (intensité, 

distribution) et de la croissance en largeur et en épaisseur (distribution longitudinale) au cours du 

temps, ce qui a été décrit au chapitre 1. L'approche matérielle (l.B.5) nous a permis de 

déterminer les lignes de déplacement de l'ensemble des éléments matériels qui constituent la 

feuille. A partir de ces lignes de déplacement et des profils de différentes caractéristiques le long 

de la feuille, à différentes dates, il est possible de déterminer les caractéristiques successives (par 

exemple, la masse linéique) des différents éléments qui composent la feuille. Une autre 

approche du suivi d'éléments matériels peut être effectuée à partir des segments prélevés sur la 

feuille fn-l' En effet, ces segments sont prélevés non pas à une position fixe de base de la feuille, 

mais à une position fixe par rapport à la ligule, c'est à dire un élément repérable (matériel) le 

long de la feuille. Le suivi de ce segment au cours du temps nous donne l'évolution des segments 

sur une feuille mature (à partir de 13). Si la croissance des feuilles successives est répétitive, 

alors fn doit connaître les mêmes évolutions que fn_l' Cette méthode permet une première 

approche des flux liés à la croissance. 

Une autre approche utilise l'équation de continuité et permet d'obtenir, directement à 

partir des données spatiales (profils), un flux net (ou taux de dépôt). Par exemple, l'équation de 

continuité (II. 1 ) peut être développée en une dimension, et coordonnées cartésiennes: 

OPe OPe 
de =-+v -+P ·REGR â x t3x e (II.3) 

où dc(x,t) est le taux de dépôt de matière sèche par unité de longueur, vix,t) est la vitesse de 

déplacement le long de l'axe x, pl:'c,t) est la masse linéique de la feuille et REGR est le taux de 

croissance longitudinale relatif. 

Le terme d((x. t) représente la quantité nette de MS qui se dépose instantanément dans un 

segment d'un millimètre de long, situé à x millimètres de la base de la feuille au temps t. La 

valeur de de résulte du vieillissement du tissu, du déplacement le long de la feuille du segment 



Chapitre II. Flux de matière sèche et de carbone au cours du développement de la feuille - 36 -

considéré et de son étirement. Il s'agit d'un flux net résultant de la force de puits du segment et 

de la disponibilité en MS. 

L'éqUàtion de continuité peut également être développée en trois dimensions et en 

coordonnées cartésiennes, ce qui donne: 

d == _?P_y +v _ôP_v +v ?P"+v ôpl' +p (V.v) 
v à xâ YiY Z& v 

(lI.4) 

où dvCx,y,z,t) est le taux de dépôt de matière sèche sur une base volumique, vx(x,t) est la vitesse 

de déplacement le long de l'axe x, v/x,t) est la vitesse de déplacement le long de l'axe y, vz(x,t) 

est la vitesse de déplacement le long de l'axe z, pvCx,y,z,t) est la masse volumique de la feuille, 

V . v est la divergence de la vitesse de déplacement (taux d'étirement). 

Le taux d'étirement est la somme des taux relatifs de croissance en longueur, largeur et 

épaisseur, mesurés et calculés au chapitre I. 

ôV x ôV v ôVz v·v=-" +-" +-= REGR+r +r â iY & f e 
(I1.5) 

Considérant qu'à une abscisse donnée, les propriétés de la feuille sont identiques dans 

toute la largeur et toute l'épaisseur du segment, alors: 

ôpv = ôPv = 0 
iY & 

(I1.6) 

Par conséquent, l'équation (lI.4) peut être réécrite ainsi : 

ôp", ôPv ( ) dv = -a+vx â + Pv REGR+rf +re (I1.7) 

Le terme dvCx,y,z,t) représente la quantité de MS qui se dépose instantanément dans un 

segment d'un volume d'un millimètre cube, situé à x millimètres de la base de la feuille au temps 

t (dans notre cas, dv ne dépend ni de y ni de z). La valeur de dv résulte également du 

vieillissement du tissu, du déplacement le long de la feuille du segment considéré et de son 

étirement. Il s'agit du flux net de MS dans un millimètre cube de tissus, ce qui est proche de la 

mesure d'une activité métabolique liée à la croissance. 

Il n'existe pas de relation simple entre dv et de (voir Annexe II). Par conséquent, de et dv 

doivent être calculés séparément selon les équations (II.3) et (II.4). 

Nous n'avons pas effectué de calculs de taux de dépôt de NSC ni de fibres, car les 

données dont nous disposons, notamment dans la zone de croissance, ne sont pas assez précises 

du point de vue spatial. 
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D.B.3) Dosage des sucres solubles. 

Les sucres solubles dans l'eau (WSC, c'est à dire fructanes, mono- et oligosaccharides) 

Ont été dosés d'après une méthode mise au point par Dimler et al. (1952). Cettè méthode est 

rapide et relativement simple, tout en restant fiable. Le principe est de déterminer la densité 

optique (d.o.) par spectrophotométrie d'une solution aqueuse (préparée à partir d'un échantillon 

de 5 mg) à laquelle le réactif (Anthrone dissoute dans de l'acide sulfurique concentré, 2 gll) est 

ajouté et qui est laissée à réagir pendant 15 min au bain-marie bouillant. Le résultat, exprimé en 

fructose (ou glucose) potentiel, est déterminé en comparant la d.o. de l'échantillon avec la d.o. 

d'une gamme étalon de solutions de fructose (Annexe ill). La quantité œamidon dans les tissus 

de fétuque élevée est généralement considérée comme négligeable (Volenec et Nelson, 1984a). 

Par conséquent nous avons fait l'approximation que la quantité de SucreS non structuraux (NSC) 

était égale à la quantité de sucres solubles mesurée. 

D.B.4) Dosage des fibres. 

Les différentes techniques de mesure de la teneur en fibre dans les tissus végétaux 

requièrent généralement une quantité importante de matériel végétal par rapport à r échelle de 

notre travail (de 500 mg à 19 de MS). Il nous a donc fallu mettre au point une méthode portant 

Sur des quantités dè matériel végétal plus faibles (ènviron 50 mg). Notre prèmier èssai a porté 

sur une méthode utilisée en alimentation humaine, la mesure des fibres TDF (Total Dietary 

Fibre, Prosky et al., 1985), définies comme la partie des parois qui résiste à l'action des enzymes 

digestives des mammifères. Il s'agit donc d'une méthode de digestion enzymatique qui 

hydrolyse les composés pariétaux peu polymérisés, mais n'attaque pas les composés plus 

compacts, et qui rend compte des processus de digestion chez les monogastriques. 

La digestion se déroule en trois phases, chacune correspondant à l'action d'une enzyme, à 

un pH et une température donnés. 

• La première phase est la digestion par une amylase résistante à la chaleur, à pH 6.0 

(maintenu par une solution de tampon phosphate, et ajusté avec de l'acide 

phosphorique, ou de la soude), pendant 30 minutes au bain marie bouillant. 

• La seconde phase est l'action d'une protéase, pendant 30 minutes à 60°C, à pH 7.5. 

• La troisième phase concerne la digestion par une amyloglucosidase, pendant 30 

minutes à 60°C, à pH acide (4.5). 
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Le résidu non digéré est précipité avec de l'éthanol à 95°, pendant au moins une heure, 

puis filtré sur uri creuset en verte fritté, avec aspiratioh. Le résidu est rihcé plusieurs fois à 

l'éthanol 78°, puis 95° et enfin à l'acétone. Les creusets sont placés à l' étuve, et la teneur en 

fibres est calculée selon la formule suivante : 

(POidsrésidu - Nrésidu - Cendresrésid.J 
%TDF= x 100 

Poidséchanlilfoll 
(II. 8) 

Comme nous ne disposions pas d'une quantité suffisante de matériel pour effectuer des 

répétitions sur tous les échantillons, et déterminer la teneur en azote et en cendres du résidu; 

nous avons pris des valeurs identiques de %N et de %Cendres pour tous les résidus. 

Cette technique est relativement longue, et est plutôt utilisée en alimentation humaine. 

C'est pourquoi nous avons ensuite travaillé à la mise au point de la méthode de détermination 

des fibres à l'aide de détergents neutres (NDF) sur des petites quantités. Le principe est 

d'exposer le matériel végétal à un détergent neutre (Annexe IV) et à une température élevée, de 

rincer et de récupérer le résidu, composé de la fraction cellulosique, hemicellulosique et lignifiée 

de la paroi. Il faut noter que les pectines sont solubilisées et n; entrent pas dans la fraction NDF. 

Les conditions nécessaires à une mesure fiable sont: une ébullition rapide et homogène dans la 

solution, et la récupération de toutes les particules après la digestion. Pour cela, nous avons placé 

le mélange poudre + détergent dans des erlenmeyers, tandis que l'ébullition était provoqué par 

un bain de sable. Après une heure, le résidu était filtré sur un creuset en verre fritté, rincé, puis 

séché au moins 24 heures à l'étuve. 

Après pesée, le résidu était passé à l'analyseur carbone/azote pour déterminer sa teneur 

en azote. Il ne nous a pas été possible de mesurer la teneur en cendres du résidu, nous avons 

donc pris une valeur standard (1 % de la MS initiale). La teneur en fibres est calculée avec la 

formule suivante: 

. . . (POidsrésidtl - N résidtl - Cendl'eSrésidU) . 
%NDF = x 100 

PoidséchallNlloll 
(II.9) 



Figure II.5. Quantité de matière sèche exprimée par unité de longueur (ML) à JI ( ), J3 (0 ), J5 
(e ), J7 (0 ) et J9 (.A.). Les pointillés représentent les ML successives de quelques éléments 
matériels, calculées à partir de leurs trajectoires et des profils de ML le long de la feuille, au 
cours du temps. La flèche représente la position de la ligule à J9, le trait vertical représente la fin 
de la zone d'élongation. 
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n.C) Résultats et discussioli. 

n.C.I) Masse linéique et dépôt par unité de longueur. 

Quel que soit le stade de développement de la feuille, la quantité de MS par unité de 

longueur (ML) augmente le long de la zone de croissance longitudinale (figure II.5), se stabilise 

sur une longueur d'autant plus grande que la feuille est longue, puis diminue vers la pointe de la 

feuille. Ces variations reflètent en partie les variations de la largeur et de l'épaisseur. 

Parallèlement, la ML d'éléments matériels (pointillés sur la figure IlS) augmente au cours du 

temps; quel que soit l'élément considéré le long de la feuille . Il apparaît donc que la MS 

s'accumule dans les segments bien après la zone de croissance longitudinale. 

En combinant les données de distribution de la MS le long de la feuille au cours du temps 

aux données de croissance (vitesse de déplacement et REGR) au moyen de l'équation (II.3), nous 

avons détenniné le flux net de matière sèche, sur une base linéique, tout au long de la feuille. Le 

taux de dépôt de matière sèche sur une base linéique, di (figure II.6); est élevé entre 10 et 20 mm 

de la base de la feuille, puis diminue plus ou moins rapidement vers la pointe de la feuille. 

L'allure de la courbe est similaire à la distribution du taux de dépôt de MS obtenu par Schnyder 

et Nelson (1988), sur une feuille qui venait juste d'émerger des gaines des feuilles précédentes. 

A J9, le pic de dépôt maximal est plus proche de la base de la feuille que les jours précédents, du 

fait du déplacement du pic de REGR maximal vers la base de la feuille, observé à J8 sur la 

figure 1.22. La valeur de de augmente de manière marquée entre JI et J7 dans la zone de 

croissance longitudinale (0-35 mm), mais également tout le long de la feuille. 

Un élément matériel est déplacé de plus en plus loin de la base de la feuille, et traverse 

des zones caractérisées par différents de au cours du temps. Etant donné que la V AF et le REGR 

sont relativement stables entre JI et J7, les éléments successifs de la feuille sont déplacés à 

travers ces zones de dépôt toujours avec la même vitesse. Ainsi, un élément situé près de la base 

de la feuîlle à JI, qui traverse des zones où de est faible, accumule moins de MS qu'un élément 

situé près de la base à B ; qui traverse des zones où di est élevé. Par conséquent, la production 

d'un élément situé près de la pointe de la feuille requiers moins de MS que la production d'un 

élément situé près de la base de la feuille, ceci étant bien entendu à relier aux variations de 

largeur et d'épaisseur des segments le long de la feuille. 

Aux différentes phases de l'ontogenèse de la feuille correspondent des taux de dépôt 

différents, pour les éléments successifs de la feuille; qui sont liés à l'évolution du volume des 

éléments successifs mis en place. 



Figure II.7. Quantité de matière sèche exprimée par unité de volume (MY) à 11 ( ), J3 (0 ), 
J5 (e ), 17 (0 ) et J9 (.A). Les pointillés représentent les MY successives de quelques éléments 
matériels, calculées à partir de leurs trajectoires et des profils de MY le long de la feuille, au 
cours du temps. La flèche représente la position de la ligule à J9, le trait veliical représente la fin 
de la zone d'élongation. 
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II.C.2) Masse volumique et dépôt par unité de volume. 

Le terme di représente le flux net de MS qui entre dans un segment de feuille d'un 

millimètre de long. Sa largeur et son épaisseur influent sur la valeur de dl.' Aussi; pour nous 

affranchir des changements de dimensions de la feuille, nous avons calculé la masse volumique 

(MV) et le taux de dépôt sur une base volumique (d,,,) à partir de l'équation (il.?). La MY étant 

calculée à partir de la section totale de la coupe transversale (qui inclut les espaces gazeux 

intercellulaires du mésophylle), il s'agit donc d'une sous-estimation de la masse VOlumique 

«cellulaire» . 

Contrairement à la ML, la MY diminue le long de la zone de croissance longitudinale, 

pUIS augmente de manière continue jusqu'à la pointe de la feuille (figure il.7). La valeur 

minimale de MY à une date donnée, située à la fin de la zone d'élongation, diminue entre JI et 

B, se stabilise vers J5, puis augmente entre J7 et J9. A J9, le minimum est situé à environ 25 

mm de la base de la feuille, ce qui correspond vraisemblablement au rétrécissement de la zone 

d'élongation observé à J9. Quelle que soit la position par rapport à la base de la feuille où l'on se 

place, les éléments successifs qui occupent cette position sont de plus en plus denses avec le 

temps. Il faut cependant remarquer que la MV à 150 mm de la base est plus élevée à J7 qu' à J9. 

Cela peut s'interpréter comme le résultat du déploiement du segment situé à 150 mm de la base 

de la feuille entre J7 et J9. En effet, le déploiement entraîne une augmentation de la surface de la 

section transversale, et en particulier de l'épaisseur des segments (voir pointillés sur la figure 

I.23.B). Cela conduit à une diminution de la valeur de MV entre J7 et J9. 

La diminution de MV le long de la zone de croissance longitudinale peut s' expliquer par 

la dilution de la matière sèche par le flux d 'eau lié à la croissance qui entre dans les cellules 

(Schnyder et Nelson 1988). mais aussi par l'augmentation du volume des espaces gazeux 

intercellulaires. Par exemple, à J9, la MY passe de 0,19 à 0,14 mg.mm-3 entre ° et 30 mm de la 

base, soit une diminution de 26%. L'augmentation de section transversale est plus importante 

que l'augmentation de ML. Par contre, dans le même temps, la densité «cellulaire» (estimée en 

divisant la ML par la quantité d'eau présente dans un segment d'un millimètre de long), passe de 

0,22 à 0,20 mg.mm-3 entre 0 et 30 mm de la base, soit une diminution de seulement 9%. Ainsi, 

l'entrée d' eau dans la zone de croissance n'explique qu'une partie de l'augmentation de la 

section transversale. Celle-ci est principalement due à l'apparition d'espaces gazeux 

intercellulaires entre 0 et 30 mm de la base de la feuille. La matière sèche dans la zone de 

croissance est donc diluée à la fois par de l'eau et par de l ' air. 

Au-delà de la zone de croissance longitudinale, la MV augmente de manière régulière. 

Les MY successives d'éléments matériels, déduites des lignes de déplacement et des profils de 



Figure n.8. Taux de dépôt de matière sèche exprimé par unité de volume (dv) à J1 ( ), J3 (0 ), 
J5 (e), 17 (0 ) et J9 (.6.). 
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MY le long de la feuille aux différentes dates (pointillés sur la figure II.7), indiquent que ces 

éléments accUIIlulent de la matière sèche même lorsqu'ils SOlit sortis de la zone d' élongation. 

Une partie de cette augmentation de MV correspond à la maturation des tissus (MacAdam et 

Nelson, 1987), qui se déroule entre la fin de la zone de croissance en longueur et environ 80 mm 

de la base de la feuille (MacAdam, 1988). Dans cette zone, l'appareil photo synthétique est mis 

en place dans les cellules du mésophylle (Gastal et Nelson, 1994). De plus, les parois 

secondaires de cellules sont déposées dans les vaisseaux du xylème, les cellules fibreuses du 

sclérenchyme et la gaine interne des faisceaux vasculaires (Hanna, et al. , 1973 ; MacAdam, 

1988). Cela provoque une augmentation de MV pour les éléments dès la fin de la zone de 

croissance longitudinale. Néanmoins, il est important de noter que l'ensemble des éléments 

matériels de la feuille accumulent de la matière sèche même lorsqu' ils sont exposés à la lumière 

(sauf entre J7 et J9, après 150 mm de la base de la feuille). 

Le taux de dépôt de matière sèche sur une base volumique (dv) représente la valeur 

instantanée de la matière sèche qui se dépose dans une unité de volume en une heure (figure 

II. 8). Pendant toute la période de développement de la feuille, dv est élevé près de la base de la 

feuille , diminue fortement le long de la zone d ' élongation, puis plus faiblement vers la pointe de 

la feuille, sans jamais s' annuler. 

Près de la base de la feuille , dv est maximal à 13, puis diminue rapidement par la suite 

(voir encart 2,5 mm sur la figure II. 8). Cette diminution de dv avec le temps à la base de la 

feuille est essentiellement due à la diminution des taux d'élargissement et d' épaississement 

relatifs (re et r c, figure 1.26). Entre 10 et 20 mm de la base de la feuille , dv reste relativement 

constant au cours du temps (voir encart 17,5 mm sur la figure 11.8). Dans cette partie de la zone 

de croissance, la croissance en longueur est bien plus importante que la croissance en largeur ou 

en épaisseur, et reste à peu près constante entre J2 et J6. Dans la zone de maturation 

(approximativement entre 35 et 80 mm de la base de la feuille) , dv augmente entre JI et J9 (voir 

encart 45 mm sur la figure 1l.8). 

Au cours de la croissance, la surface de la feuille exposée à la lumière augmente 

progressivement, à la fois parce que la longueur de limbe émergé augmente et parce que la 

feuille se déplie. La feuille en croissance passe graduellement d'une situation de puits exclusif 

(de JI à 13) à une situation d'autotrophie. A JI et 13, tous les assimilats provenant des feuilles 

précédentes semblent utilisés par la zone d'élongation, où la demande est forte. Cette priorité 

pourrait être liée au fait que le flux d ' assimilats passe par la base de la feuille avant de pouvoir 

rejoindre des parties plus matures. Après 13 , la feuille en croissance assimile du carbone et 

réduit les nitrates. Ces capacités augmentent au cours du temps jusqu' au déploiement complet 

du limbe. Les assimilats de la feuille en croissance sont dirigés vers la base de la feuille pour y 

satisfaire les besoins liés à la croissance et à la maturation, qui sont ainsi progressivement 

satisfaits (Brégard, 1996). Ainsi, l'augmentation de dv dans la zone de maturation au cours du 
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temps est sans doute liée à la satisfaction progressive de la demande en assimilats de la zone de 

maturation. 

Une feuille dont la croissance est presque terminée (comme par exemple fn à J9) exporte 

une partie de ses assimilats à la feuille en croissance suivante (ici, fn+1) dès que la gaine a 

commencé à croître (Brégard, 1996). Une partie de ces assimilats peut également être stockée 

dans les parties matures de la feuille en croissance, et ainsi causer une augmentation constante 

de MY et de dv dans les parties de la feuille exposées à la lumière. Ainsi, lorsque des segments 

situés entre 60 et 80 mm de la base de la feuille à 13 (ils sont alors limités en assimilats) sont 

déplacés jusqu'à 110-130 et 160-180 mm de la base à J5 et J7 respectivement, l'accumulation de 

matière sèche reprend (figure n.8). 

Les taux de dépôt dans les parties matures de la feuille en croissance semblent faibles en 

comparaison de ceux évalués dans la zone de croissance (figures II.6 et 11.8); mais l'approche 

matérielle (pointillés sur les figures 11.5 et 11.7) montre qu'à l'échelle d'un segment de feuille, le 

dépôt de MS hors de la zone de croissance provoque de grandes variations de ML et de MY 

L'approche matérielle ne permet pas la quantification des flux qui sont liés à l'augmentation de 

volume, mais elle donne une représentation fiable et simple de CeS flux dans les zones Où 

l'augmentation de volume est nulle. Ainsi, les augmentations de ML et de MV dans la zone de 

maturation indiquent des dépôts de MS importants, les flux correspondants restent faibles en 

comparaison aux taux de dépôt qui sont observés dans la zone de croissance en volume (où le 

terme d'étirement V· v est prépondérant). Ces deux approches sont donc complémentaires. 

Il eSt impossible de comparer le taux de dépôt sur uné base linéique et le taux de dépôt 

sur une base volumique, car il n'existe pas de relation simple entre ces deux grandeurs. Ces deux 

méthodes de calcul quantifient deux phénomènes différents. Ceci est illustré par le fait que dv 

dans les cinq premiers mm de la base de la feuille est le plus élevé à J9, tandis que dv dans cette 

même zone est le plus faible à J9 , Cela correspond au fait que le taux de dépôt à J9 ne résulte 

pas d'une activité métabolique élevée, mais d'un gros volume à remplir. L'intérêt de l'approche 

volumique des taux de dépôt est qu'elle supprime les possibles différences de dimensions et 

leurs variations, tant le long de la feuille qu'au cours du temps. 

Ainsi, il est important de considérer à la fois les changements linéiques et les 

changements volumiques lors des études sur le développement foliaire. Cela peut être 

particulièrement important lors de l'étude des métabolismes carboné et azoté, qui sont abordés 

plus loin. 



Figure II.9. Evolution de la teneur en NSC le long de la feuille en croissance à J1 ( ), 13 (0 ), 
15 (e ), 17 (0 ) et 19 (A ) pour l'expérimentations 1 (A). A 10 ( ), J2 (0 ), 14 (e ), 16 (0 ), 18 (A ) 
et 110 (~) pour l'expérimentation II (C). Les barres verticales (B et D) représentent les teneurs en 
NSC d' un segment de la feuille fn-l situé à 20 mm de la ligule pour l'expérimentation 1 et 
l'expérimentation II respectivement. Le trait vel1ical indique la fin de la zone de croissance 
longitudinale. Les barres d' erreur représentent l'écart à la moyenne (n = 5). 
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D.C.3) Sucres non structuraux. 

L'expérimentation 1 montre un profil caractéristique de teneur en NSC le long d'une 

feuille eh croissance (figure n .9), comme cela a été décrit par MacAdam et Nelson (1987). La 

teneur en NSC est maximale dans la zone de croissance et diminue de manière marquée le long 

de la zone de maturation, pour atteindre un minimum vers 85 mm de la base de la feuille. Après 

85 mm, la teneur en NSC augmente de manière régulière vers la pointe, sauf pour J7 et J9, où 

une diminution de la teneur en NSC près de la pointe de la feuille est observée. 

A partir de l'émergence de la feuille, la teneur en NSC à une position donnée par rapport 

à la base de la feuille est en augmentation constante. La zone en croissance contient 30% de 

NSC à JI, et plus de 40% à J9. Le minimum qui se trouve à la fin de la zone de maturation passe 

de moins de 10% à JI à près de 25% à J9. C'est à ce niveau que se situe la plus grande variation 

de teneur en NSC avec le temps, 

Nous avonS Suivi l'évolution de la teneur en NSC dans un segment de la feuille 

précédente (fn-1) , situé sur le limbe, à 20 mm de la ligule. Il s'agit d'une approche matérielle. La 

teneur en NSC augmente de manière régulière entre JI et J9, et passe de 10 à 40% environ. A JI, 

ce segment est sorti de la zone de croissance, et à J5, la feuille fn-l est ligulée. Une accumulation 

constante de NSC est observée dans la feuille, même lorsque celle-ci a terminé sa croissance. 

La quantité de NSC par unité de longueur de feuille est le produit de la teneur en NSC et 

de la masse linéique à une position et une date données (figure II. 10). Elle est élevée à la base de 

la feuille et diminue progressivement vers la pointe. A une position donnée par rapport à la base 

de la feuille, la quantité de NSC augmente fortement avec le temps. 

Pour le segment que nous suivons sur la feuille fn-l (figure II.I0.B et D), l'augmentation 

de NSC est continue et très importante (la quantité de NSC par millimètre dans ce segment est 

multipliée par 12 entre JI et J9). Une autre approche matérielle a été effectuée d'après la 

méthode décrite au paragraphe I.B.5 (figure n .l0.A et C). D\une manière générale, la quantité de 

NSC par millimètre d' un segment diminue faiblement durant un laps de temps variable (tandis 

que le segment est déplacé loin de la base de la feuille), puis augmente de manière régulière par 

la suite, jusqu'à la fin de l'expérimentation. Pour un segment situé à 70 mm de la base de la 

feuille à JI (représenté par la ligne de déplacement la plus basse), le début de l'augmentation se 

produit alors que le segment se trouve aux alentours de 180 mm, à J5. De même, pour des 

segments situés à 40 mm de la base à JI , J3 et J5 respectivement, cette augmentation débute à 

partir de 130, 105 et 95 mm de la base respectivement. Il se produit donc une accumulation de 

NSC dans les segments, et ce à partir d'une position de plus en plus proche de la base de la 

feuille au cours du temps. La vitesse de déplacement des segments en dehors de la zone de 



Figure II.I0. Evolution de la quantité de NSC par millimètre le long de la feuille en croissance à 
11 ( ), 13 (0 ), J5 (e ), 17 (0 ) et J9 (À ) pour l' expérimentations 1 (A). A JO ( ), J2 (0 ), J4 (e ), 
J6 (0 ) J8 (À.) et J10 (.1) pour l'expérimentation II (C). Les barres verticales (B et 0) 
représentent la quantité de NSC par millimètre d ' un segment de la feuille ~l_Isitué à 20 mm de la 
ligule pour l'expérimentation l et l'expérimentation II respectivement. Le trait vertical indique la 
fin de la zone de croissance longitudinale. 
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croissance (V AF) ne variant pas énormément entre JI et J9, cela signifie que cette accumulation 

de NSC se produit de plus en plus tôt dans l'histoire d'un segment. 

Cette accumulation nette peut résulter de deux phénomènes différents : soit une arrivée 

accrue, soit une utilisation plus faible de NSC, ou les deux. Une arrivée accrue, nécessairement 

liée à un déchargement plus important de saccharose venant du phloème (plus grande force de 

puits ou plus d'assimilats disponibles), peut être déterminée par l'augmentation de la surface de 

limbe exposée à la lumière, et l'augmentation consécutive de la photosynthèse du limbe. Une 

utilisation plus faible de NSC est probablement liée à une plus faible consommation de NSC 

pour la synthèse des parois secondaires et des chloroplastes, et la respiration associée 

(respiration cellulaire, synthèses de cellulose et hémicellulose déposées dans les parois 

secondaires). Il est néanmoins nécessaire de déterminer; pour les différents segments; le moment 

de l'arrêt de la synthèse des parois secondaires pour savoir si l'accumulation de NSC ne résulte 

pas également d'une diminution de la consommation de NSC. 

n.c.4) Fibres. 

Les expérimentations l et II montrent une teneur en fibres faible dans la zone de 

croissance (figure II.l1.A et C), et maximale dans la zone de maturation (à 50 mm de la base 

pour les TDF de l'expérimentation l, et 85 mm de la base pour les NDF de l'expérimentation II). 

Dans les deux cas, une diminution de la teneur en fibres est observée vers la pointe de la feuille. 

La teneur en NDF à une position donnée a tendance à augmenter légèrement, mais de manière 

non significative. La teneur en TDF semble également marquer une certaine augmentation avec 

le temps. 

La teneur en TDF d'un segment de limbe situé à 20 mm de la ligule de fn-l diminue 

fortement entre J1 et J9 (figure II.l1.B). La diminution en NDF est moins marquée (figure 

11.11.D). Une diminution de la quantité de fibres dans les segments étant peu probable, il doit 

s'agir d'un phénomène de dilution des fibres par une accumulation de NSC. Cette accumulation 

de NSC entraîne donc une amélioration de la qualité fourragère. 

La différence entre les valeurs moyennes de TDF ' (entre 40 et 50% dans la zone de 

maturation, par exemple) et de NDF (plus de 50% dans la même zone) n'est certainement pas 

due à la méthode de dosage des fibres. En effet, la méthode NDF, contrairement à la méthode 

TDF, solubilise les pectines, et donc ne les inclut pas dans le calcul des fibres. Nous devrions 

donc observer une valeur de TDF plus importante que celle de NDF. Dans notre cas, nOus avOIis 

vu que la teneur en NSC est beaucoup plus importante dans l' expérimentation l (TDF) que dans 



Figure n.ll. Evolution de la teneur en fibres (TDF et NDF) le long de la feuille en croissance à 
JI ( ), J3 (0 ), J5 (e ), 17 (0 ) et J9 ( .. ) pour l'expérimentations l (A). A JO ( ),12 (0 ), J4 (e ), 
J6 (0 ) J8 (.6.) et J1 0 (,1) pour l'expérimentation II (C). Les barres verticales (8 et D) 
représentent la teneur en fibres d ' un segment situé à 20 mm de la ligule sm la feuille fn- I . Le trait 
veliical indique la fin de la zone de croissance longitudinale. Les barres d'erreur représentent 
l'écart à la moyenne (n = 3). 
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l'expérimentation TI (NDF). Il est donc vraisemblable que la faible teneur en TDF soit due à une 

«dilution» des fibres par les NSC. 

La quantité de fibres par unité de longueur de feuille est le produit de la teneur en fibres 

(NDF ou TDF) et de la masse linéique à une position et une date données (figure n.12). Pour 

chaque date, elle est faible dans la zone de croissance, maximale dans la zone de maturation, et 

diminue de manière progressive vers la pointe de la feuille, en relation à la fois avec la 

diminution de la teneur en fibres, et du rétrécissement de la feuille , La diminution de la teneur 

en fibres de la base vers la pointe de la feuille pourrait être liée à la diminution de l'épaisseur. 

En effet, une plus grande épaisseur se traduit par des massifs de sc1érenchyme plus hauts (rôle de 

soutien) et donc plus de composés pariétaux. La base des limbes en croissance serait alors de 

moins bOMe qualité fourragère que la pointe, non seulement à càuse de la nécessité d'une 

quantité plus importante de tissus de soutien, mais également parce que la teneur en NSC dans 

les tissus en cours de maturation est moins importante que dans les tissus exposés à la lumière, 

qui accumulent des NSC. 

L'approche matérielle nous permet de suivre la trajectoire d'éléments matériels, dont 

quèlques unes Ont été représentées sur la figure n .12. A l'inverse de là quantité de NSC par 

millimètre, la quantité de fibres par millimètre dans un segment augmente, puis reste 

relativement stable. Nous pouvons ainsi identifier le processus de dépôt des parois secondaires, 

et déterminer pour un segment donné le moment (et donc la position le long de la feuille) Où le 

dépôt des parois secondaires cesse. Ainsi, il apparaît que l'accumulation de parois secondaires 

s'arrête entre 100 et 150 mm de la base de la feuille, selon le stade de développement. Cette 

évaluation diffère de celle faite par MacAdam et Nelson (1987), qui estimaient l;arrêt de la 

synthèse vers 80 mm. Leur évaluation, basée sur les changements de masse surfacique minorée 

des WSC le long du limbe, à uIie date dOMée, était faussée par les variàtions de dimensiOns de 

la feuille, et surtout par l'absence d' approche dynamique. 

Nous pouvons remarquer, pour les segments dont la trajectoire est représentée sur la 

figure II.12, que le dépôt des parois secondaires cesse au moment et à 1; endroit précis où 

l'accumulation de NSC commence. Cette accumulation nette de NSC est donc la résultante de 

deux phénomènes simultanés : l'augmentation de l'activité de soutcé du segment et de 

l'ensemble de la feuille (transition de puits à source de la feuille) ainsi que la diminution des 

besoins en sucres de ce segment, liée à la fin de la mise en place des parois secondaires. 

n est également intéressant de comparer l'augmentation de la quantité de fibres dans un 

segment particulier à la diminution de la quantité de NSC. En effet, prenons pour exemple un 

segment situé à 40 mm de la base de la feuille à J3 (pointillés sur les figures n .12.A et B). Si 

nous l'observons jusqu'à J5, il se trouve alors à 100 mm de la base, il a donc traversé l'ensemble 

de la zone de maturation, et est exposé à la lumière. Entre J3 et 15, la quantité de fibres TDF et 



Figure H.12. Evolution de la quantité de fibres (TDF et NDF) par millimètre le long de la feuille 
en croissance à 11 ( ), J3 (0 ), J5 ce), J7 (0 ) et J9 (~) pour l' expérimentations l (A). A JO ( ), 
J2 (0 ), J4 (e ), J6 (0 ) J8 (~) et 110 (~) pour l'expérimentation II (C). Le trait vertical indique la 
fin de la zone de croissance longitudinale. 
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NDF qu'il contient passe de 100 à 280 I-lg.mm-1 (+180%) et de 50 à 130 I-lg.mm-l (+160%), 

respectiveinent. Pat contre, durant le mêine laps dé teinps, la quantité de NSC qu'il contient 

passe de 64 à 50 I-lg.mm,t (-22%) et de 35 à 22 I-lg.mm-1 (-37%) respectivement. La diminution 

de NSC ne peut expliquer à elle seule l'augmentation de la quantité de fibres. La synthèse des 

parois secondaires s'effectue donc plus largement à partir de l'importation de NSC 

(vraisemblablement de saccharose) qu'à partir des NSC accumulés dans la zone d'élongation, ce 

qui confirme ainsi les résultats issus du marquage 14C de Brégard (1996). 

Conclusion 

Les flux de matière dans la feuille en croissance varient au cours du temps: 

• en réponse à la cinétique de mise en place de la feuille en terme de volume. Ainsi, le 

taux de dépôt de MS par unité de longueur, qui représente le flux net de MS dans les 

segments, augmente pour les éléments successifs (de plus en plus larges et épais) qui 

sont produits à la baSé de la feuille ; 

• en fonction de l'équilibre trophique au niveau de la feuille. La transition de puits à 

source de la feuille en croissance influe sur la durée de mise en place des parois 

secondaires. En effet, si le taux de dépôt de MS par unité de volume, qui représente 

l'activité métabolique des segments, ne semble jamais limité, le taux de dépôt de MS 

par unité de volume est faible dans la zone dé maturatiOn quand la feuille émerge, 

mais augmente par la suite. Ainsi, les besoins liés à la mise en place des parois 

secondaires ne sont satisfaits que lorsqu'une surface de limbe suffisante est exposée à 

la lumière. Une fois la transition de puits à source de la feuille, les besoins en NSC 

pour la synthèse des parois secondaires dans les segments en cours de maturation sont 

de plus en plus rapidement satisfaits, malgré leur taille croissante. 

Il semble donc y avoir une priorité de la zone de croissance sur la zone de maturation en 

ce qui concerne la satisfaction des besoins carbonés. Le chapitre suivant doit permettre de 

déterminer s'il existe ce type de priorité en termes d'azote. 
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L'objectif de ce chapitre est de préciser les zones d'incorporation de Pazote le long de la 

feuille en croissance; leur évolution dans le temps, et de relier ces résultats aux données déjà 

abordées conCèrnànt le fonctiorihement de la feuille en croissance. Pour cela, nous allons 

appliquer les méthodes d'analyse des flux de matière, décrites dans le chapitre précédent, à 

l'azote. La connaissance précise des flux d'azote dans la feuille en croissance doit permettre de 

déterminer les mécanismes d'action de l'azote sur la croissance, et à terme, de sélectionner des 

génotypes dont l'utilisation de l'azote au niveau de la plante entière est optimale. 

ill.A) Analyse bibliographique. 

ID.A.1) L'azote dans la plante. 

L'azote èst un des principaux éléments minéraux de la plante. La plupart des plantes 

utilisent préférentiellement l'ion nitrate (N03") et, dans une moindre mesure, l'ammonium 

(NH4), présents dans le sol. La réduction du nitrate en ammonium, précurseur des acides 

aminés, des protéines et des nucléotides, est un processus coûteux en énergie. Elle est 

essentiellement effectuée dans les tissus photo synthétiques (Bassham et al., 1981 ; Meyer et al., 

1993). Selon les espèces, une partie plus ou moins importante de la réduction des nitrates peut 

cependant être effectuée dans les racines, en particulier dans les cellules épidermiques (Rufty et 

al. ; 1986). L'énergie est alors apportée sous forme de glucides des feuilles vers les racines 

(Andrews, 1986; Meyer et al., 1993). 

Les formes de transport xylèmiques de l'azote dans la plante sont le nitrate et les acides 

aminés. Les acides aminés, dont certains sont synthétisés uniquement dans les feuilles, peuvent 

être transportés vers les racines via le phloème (Wallsgrove et al., 1983). Ensuite, ils peuvent 

éventuellement être renvoyés vers les parties aériennes via le xylème. Il existe ainsi un pool 

d'azote circulant en pertIianence dans la plante (Cooper et Clarkson, 1989). Une partie du nitrate 

absorbé par la plante peut être accumulée dans les vacuoles, jusqu'à des concentrations cent fois 

supérieures à celles des sols après fertilisation (Naik et al., 1982; Meyer et al., 1993). Cela 

permet à la plante de constituer une réserve utilisable en cas de carence. 



Tableau Ill.l. Paramètres cellulaires de la zone de croissance foliaire sous deux régimes de 
nutrition azotée (Volenec et Nelson, 1983). 
*pas de différence significative (P:S:0.05). 

VAF Taille Taille finale Taux Durée 
(mm.h-1

) initiale des des cellules d'élongation d' élongation 
cellules (Ilm) cellulaire (h) 

(Ilm) (Ilm.h- 1
) 

N non limitant 0.64 14 111* l.17 4.8* 

N limitant 0.34 18 113* 0.96 3.6* 

Figure DI.l. Les différentes formes d'azote dans la feuille en croissance de fétuque élevée: 
(- ) azote soluble sous forme réduite, (A ) azote nitrique, (e ) azote sous forme insoluble (Gastal 
et Nelson, 1994). 
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L'azote possède un rôle central sur la croissance de la plante. Il influe sur la répartition 

de la croissance entre les parties aérienne et racinaire. Ainsi, une nutrition azotée non limitante 

favorise le développement de la surface foliaire et l'interception de la lumière (Gastal et Saugier, 

1986) au détriment de la croissance racinaire (Song, 1992), alors que son action sur la capacité 

photosynthétique du couvert est faible (Gastal et Bélanger, 1993). La nature (hormonale, 

trophique ... ) de ce mécanisme n'est pas encore connue précisément. 

Des études en conditions de nutrition azotée contrastées ont permis de déterminer les 

différents paramètres cellulaires de la feuille en croissance qui sont affectés par une carence 

(tableau ill.1). Elles ont permis de montrer que l'azote n'affecte pas ou peu le taux d'élongation 

cellulaire, ni la durée d'élongation (la taille flnale des cellules reste donc identique), mais il 

stimule la production de cellules au niveau du méristème foliaire, dont la taille est d'autant plus 

faible qu'elles se divisent rapidement (Volenec et Nelson, 1983 ; MacAdam et al., 1989 ; Gastal 

et Nelson, 1994). 

Une étude fine des flux d'azote au niveau des zones en croissance, en particulier la zone 

de crOIssance foliaire est nécessaire pour mieux définir le mode d'action de l'azote sur la 

crOIssance. 

ID.A.2) L'azote dans la feuille en croissance. 

C'est à la base de la feuille que la teneur en azote est la plus importante, et cela se traduit 

également au niveau de la quantité d'azote, exprimée en milligrammes par millimètre (Gastal et 

Nelson, 1994). Cette dernière est élevée à la base de la feuille, diminue de manière marquée le 

long de la zone d'élongation, puis se stabilise voire augmente légèrement le long de la zone de 

maturation, pour enfin diminuer progressivement vers la pointe de la feuille, en relation avec la 

diminution de la largeur de la feuille (Gastal et Nelson, 1994). La teneur en azote des feuilles, et 

de la feuille en croissance en particulier est très dépendante du régime de nutrition azotée de la 

plante. Les teneurs en azote à la base de la feuille sont respectivement de 7.5 et 3% pour des 

feuilles non carencées et carencées en azote, tandis qu'à la fin de la zone d'élongation, elles sont 

respectivement de 3.5 et 1% (Gastal et Nelson, 1994). 

Les protéines et les acides nucléiques (qui se retrouvent dans la fraction insoluble, lors 

d'une extraction à l'alcool) sont de loin la forme d'azote la plus abondante (figure HI.1), en 

particulier à la base de la zone de croissance, où ils peuvent représenter jusqu'à la moitié de la 

MS (Gastal et Nelson, 1994). Ceci est à mettre en relation avec l'activité de division cellulaire 

située à la base de la zone de croissance, et les grands besoins en acides nucléiques et en 

polypeptides qui en résultent. Pour maintenir une concentration élevée de ces formes azotées 



Figure m.2. (A) Microphotographie de cellules méristématiques d'une feuille en croissance de 
ray grass d'Italie (Latium multiflarum, Lam.), arrangées de manière relativement dense, et 
contenant un cytoplasme riche en organelles juvéniles, en particulier de nombreux proplastides 
(Pp). La vacuolisation vient juste de commencer (flèches). 
(B) Microphotographie de cellules du mésophylle dont la vacuole (V) est entièrement 
développée, repoussant le cytoplasme le long de la paroi cellulaire, et qui contiennent des 
plastides (P) caractéristiques de la région médiane exposée à la lumière de la feuille en 
croissance (Prioul et al., 1980a). 
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dans une zone en croissance (où il y a dilution par entrée d'eau), un flux net (ou dépôt) important 

est nécessaire. Parmi les différentes formes d'azote, c'est la fraction insoluble qui se dépose le 

plus intensément. Le dépôt de protéines et d'acides nucléiques est important près de la base de la 

feuille, il diminue de manière marquée dans la zone d'élongation. Des dépôts faibles mais 

significatifs sont néanmoins observés à la fois dans la zone de maturation et dans les parties de la 

feuille exposées à la lumière. Ainsi, près de 70% de l'azote insoluble est incorporé dans les 30 

premiers millimètres de la feuille, les 30% restant l'étant entre 30 et 110 mm de la base (Gastal 

et Nelson, 1994). Dans les tissus matures, une partie non négligeable des protéines se trouve 

dans les parois cellulaires, et représente environ 10% de l'azote total (Wilman et al., 1977). Il 

s'agit principalement de glycoprotéines liées aux carbohydrates structuraux qui jouent un rôle 

dans l'expansion cellulaire (McQueen-Mason, 1995). Ces glycoprotéines on tpour appellation 

générale « extensines ». Chez les graminées, elles sont riches en thréonine et en hydroxyproline. 

Néanmoins, dans les tîssus en croissance, il s'y trouve également une grande quantité d'enzymes 

(hydrolases, peroxydases ... ) impliquées dans le grandissement cellulaire (MacAdam et al., 1992 ; 

Carpita, 1996). 

Les acides aminés et les petits peptides (qui se retrouvent dans la fraction soluble, lors 

d'une extraction à l'alcool) sont nettement moins abondants que l'azote protéique, et suivent une 

diminution continue de la base à la pointe de la feuille. Leur dépôt net, sensiblement constant 

tout au long de la zone de croissance, est pratiquement nul plus loin de la base de la feuille. 

L'azote nitrique (N-N03-) est peu abondant dans la partie basale de la zone d'élongation. 

Il augmente de manière significative le long de la zone de croissance, et atteint 12% de l'azote 

total dans la partie distale de la feuille en croissance non carencée en azote (Gastal et Nelson, 

1994). Le taux de dépôt de N-N03- est maximal là où le REGR est maximal, c'est à dire autour 

de 10 à 15 mm de la base de la feuille. Néanmoins, l'activité Nitrate Réductase n'est pas 

observée en dessous de 100 mm de la base de la feuille, ce qui implique que l'ensemble de 

l'azote utilisé dans ces segments est apporté sous forme réduite à partir des tissus matures 

(Gastal et Nelson, 1994). L'augmentation de la concentration en N03- dans les tissus est 

concomitante à l'augmentation de la taille des cellules et de leur vacuoles (figure III.2), où les 

nitrates s'accumulent préférentiellement. Ainsi, les cellules de la base de la feuille, qui sont dans 

les premiers stades du développement, possèdent de petites vacuoles, ce qui limiterait 

l'accumulation de N03- (Gastal et Nelson, 1994). 

Les protéines chloroplastiques constituent une partie importante de l'azote présent dans 

un tissu mature. La Rubisco peut représenter jusqu'à 40% des protéines dans un tissu mature 

(Gastal et Nelson, 1994 J. Elle est peu abondante près de la base de la feuille, et sa synthèse 

rapide commence après la fin de la zone d'élongation (Dean et Leech, 1982; Gastal et Nelson, 

1994). Cependant, la quantité de Rubisco et de chlorophylle par unité de surface est nettement 

infërieure à la pointe de la feuille en croissance par rapport à la pointe de la dernière feuille 
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totalement développée (prioul et al., 1980a). Deux phénomènes peuvent peuvent être avncés 

pour expliquer cette différence: le gradient de développement des cellules, qui existe le long de 

la feuille en croissance de graminées, ou encore la forte hétérogénéité des paramètres 

d'éclairement au niveau d'une feuille, et entre les différentes feuilles d'une talle. TI existe, en 

effet, une diminution naturelle de l'éclairement depuis la pointe jusqu'à la base de la feuille, liée 

au port particulier de la feuille de graminée, et aux gaines enroulées protégeant la feuille en 

croissance. Il faut noter cependant que les propriétés de type fibre optique des feuilles mises en 

évidence par Mandoli et Briggs (1984) permettent l'accès d'une certaine quantité de lumière à la 

base de la feuille en croissance (Vogelmann et Bjorn, 1986). 

Prioul et al., (1980b) ont montré que les composantes biochimiques de la capacité 

photo synthétique (chlorophylle, Rubisco) sont fortement réversibles et régulées par 

l'éclairement, contrairement à la géométrie de la feuille (épaisseur, structure du mésophylle ... ). 

Il résulte qu'il est délicat de comparer deux parties de feuille, voire deux feuilles différentes, du 

point de vue des caractéristiques biochimiques de la photosynthèse, en raison de ces interactions 

complexes entre milieu extérieur et paramètres « internes ». 

ID.A.3) Position du problème. 

Le premier objectif de ce chapitre est de réévaluer l'évolution des flux d'azote le long de 

la feuille au cours des différentes phases de son développement. En effet, lors d'études 

précédentes, les variations de largeur ou d'épaisseur de la feuille, quand elles étaient non 

quantifiées, empêchaient l'analyse précise des données (prioul et al., 1980a; Gastal et Nelson, 

1994). Le calcul du taux de dépôt d'azote par unité de volume doit permettre de s'affranchir des 

variations de dimensions le long de la feuille, tout en intégrant les besoins liés à l'augmentation 

de largeur et d'épaisseur. De plus, les flux d'azote sont quantifiés à plusieurs stades de 

développement de la feuille. Il est donc possible de relier les fllL,{ observés aux différentes étapes 

du développement, comme par exemple les grandes phases de la synthèse protéique (mise en 

place des protéines photosynthétiques, fonctionnement de la feuille mature et début de la 

sénescence) observées par Hedley et Stoddart (1972). 

Le deuxième objectif de cette étude est de tester l'hypothèse émise par Gastal et Nelson 

(1994) de recyclage interne de l'azote protéique au niveau de la zone de maturation, afin de 

satisfaire les besoins en acides aminés du processus de maturation. En effet, une grande partie 

des protéines photo synthétiques est mise en place avant que les tissus soient exposés à la 

lumière. Les tissus sont alors encore dépendants de parties de feuilles plus matures. Or, la plus 

grande partie (environ 70%) de l'azote incorporé dans un segment l'est dans la zone de 
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croissance (Gastal et Nelson, 1994). Il n'y a apparemment pas de dépôt d'azote protéique 

important, ni d'utilisatiOIi d'azote soluble dans la zone de croissance qui puissent être 

directement associés à la mise en place de l'appareil photo synthétique. Cela mène à l'hypothèse 

que les besoins en azote liés à la mise en place des protéines photosynthétiques sont sans doute 

satisfaits par un recyclage interne, à l'échelle des segments, de l'azote incorporé plus tôt, dans la 

zone de croissance. Nous avons donc effectué une expérimentation de marquage isotopique de 

l'azote de la solution nutritive pour déterminer les zones d'utilisation préférentielles de l'azote 

nouvellement incorporé, et pour déterminer si les segments se trouvant dans la zone de 

maturation au moment où la solution nutritive est marquée incorporent ou non de l'azote 

provenant de la solution marquée. 

In.B) Matériel et méthodes. 

Les résultats présentés dans ce chapitre proviennent de trois expérimentations différentes. 

Il s'agit, pour les deux premières, des expérimentations 1 et II décrites dans les chapitres 

précédents (voir les paragraphes LB et II.B). La troisième est appelée expérimentation III. Il 

s'agit d'une répétition de l'expérimentation I, hormis le fait que les prélèvements ne sont 

effectués que sur une période de 4 jours au lieu de 8 jours pour l'expérimentation 1. Dans 

l'expérimentation III, un marqueur isotopique de l'azote eSN) a été utilisé pour distinguer, dans 

un segment, l'azote nouvellement assimilé de l'azote anciennement présent (Handley et Raven, 

1992). 

ID.B.l) Expérimentation 1. 

La composition en carbone et azote du matériel végétal, obtenu selon le protocole de 

culture et de prélèvement décrit au paragraphe 1.B.2, est déterminée par analyse élémentaire 

(Carlo Erba modèle CN 1500, Milan, Italy, Annexe V). 

La teneur en azote de la MS est combinée aux résultats concernant la quantité de MS et 

les dimensions des segments pour donner l'évolution de la quantité d'azote volumique le long de 

la feuille en croissance au cours de son développement. Les trajectoires d'éléments matériels 

déterminés au paragraphe I.B.5 ont été combinées aux profils des quantités d'azote le long de la 

feuille pour suivre l'évolution du contenu en azote de différents segments. Les taux de dépôt 
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d'azote par unité de longueur et par unité de volume sont calculés à partir des équations (II.3) et 

(II.7). 

ill.B.2) Expérimentation II. 

La teneur en fibres du matériel végétal, obtenu selon le protocole de culture et de 

prélèvement décrit au paragraphe II.B.1, est déterminée par la méthode NDF (paragraphe II.B.4). 

La teneur en azote des fibres est déterminée sur le résidu par analyse élémentaire (Carlo Erba 

modèle eN 1500, Milan, Italy, Annexe V). Le résultat est exprimé dans un premier temps par 

rapport à la MS totale, puis par ràpport à là quantité de fibres. 

ill.B.3) Expérimentation ill. 

• Conditions de culture. 

Nous avons utilisé des talles issues de deux graines (deux génotypes) de fétuque élevée 

(Festuca arundinacea, Schreb.), multipliées par éclatement successif des touffes. Les talles sont 

réduites en bâtonnets de 7 cm de long en enlevant les vieilles feuilles et les vieilles gaines, et en 

coupant les racines et le bout des feuilles. Ces bâtonnets sont plantés dans des coupelles 

remplies de sable, àrtosés d'eàu du robinet et plàcés à 15°C, 80% HR, sous un éclairement de 

400 Jlmo1.m-i .s- l durant les 14 heures de jour et ce pendant 18 jours afin de stimuler l'apparition 

de nouvelles racines. 

Les plantes sont ensuite mises sur une sorte de tamis qui permet aux racines de plonger 

dans une solution nutritive tout en étant protégées de la lumière. La solution contient 7,5 mM.rl 

de N03-, et est identique à celle utilisée pour l'expérimentàtion 1. Elle est d'abord appliquée 

diluée au quart, puis progressivement concentrée. Les conditions de culture sont modifiées peu à 

peu pour arriver à 20°C, 80% HR., et jour continu (la transition dure 3 jours). Les plantes sont 

groupées par 15 dans des bacs de 60 litres (60 x 40 x 32 cm) en polyéthylène. La solution est 

changée tous les 12 jours au départ, puis toutes les semaines. 

Après trois semaines de culture sur la solution non marquée, nouS àvons sélectionné des 

plantes à prélever ayant une feuille en croissance de même taille et en train d'émerger des gaines 

précédentes. Par analogie avec l'expérimentation I, le jour où 50% des feuilles en croissance 



Figure ID.3. Evolution de la vitesse d'allongement des feuilles successives lors de 
l'expérimentation III. fu (- ) est la feuille qui émerge à JO, fn-l (0 ) et fn-2 (e ) sont les deux 
feuilles précédentes. Les barres d'erreur représentent l'écart à la moyenne (n = 12). 
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sélectionnées ont émergé est appelé jour 0 (JO). Le jour 3, quand la feuille en croissance 

mesurait 158 ± 18 millimètres de long, la solution nutritive des bacs de culture est remplacée par 

une solution nutritive emichie à 1 % de i5N . 

• Mesures. 

La vitesse d' allongement des feuilles est mesurée chaque jour sur 12 talles (figure III.3). 

Elle est comparable aux résultats de l'expérimentation 1 (figure 1.21). Des capteurs d'élongation 

ont permis de vérifier que la croissance était stable dans le temps. 

A J4, des empreintes de cellules épidermiques ont été réalisées le long de la zone de 

croissance, sur 15 talles. Une fine pellicule de solution de Formvar (lg pour 25 ml de 

chloroforme) est appliquée au pinceau le long de la zone en croissance, puis récupérée, une fois 

sèche, sur du ruban adhésif et collée sur une lame de verre. Ces empreintes épidermiques sont 

ensuite observées au microscope (Olym.pus BH2) et la longueur des cellules est mesurée, à 

différentes positions par rapport à la base de la feuille, à l'aide d' une table à digitaliser 

(Calcomp) couplée à un micro-ordinateur (20 cellules mesurées par position et par lame). 

La vitesse de déplacement des éléments de feuille est calculée d'après la théorie 

développée par Gandar et coll. (Gandar et Hall, 1988 ; Gandar et Chalabi, 1989 ; Gandar et 

Rasmussen, 1991). Dans la zone d'élongation seule d'un organe en croissance longitudinale 

(zone de croissance en longueur où il n'y a pas de division cellulaire : Green, 1976), si cCx), la 

densité de cellules à la position x est constante dans le temps, alors le nombre de cellules passant 

à la position x par unité de temps (autrement dit, le flux de cellules) est égal au flux de cellules 

sortant de la zone de croissance durant ce même temps : 

(III. 1 ) 

où v(x, t) est la vitesse de déplacement à la position x, au temps t, Ize est la position de la fin de la 

zone de croissance et v(t;lze) correspond à la vitesse de déplacement à la fin de la zone de 

croissance, c'est à dire à la V AF. 

D'où (III. 2) 

Le REGR est déterminé jour par jour à chaque position de la manière suivante : 

REGR(x,t) = (:) 1 (III. 3) 



Figure m.4. Déroulement de l'expérimentation III. 
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Les données d'allongement foliaire combinées aux données de distribution longitudinale 

de la croissance ont pernis de déterniÏner la trajectoire de différents éléments matériels (voir 

paragraphe I.B.5). 

• Prélèvements. 

Cinq prélèvements sont effectués, à J3 Guste avant l' enrichissement de la solution 

nutritive), à J4, J5, 16 et J7 (figure ID.4). A chaque prélèvement, 12 feuilles en croissance sont 

découpées, à partir de la base de la feuille; en 18 segments de 5 mm, 2 segments de 10 mm, et le 

reste du limbe est conservé en entier. 

Les échantillons sont séchés à l'étuve pendant au moins 48 heures (70°C), puis pesés 

après refroidissement dans un dessiccateur. Les plus gros échantillons sont broyés dans un 

broyeur à bille. L'ensemble des échantillons est analysé à l'aide d'un spectromètre de masse 

(Roboprep TCD-Tracermass; Europa Scientific, Crewe, UK) à l'Institut fur Pflanzenbau de 

Bort.ti (Allemagne) pour déterrtiiner la teneur en azote et la composition isotopique de chacun. Le 

principe de séparation des isotopes est détaillé en Annexe VI. L'abondance naturelle du matériel 

végétal (0,36609%) a été déterminée à partir des mesures effectuées à J3, avant que la solution 

nutritive ne soit marquée. 

La composition isotopique d'un échantillon est exprimée par le pourcentage A%, qui 

représente la proportion d'atomes de 15N parmi la population totale d'atomes d' azote : 

15N . 
A% ~ ---- · 100 

0- 14N+15N 

• Calcul de la proportion de Nilncien et Nnouveau. 

(Ill.4) 

Chaque jour, la composition isotopique des segments de feuille est intermédiaire entre la 

composition isotopique du segment le jour précédent et la composition isotopique de la source 

d'azote (figure III.5). La proportion de l'isotope lourd (A %segment) dans l'azote d'tin segment 

(Nsegment) au jour n dépend: 

• de la quantité d'azote du segment (NinitiaD et de sa composition isotopique (A%initiaD au 

journ-l, 



Figure ill.6. Quantité d' azote par unité de longueur (azote linéique) le long de la feuille en 
croissance à JI ( ), J3 (0 ), J5 (e ), 17 (0 ) et .19 (Â ) pour l' expérimentation l (A) et à J3 ( ), J4 
(0 ), J5 (e ), J6 (0 ) et 17 (Â ) pour l'expérimentation HI (B). Les pointillés représentent les 
caractéristiques successives de différents éléments matériels, déduites des trajectoires et des 
profils d' azote linéique le long de la feuille en croissance. Les barres d'erreur représentent 
l' écart à la moyenne (n = 3). 
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• de la quantité d'azote incorporé (Nnouveau) à partir de la source d'azote entre le jour n-l 

et le jour n, 

• de la composition isotopique de la source (A %source) . 

Ainsi, la quantité de 15N dans un segment peut s'exprimer comme suit : 

A % segment· N segment = N cmciell ' A % initial + N nouveau ' A% sauree (III. 5) 

avec Nancien + Nnouveau = Nsegment 

D'où la possibilité de calculer l'évolution d'un jour à l'autre du stock d'azote présent 

dans un segment, quelle que soit sa position et la date considérée: 

A% segment - Ao/Ojnitial 

Nnouveall "" A01 A01 • QNsegment 
10 sauree - 10 illitial 

(II!. 6) 

et N mlden = QNsegment - Nnouveau (Ill.?) 

La comparaison de N ancien avec Ninitial donne l'évolution du stock d'azote d'un segment 

entre deux dates. En effet, si Nancien est plus faible que Ninitial alors cela signifie qu'une partie de 

l'azote présent dans le segment au jour n-l (N03·, acides aminés, protéines) a été remobilisée et 

exportée. 

ID.C) Résultats et discussion. 

m.C.I) Evolution des quantités d'azote le long de la feuille en croissance. 

La teneur en azote (inserts sur les figures III.6.A et B) et la masse linéique de 

l'expérimentation III (donnée non présentée) sont légèrement inférieures à celles de 

l'expérimentation l à date équivalente. Par conséquent, la quantité d'azote par unité de longueur 

de feuille est plus faible pour l'expérimentation III que pour l'expérimentation 1 (Nlin, figures 

III.6.A et B). Il pourrait s'agit d'une différence de largeur et d'épaisseur de feuille . Les valeurs 

observées sont un peu supérieures aux valeurs rapportées par Gastal et Nelson (1994), 

notamment pour l' expérimentation 1. Dans les deux expérimentations, des variations semblables 

sont observées à la fois le long de la feuille et au cours du temps. U azote linéique est élevé à la 



Figure III.7. Evolution de la quantité d'azote par unité de longueur dans un segment de limbe 
de la feuille fO-1 situé à 20 mm de la ligule à JI ( ), 13 (0 ), J5 ce ), J7 CO) et J9 CÀ.) 
(Expérimentation J). La feuille t~_1 est ligulée à partir de J5 (fig. 1.11). Le segment considéré se 
trouvait à 50 et 75 mm de la base de la feuille à 11 et J3 respectivement, donc hors de la zone de 
croissance. 
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base de la feuille (entre 15 et 35 J..lg.mm-l pour l'expérimentation l, et autour de 20 J..lg.mm-1 pour 

l'expérimentation Ill), diminue le long de la zone de croissance, puis marque soit un plateau soit 

une augmentation dans la zone de maturation, pour diminuer progressivement vers la pointe de 

la feuille . Quelle que soit la position par rapport à la base de la feuille, l'azote linéique des 

segments qui passent successivement à èette position augmente au cours du temps. Cela provient 

notamment de leur augmentation de largeur et d' épaisseur. 

D'un point de vue dynamique, le Suivi d'éléments matériels au cours du temps montre 

une forte augmentation de la quantité d;azote contenue dans les segments lorsqu'ils traversent la 

zone de maturation (30-35 mm à environ 100 mm de la base de la feuille) mais aussi lorsqu'ils 

sont exposés à la lumière (pointillés sur les figures Ill.6.A et B). Le suivi d'un segment situé à 20 

mm de la base de la feuille fn-l indique que cette accumulation d' azote se poursuit, avec un 

rythme moins important, même après l'arrêt de la croissance en longueur de la feuille (figure 

111.7). 

Les données relatives aux variations de dimensions de la feuille permettent de 

s'affranchir des variations de largeur et d'épaisseur de la feuille. Ainsi, comme N1in, la quantité 

d'azote par unité de surface foliaire (Nsurf, figure m.8.A) et la quantité d'azote par unité de 

volume (Nvob figure III.8.B) sont élevées à la base de la feuille, diminuent le long de la zone de 

croissance puis augmentent dans la zone de maturation. N s\uf diminue de manière beaucoup 

moins rapide que N1in vers la pointe de la feuille; tandis que Nvol augmente de manière constante 

à partir de la fin de la zone de croissance. LeS valeurS obtenueS pour Nsurf sont relativement 

élevées (Grindlay, non publié). Ceci pourrait être du aux conditions de culture, très favorables et 

très différentes de celles rencontrées au champ (azote non limitant, jour continu). Comme pour 

N1in, le suivi d' éléments matériels montre une entrée permanente d'azote (pointillés sur les 

figures m.8. A et B), qui s' explique par le fait que le volume des segments n'augmente que 

faiblement après la zone de croissance (voir Chapitre 1). 

La quantité d' azote par unité de volume présente dans les segments situés à la base de la 

feuille (0-5 mm) diminue au cours du temps. Ceci est à mettre en relation avec l'activité 

méristématique de cette partie de la feuille, qui diminue fortement avant que la gaine ne 

contribue de manière significative à l'allongement : en effet, 90% des cellules du limbe sont 

produites avant que le limbe ne fasse la moitié de sa longueur finale (Schnyder et al., 1990). 

Dans une zone méristématique active, les cellules sont de petite taille et surtout constituées de 

cytoplasme. De plus, la réplication du matériel génétique et la division cellulaire impliquent de 

nOnibreuses enzymes. L'azote volumique eSt par conséquent élevé à JI. Quand la production de 

cellules diminue, la taille moyenne des cellules et la proportion de vacuole augmentent. Ainsi, 

Nvo1 diminue près de la base de la feuille après JI . 

Dans la zone de croissance en longueur, la prise en compte de l'augmentation simultanée 

de largeur et d' épaisseur accentue la diminution de l'azote dans les segments avec la distance, 



Figure ID.9. Dépôt d' azote par unité de longueur (dNlin ) le long de la feuille en croissance à 
JI ( ),13 (0 ), J5 (e ), 17 (0 ) et J9 ( .... ) pour l'expérimentation 1 (A) et à 13 ( ), J4 (0 ), J5 (e ), 
J6 (0 ) et 17 ( .... ) pour l'expérimentation III (B). 
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comme cela était le cas pour MV. La valeur minimale de Nsurf et Nyo\ est observée à la fin de la 

zone d'élongation, c'est à dire à environ 35 mm de la base de la feuille. Cette valeur minimale 

augmente au cours du temps de manière beaucoup plus marquée pour Nsurf que pour Nyô\' 

L'augmentation de Nsurf observée au cours du temps à la fin de la zone d'élongation est donc 

essentiellement liée à Une augmentation d'épaisseur des segments. Dans la zone de maturation, 

la quantité d'azote volumique augmente. En effet, la valeur de Nyo1 pour un segment sortant de la 

zone de croissance à J9 correspond à la moitié de la valeur de Nyo1 pour un segment situé plus 

près de la pointe de la feuille et déjà exposé à la lumière. Il y a donc une entrée importante 

d'azote dans les segments situés dans la zone de maturation. 

La prise en compte des variations de largeur et d'épaisseur le long de la feuille permet de 

mettre en évidence des variations de densité importantes le long de la feuille, qui se 

maintiennent au cours du développement. 

m.c.2) Dépôt d'azote. 

• Dépôt par unité de longueur. 

Le taux de dépôt d'azote par unité de longueur (dNlin, figure III.9) est élevé à la base de la 

feuille, quelle que soit le stade de développement. Le maximum d'incorporation d'azote est situé 

entre 7,5 et 17,5 mm de la base de la feuille, ce qui èorrespond à la zone d'élongation maximale. 

Le dépôt d'azote diminue nettement dans la partie distale de la zone de croissance longitudinale, 

jusqu'à s'annuler à la fin de la zone de croissance entre J3 et J6 pour l'expérimentation m. Dans 

la zone de maturation (35-100 mm), dNliri est relativement élevé, puis diminue à nouveau vers la 

pointe de la feuille. Il faut noter que les valeurs nulles de dNlin ne sont observées qu'au delà de 

180 mm de la base pour J7 et J9 (expérimentation 1). L'allure des courbes et les valeurs 

observées dans l'expérimentation III sont proches de celles rapportées par Gastal et Nelson 

(1994), celles de l'expérimentation l sont un peu plus élevées. Les courbes de dNlin présentent la 

même allure globale aux différentes dates. La valeur du maximum de dépôt à la base de la 

feuille augmente tout d'abord au cours du temps, puis se stabilise par la suite. Ainsi, la 

diminution de la concentration en azote dans les segments proches de la base de la feuille est 

compensée par une augmentation du volume de tissu à mettre en place, ce qui entraîne une 

stabilisation de dNlin . 

Le taux de dépôt d'azote par unité de longueur représente le flux het d'azote dans les 

segments. dN1in est donc en partie déterminé par l'augmentation au cours du temps du volume des 



Figure m.to. Dépôt d'azote par unité de volume (dNvoD le long de la feuille en croissance à 
JI ( ), J3 (0 ), J5 (e ), 17 (0 ) et J9 C ... ) pour l'expérimentation 1. 
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segments à une même distance de la base (voir chapitre II). Comme cela avait été montré 

auparavant (Gastal et NelSon, 1994), la zoné de croissance est un puits important pour l'azote, 

tandis que le dépôt dans la zone de maturation est nettement plus faible que dans la zone de 

croissance. Néanmoins, comme cela a été mentionné dans le chapitre II, la comparaison des taux 

de dépôt dans la zone de croissance et la zone de maturation est délicate, car la majeure partie du 

flux net dans la zone de croissance est liée au terme d'étirement. Ainsi, il y a un dépôt net 

d'azote très important à la base de la feuille, mais l'entrée d'eau liée à la croissance est telle 

qu'il se produit tout de même une diminution de la concentration en azote le long de la zone de 

croissance. Par contre, en l'absence de croissance, le dépôt net d'azote dans la zone de 

maturation conduit à une augmentation de la quantité d'azote par millimètre. Cette accumulation 

est beaucoup plus importante que ne l'avaient estimé Gastal et Nelson (1994). La différence 

entre les deux evaluations provient du fait que le terme temporel ~ avait été négligé 

auparavant. 

Le calcul du dépôt d' azote par unité de longueur montre donc que l' incorporation d'azote 

subit de fortes variations au cours du développement de la feuille, et qu'elle est loin d'être 

négligeable hors de la zone de croissance, en particulier dans la zone de maturation, qui est un 

fort puits pour l' azote. 

• DépÔt pat unité de volume. 

Le taux de dépôt d' azote par unité de volume (~Vvol, figure III. 10) représente le dépôt 

d'azote résultant de l'activité (croissance, synthèse. ,, ) d'une unité de volume de tissu (voir 

chapitre II). dNvol est élevé à la base de la zone de croissance longitudinale et diminue de manière 

très marquée le long de la zone de croissance. A la fin de la zone de croissance en longueur, dNvol 

est très faible voire légèrement négatif, puis augmente à nouveau dans la zone de maturation, et 

diminue enfin vers la pointe de la feuille. Le dépôt après la Zone de croissance est nettement 

moins important qu'à la base de la feuille, mais il n'est pas nul (sauf près de la pointe à 13 et J9). 

Une diminution très nette de dNvol à la base de la feuille se produit entre J3 et J9 (insert 

2.5 mm sur la figure m.10). Entre J3 et J7, cette diminution ne peut être attribuée à la 

diminution des taux relatifs d'élongation. En effet, le REGR entre 0 et 10 mm de la base de la 

feuille hè change pratiquement pas entre JI et J7. De même, re ne diminue de manière 

importante qu'à partir de J5, tandis que la diminution de 1'6 observée à partir de J3 ne suffit pas à 

expliquer la diminution du dépôt d' azote par unité de volume. La diminution de dNvol est donc 

déterminée par la diminution de l'activité méristématique de la zone de division, qui se produit 



Figure ill.ll. Azote pariétal exprimé en pourcentage de la MS (A) et en pourcentage des parois 
(B) à JO (- ), J2 (0 ), J4 (e ), J6 (0 ), J8 (Â ) et 110 (Ll) pour l'expérimentation II. La ligne 
verticale représente la fin de la zone de croissance. Les barres d'erreurs représentent l'écart à la 
moyenne (n = 3). 
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relativement tôt (Schnyder et al., 1990 ; Skinner et Nelson~ 1994), et qui se traduit également au 

niveau de la vitesse d'allongement des feuilles (figure 1.21). La diminution de dNvo / entre la base 

de la feuille et la zone de maturation est plus faible à J7 et J9 qu'aux jours précédents, et il n'y a 

pas de minimum de dépôt à la fin de la zone de croissance, comme entre JI et J5 (insert 

27,5 mm sur la figure lli.lO). Le dépôt d'azote est relativement plus faible autour de 50 mm qu'à 

des positions plus proches de la base de la feuille. dNvo/ marque un pic entre J5 et J7, puis 

diminue légèrement à J9 (insert 55 mm sur la figure lli.lO). Dans les parties plus distales de la 

feuille, exposées à la lumière, le dépôt est faible mais non nul. 

Pour interpréter ces données, il faut raisonner en identifiant différents compartiments 

azotés: 

• un compartiment d'azote insoluble « interne» à la cellule, constitué d'une part d' acides 

nucléiques, d ' autre part, de protéines èytoplasmiques, chloroplastiques ou mitochondriales, 
J 

• un compartiment d'azote soluble « interne)} à la cellule, constitué de nitrate, d'acides aminés 

et de peptides (essentiellement des enzymes), 

• un compartiment d'azote « externe» à la cellule, comprenant les glycoprotéines structurales 

intégrées à la paroi (insolubles), et les enzymes jouant un rôle dans le grandissement 

cellulaire, le dépôt ou l'épaississement des parois (Carpita, 1996). La teneur en azote des 

parois a été mesurée sur le résidu NDF obtenu lors de l' expérimentation II. Elle est plus 

élevée à la base de la feuille et peut représenter jusqu'à 9% des parois (figure lli.l1.B), ce qui 

correspond à environ 3% de la MS (figure lli. l1 .A). En considérant que cet azote est 

essentiellement protéique et peptidique, 1 g d' azote équivaut à 6,25 g de protéines. Les 

composés azotés pariétaux représentent alors plus de la moitié de la masse de la paroi, et près 

de 20% de la MS totale à la base de la zone de croissance. Ces composés azotés sont 

cependant rapidement « dilués» lors du grandissement cellulaire: ils ne constituent plus que 

20% de la paroi et 9% de la MS dans les parties matures de la feuille. 

Le dépôt d'azote par unité de volume élevé dans la zone de division (0-10 mm de la base 

de la feuille) résulte vraisemblablement de plusieurs phénomènes. L'incorporation d'azote dans 

le compartiment d'azote insoluble « interne» est importante dans la zone de division pour 

permettre la réplication du matériel génétique et la mise en place de nouvelles structures 

cellulaires. Un dépôt significatif de glycoprotéines se produit également dans la paroi cellulaire, 

et s'accompagne d' une forte activité enzymatique. L'activité de division diminue assez tôt au 

cours du développement de la feuille (Schnyder et al. , 1990), ce qui se traduit par une 

diminution du dépôt d' azote par unité de volume à partir de J3 (insert 2,5 mm sur la figure 

IlI.lO). 

Le dépôt d'azote par unité de volume est faible, voire négatif, dans la partie distale de la 

zone de croissance de JI à J5 . Il augmente de manière marquée à J7 et J9 (insert 27,5 mm sur la 
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figure III. 1 0). Cette augmentation pourrait être liée à la diminution de la longueur de la zone de 

croissance observée sur la figure 1.22. Urt segment situé à 27,5 ni.ti:i de la base de la feuille avant 

J5 se trouverait alors dans la zone de croissance, tandis qu;à J7 ou J9, un segment situé à 

27,5 mm serait déjà entré dans la zone de maturation. La maturation entraîne l'incorporation 

massÎve d'azote insoluble dans les chloroplastes, ainsi que la synthèse de la Rubisco. Le dépôt 

des parois secondaires s'accompagne également d'un dépôt non négligeable d'azote, comme en 

témoigne l'augmentation de la teneur en azote des parois entre 50 et 150 mm de la base de la 

feuille (figure ln. 11 ). De ces deux phénomènes résulte un dNvol important (insert 55 mm sur la 

figure m. 10). 

Le dépôt d'azote par unité de volume faible mais nOn nul dans les parties de la feuille 

exposées à la lumière témoigne d'une accumulation d'azote, ce qui indique que la feuille n'est 

pas limitée en azote. Cette accumulation correspond vraisemblablement à un phénomène de 

stockage (sous forme de N03- ou d'acides aminés) dans le compartiment soluble «interne ». La 

vacuole des cellules épidermiques peut en effet fonctionner comme un compartiment de 

stockage temporaire d' assimilats carbonés et azotés (Dietz et al., 1994). Ces assimilats peuvent 

apparemment être remobilisés facilement, notamment durant la nuit (Dietz et al., 1994). Le 

régime de jour continu de l'expérimentation accentuerait encore le phénomène d'accumulation. 

La Rubisco pourrait également s'aècumuler, comme le mentionnent Huffaker et Peterson (1974), 

jouant ainsi le rôle de protéine de réserve, Par contre; le compartiment pariétal n'interviendrait 

pas dans les flux d'azote après le dépôt des parois secondaires. 

L'évaluation du dépôt d'azote par unité de volume et non par unité de longueur modifie 

assez fortement les profils de dépôt le long de la feuille, et leur évolution au cours du 

développement. Elle met en évidence une activité métabolique intense en ce qui concerne 

l'azote à la base de la feuille ert croissance, qui était masquée par les différences de largeur et 

d'épaisseur des segments dans le calcul du taux de dépôt par unité de longueur. Elle montre 

également que les écarts de dépôt d'azote entre dates de prélèvement dans la zone de maturation 

sont largement déterminés par les différences de dimensions. Néanmoins, des différences de 

dépôt d'azote par unité de volume subsistent entre dates. L'origine de ces variations reste 

incertaine. 

ffi;C.3) Utilisation de l'azote nouvellement assimilé. 

La composition isotopique des feuilles en croissance montre une augmentation rapide de 

la proportion de 15N à partir du début du marquage de la solution nutritive non seulement dans la 



Figure m.12. Teneur en 15N de l'azote total le long de la feuille en croissance à 13 ( ), J4 (0 ), 
J6 (0 ) et 17 (À.) pour l' expérimentation III (n = 3). 
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zone de croissance, mais également tout le long de la feuille (figure m .12). Au jour suivant le 

éhangémeht de solution nutritive, l'abondanée de 15N la plus élevée se trouve dans les segments 

situés entre 10 et 30 mm de la base, qui ont traversé peu de temps auparavant la zone où 

l'incorporation d'azote est maximale. L'abondance de 15N augmente encore à J4, J6 et J7 de 

manière plus marquée dans la zone de croissance (0-35 mm), en particulier là où l'incorporation 

d'azote est maximale. Le déplacement des segments se trouvant dans la zone de croissance à J3 

entraîne progressivement l'augmentation de l'abondance en 1~ des parties plus distales de la 

feuille. Néanmoins, dans les parties exposées à la lumière, qui étaient déjà sorties de la zone de 

croissance lors du début du marquage, l'abondance de 1~ passe de 0;366% à environ 0,7% entre 

J3 et J7. Il Y a donc partout le long de la feuille én éroissanée incorporation d'azote 

nouvellement assimilé. 

• Estimation de la composition isotopique de l'azote circulant. 

L'équation (III.6) montre qu'il est nécessaire de connaître la composition isotopique de la 

source (A%source) pour pouvoir déterminer l ' évolution du stock d'azote dans un segment. La 

source de l'azote qui entre dans les segments est l'azote circulant dans le xylème et le phloème. 

DaIiS le cas de marquages Sur un pas dé temps long (plusieurs semaines) l'approximation A%azote 

circuJant = A%so/ution lIutritive peut être faite car l'entrée d'azote provenant de la solution marquée 

amène progressivement la composition isotopique de l'azote circulant au niveau de celle de la 

solution nutritive. Dans le Cas de notre analyse, où le pas de temps est court, cette approximation 

n'est pas vraisemblable. Il faut donc estimer l'évolution de la composition isotopique de l'azote 

circulant pour pouvoir déterminer le renouvellement du stock d'azote dans un segment au cours 

de sa croissance. 

Connaissant la trajectoire des éléments « matériels» que sont les segments de la feuille 

(voir analyse dnématique au paragraphe I.B.5), il est possible de déterminer les quantités nettes 

de MS, d'azote total et de 15N qui entrent dans chaque segment entre chaque date de 

prélèvement. Le jour 5 n'a pas pu être intégré aux calculs pour cause de problèmes 

d'échantillonnage. Les intervalles de temps considérés sont donc 13-J4, 14-16 et 16-17. 

15N . 

Le rapport (14 I;"tran) t peut être considéré comme une estimation relativement juste 
N+ N entrant 

de la composition isotopique de l'azote circulant dans les tissus où le dépôt net d'azote est 

maximal (sortie d'azote faible en comparaison avec l'entrée d'azote). Comme cela a été observé 

sur la figure m.9, le dépôt d'azote est maximal dans les segments situés entre 10 et 20 mm de la 



Figure Ill.14. Evolution de la quantité d'azote total dans six segments différents, situés entre 
7-8 mm, 16-17 mm, 30-35 mm, 55-60 mm, 90-100 mm et 120-130 mm de la base de la feuille à 
13. Le marquage isotopique de la solution nutritive combiné à l'estimation de la teneur en 15N de 
l'azote circulant permettent de déterminer, date par date, l'évolution du stock d' azote, en termes 
d'azote présent initialement (Nallciell en hachuré) et d 'azote entrant (Nllouveau). Les pourcentages 
représentent la variation du stock d'azote ancien exprimée par 24 heures. 
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15N 
base de la feuille. Le rapport entranl a été calculé pour chaque intervalle de temps 

( 14 N+ 15N) 
entranl 

considéré et pour chaque segment (figure III. 13). Il est élevé près de la base de la feuille, 

diminue entre 0 et 10 mm de la base de la feuille, atteint un minimum entre 10 et 20 mm puis 

augmente au delà. Faisant l'hypothèse que dans les segments où le flux net est maximal la sortie 

de Nancien est minimale, ce qui est en partie confirmé par l'observation d'un minimum dans le 
15N 

rapport ( 14 I;'tran) l ,ces minima ont été considérés comme une estimation de la 
N+ N 

enlranl 

composition isotopique de l'azote circulant. Ainsi, le pourcentage de 15N contenu dans l'azote 

circulant est de 0.640,0.757 et 0.951% entre 13 et J4, J4 et J6 et enfin J6 et J7 respectivement. 

Cela correspond à une entrée rapide de l'azote de la solution nutritive, puisque cinq jours après 

le début du marquage, l'azote circulant possède quasiment la même composition isotopique que 

la solution marquée. 

15N 
Les valeurs du rapport (14 l;'tran) 1 supérieures à ces minima traduisent un recyclage 

N+ N elllrani 

partiel de l'azote dans les segments (voir figure III.5). 

• Evolution des stocks d'azote. 

L'estimation précédente nous permet donc de déterminer les quantités de Nancien et de 

~Iouveau de chaque segment entre deux dates successives (équations III.6 et III.7), ce qui 

représente l'évolution du stock d'azote (figure III. 14). Les pourcentages sur cette figure 

d 
N ancien 

correspon ent au rapport 
N;nitial 

pour 24 heures. Il s'agit donc de la variation journalière du 

stock d'azote. 

Dans les segments les plus proches de la base de la feuille (7-8 mm, 16·17 mm, 

30-35 mm, 55-60 mm et 90-100 mm), la quantité d'azote total augmente de manière importante 

tout au long de l'expérimentation, même lorsque les segments sont sortis de la zone de 

croissance longitudinale. Cela traduit les valeurs non nulles de dépôt d'azote dans les parties de 

la feuille exposées à la lumière. Seul le segment situé très près de la pointe (120-130 mm) 

n'accumule plus d'azote après J4. Dans la partie distale de la zone de croissance (segment 7-8 

mm et segment 16·17 mm entre 13 et J4), la sortie d'azote est très faible, car seuls 2 à 3% de 

l'azote présent à 13 est exporté et remplacé par de l'azote circulant. Cela correspond au 
15N 

minimum du rapport (14 l;nlrœ)'1 observé dans la zone d'incorporation maximale de l'azote. 
N+ N 

entrant 
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Dans la zone de maturation, le taux de renouvellement de l'azote ancien se situe entre 6 

et 9% par jour. L'entrée d'azote nouveau est par contre très importante, èe qui doit pennettre de 

satisfaire les besoins correspondant à la mise en place de l'appareil photo synthétique. Dans la 

zone exposée à la lumière, les entrées d'azote nouveau sont partiellement compensées par une 

sortie d'azote ancien (entre 10 et 40%), ce qui limite l'augmentation de la quantité d'azote total 

contenue dans ces segments. 

Il ne semble pas y avoir d'évolution temporelle au niveau du renouvellement des stocks 

d'azote ancien. Les besoins en azote des différentes zones semblent en effet toujours être 

satisfaits, sans doute en relation avec l'alimentation azotée non limitante et les quantités 

importantes de sucres solubles présents dans la plante. 

Pour interpréter ces données, il faut à nouveau se référer aux compartiments décrits plus 

haut. Les pourèentages de renouvellement journaliers élevés observés dans les parties de feuille 

exposées à la lumière ne peuvent pas a priori s'expliquer par un renouvellement important de la 

Rubisco. En effet, le tum over de la Rubisco est très faible, voire nul (Huffaker et Peterson, 

1974). La Nitrate Réductase et les enzymes de synthèse de la chlorophylle possèdent par contre 

un taux de renouvellement beaucoup plus élevé, mais leur relativement faible abondance ne peut 

expliquer le renouvellement important de l'azote ancien (Huffaker et Peterson, 1974). 

L'explication se trouve plutôt dans le compartiment d'azote soluble «interne ». En effet, la 

réduction du nitrate est essentiellement effectuée dans les parties photo synthétiques de la plante. 

Les acides aminés et peptides résultants sont ensuite exportés vers d'autres parties de la feuille 

via le phloème (Wallsgrove et al., 1983). Cela entraîne donc un influx de nitrates et un efflux de 

composés azotés réduits continuel dans les parties de la feuille exposées à la lumière. Dans le 

cas où la solution nutritive est marquée et où l'abondance de 15N de l'azote circulant augmente 

progressivement, cela conduit à une diminution du stock d'azote ancien (les acides aminés et 

peptides exportés), remplacé par de l'azote circulant, plus riche en 15N (nitrate importé en vue 

d'être réduit). L'important renouvellement de l'azote présent dans les segments exposés à la 

lumière d'un jour à l'autre pourrait ainsi correspondre à l'activité source d'azote réduit de cette 

partie de la feuille. 

Ces résultats ne pennettent ni de vérifier ni d'infinner l'hypothèse de recyclage interne 

de l'azote protéique. En effet, même si les besoins en azote liés à la mise en place des protéines 

photosynthétiques peuvent vraisemblablement être satisfaits par les entrées d'azote dans la zone 

de maturation, le faible renouvellement du stock d'azote ancien entre 40 et 80 mm de la base de 

la feuille montre que l'azote présent dans les segments à la fin de la zone de croissance est en 

majorité conservé. Par ailleurs, Leech et Baker (1983) ont montré que le profil des polypeptides 

foliaires est très fortement modifié entre la base de la feuille, la zone de maturation et les parties 

exposées à la lumière de la feuille. Le fait que ces changements se produisent avec un 

renouvellement d'azote dans les tissus assez limité suggère un recyclage interne de l'azote 
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ancien non négligeable. Par contre, en l'absence de données sur le devenir des différents pools 

d'azote, le devenir de l'àZote ancien est inconnu. De même, l'àZote incorporé dans la zone de 

maturation peut être stocké dans la vacuole ou être utilisé pour la synthèse des protéines 

chloroplastiques. Il se peut également que ce phénomène de recyclage ne tienne pas une place 

essentielle dans l'économie de l'azote en condition de nutrition azotée non limitante. 

Conclusion 

Les données exposées dans ce chapitre confirment que la zone de croissance est un puits 

important pour l'azote, et que c'est à ce niveau qu'est incorporé la majeure partie de l'azote 

foliaire. Néanmoins, l'incorporation d'azote est fortement liée aux activités de division et de 

maturation. En régime de nutrition azotée non limitante, il ne semble pas y avoir de compétition 

entre la zone de croissance et la zone de maturation, car l'ensemble de besoins en azote semble 

satisfait. Il se produit même une augmentation de la quantité d'azote total dans des segments 

exposés à la lumière, vraisemblablement liée à une accumulation de N03- ou d'acides aminés 

dans les tissus photo synthétiques. 

Nous n'avons pas mis en évidence le phénomène de recyclage interne de l'azote 

protéique suggéré par les résultats de Gastal et Nelson (1994). La séparation et le suivi des 

différents pools d'azote (azote structural, azote protéique, acides aminés et nitrate) sont 

absolument indispensables à une telle mise en évidence. Néanmoins, il est possible qu'un tel 

mécanisme existe et joue une rôle prépondérant dans les situations où la nutrition azotée est 

limitante. En effet, ce type de recyclage permettrait de satisfaire les besoins de la zone de 

maturation, laissant l'azote circulant satisfaire les besoins de la zone de croissance. 
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Dans un tissu en croissance, l'augmentation de masse ainsi que les flux de carbone 

et d'azote sont liés de manière indissociable à l'augmentation de volume des tissus. 

Quasiment toutes les études existantes sur feuille de graminée ont considéré la croissance 

sur la base monodimensionnelle (croissance en longueur). Même si cette composante est 

dominante, la largeur et l'épaisseur ne peuvent être oubliées dès lors qu'on s'intéresse à la 

croissance au cours de l'ontogenèse de la feuille et non plus à son fonctionnement sur une 

fenêtre de temps d'une durée très limitée. Nous avons donc caractérisé l'évolution des 

dimensions de la feuille, afin d'intégrer ces variations aux calculs de flux net. 

Dans la feuille en croissance, la croissance en longueur se produit à la base de la 

feuille (0-35 mm). La largeur et l'épaisseur moyenne augmentent près de la base de la 

feuille, du fait de la croissance, puis diminuent au-delà, du fait de la diminution des 

dimensions finales des segments successifs qui composent la feuille. 

La croissance en largeur et la croissance en épaisseur moyenne sont importantes sur 

la moitié proximale de la zone de croissance en longueur (0-10 mm). Elles diminuent de 

manière marquée dans la partie distale de la zone de croissance en longueur (10-35 mm). 

La croissance en largeur d'un segment s'annule à peu près à la même position que la fin de 

la zone de croissance en longueur, alors que l'épaisseur moyenne coIitinue à augmenter 

sensiblement au delà, jusqu'à environ 50 mm de la base de la feuille. La mise en place des 

espaces gazeux intercellulaires provient essentiellement de la croissance entre 20 et 35 

mm. Néanmoins, la croissance en épaisseur entre 30 et 50 mm de la base de la feuille 

contribue en partie à l'augmentation de la surface d'échange gazeux interne à la feuille. 

La diminution de la largeur finale des segments du limbe de la ligule vers la pointe 

provient, dans la partie basale, de la disparition de faisceaux vasculaires aux marges du 

limbe. Près de la pointe, la diminution de largeur finale des segments est due à la 

diminution à la fois du nombre de faisceaux vasculaires présents dans la largeur et de la 

distance entre les faisceaux. Il reste à déterminer si ces variations de distance entre 

faisceaux proviennent de différences en termes de nombre de cellules ou de taille de 

cellules. De même, les caractéristiques de la diminution d'épaisseur moyenne finale de la 

ligule à la pointe de la feuille restent indéterminées. 
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Nous avons montré que la croissance en largeur et en épaisseur des segments, de 

même que les variations de leurs dimensions finales le long du limbe, ne sont pas 

négligeables, en particulier à la base de la zone de croissance. Il est donc nécessaire de 

mesurer les changements de dimensions de la feuille dans le cadre des études dynamiques 

de son fonctionnement. La croissance dans les différentes dimensions étant ainsi 

caractérisée; cet aspect a été intégré dans le calcul des flux nets de matière, en particulier 

le carbone et l'azote. Pour cela, il a été développé une méthodologie spécifique: le calcul 

des taux de dépôt a été effectué à partir du développement en trois dimensions de 

l'équation de continuité (Silk, 1984). Cela a permis d'intégrer les variations des 

caractéristiques de la croissance, ainsi que les variations de dimension le long du limbe. 

Néanmoins, l'approche suivie peut être qualifiée de « pseudo-3D ». En effet, nous avons 

considéré d'une part, que la croissance en largeur et en épaisseur sont réparties également 

sur toute la largeur et l'épaisseur du limbe, d'autre part, que la densité de matière, 

d'éléments ou de métabolites est homogène sur la largeur et l'épaisseur du limbe. Nous 

avons donc calculé une valeur du dépôt par unité de volume qui correspond à une moyenne 

dans la largeur et l'épaisseur. 

Prenant en compte les changements de dimension liés à la croissance, nous avons 

pu comparer l'importance des dépôts dans les différentes zones à différents stades du 

développement. Trois grandes zOneS ont été distinguées dans la feuille: la zone de 

croissance en volume, la zone de maturation, et la partie de la feuille exposée à la lumière, 

ou zone autotrophe. 

Du point de vue du carbone, les résultats obtenus confirment les observations 

précédentes (Schnyder et Nelson, 1987, 1989; Schnyder et al., 1988; Allard et Nelson, 

1991 ; Brégard, 1996) : Une accumulation nette de NSC importante est observée dans la 

zone de croissance en volume rapide, vraisemblablement sous la forme de fructanes. Dans 

la zone de maturation, en revanche, il se produit une diminution nette des quantités de 

NSC, indiquant une utilisation supérieure à l'accumulation. Néanmoins, la diminution de 

NSC ne suffit pas à expliquer quantitativement la synthèse de fibres NDF, ce qui implique 

un déchargement de saccharose significatif dans la zone de maturation. Ainsi, la zone de 

croissance est prépondérante et paraît prioritaire en ce qui concerne le dépôt de MS et la 

disponibilité en NSC. En effet, le phénomène de maturation semble limité en carbone au 

moment où la feuille émerge des gaines précédentes. Cela se traduit par des teneurs en 

NSC très faibles dans la zone de maturation et par un retard de la mise en place de parois 

secondaires. L'augmentation de la surtàce de la zone autotrophe et la transition progressive 

de puits à source de la feuille permet la satisfaction progressive des besoins en carbone 

dans la zone de maturation: la synthèse des parois secondaires est terminée à des positions 
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de plus en plus proche de la base~ alors que la vitesse d'allongement de la feuille n'a pas 

encore diminué. Ainsi, le carbone nécessaire à la maturation des tissuS semble en grande 

partie fourni par la feuille elle-même, c'est à dire par sa partie exposée à la lumière. 

Du point de vue de l'azote, le dépôt est maximal dans la partie basale de la zone de 

croissance. La prise en compte des dimensions de la feuille et de leurs variations renforce 

encore cet état de fait. Il y a donc~ par unité de volume de tissu, un déchargement 

important d'azote (vraisemblablement d'acides aminés) dans les 10 premiers millimètres 

de la feuille. Le déchargement étant a priori symplastique, il s;ensuit une entrée conjointe 

importante de saccharose dans les tissus. Nous pouvons supposer que cette entrée est 

supérieure à son potentiel d'utilisation. Dans ce cas, la synthèse et le stockage vacuolaire 

de fructanes pourrait être considérée comme un moyen de réguler la pression osmotique 

cytoplasmique. 

La quantité d'azote importée dans la zone de maturation est beaucoup plus 

importante que ne l'indiquaient les données antérieures (Gastal et Nelson, 1994). Ceci 

provient de la sous estimation liée au fait que le terme temporel de l'équation de continuité 

avait été négligé. Cette incorporation d'azote dans la zone de maturation pourrait 

contribuer à la mise en place des protéines chloroplastiques. L'utilisation de 15N nous a 

permis de montrer que les flux bruts vers les segments et des segments vers l'extérieur 

étaient beaucoup plus limités dans la zone de croissance et la zone de maturation que dans 

la zone autotrophe. Du fait de l'existence de forts remaniements protéiques dans les tissus 

de la zone de croissance et de la zone de maturation (Leech et Baker, 1983), l'existence 

d'un recyclage d'azote important est donc très probable. Néanmoins, une quantité non 

négligeable d'azote nouvellement assimilé est incorporée dans les tissus de la zone de 

maturation, ce qui semble en contradiction avec l'hypothèse proposée par Gastal et Nelson 

(1994). 

Il existe cependant une forte accumulation d'azote dans les parties exposées à la 

lumière. La question de l'influence des conditions expérimentales, en particulier 

l'éclairement continu, sur cette accumulation reste posée. De même, l'entrée d'azote dans 

la zone de maturation pourrait ne correspondre qu'à une accumulation, comme celle 

observée dans les parties exposées à la lumière. Ainsi, il est possible que les protéines 

chloroplastiques aient été mises en place à partir des acides aminés provenant de la 

dégradation de protéines synthétisées dans le zone de division, en parallèle avec une 

accumulation d'azote dans la vacuole. En l'absence de données plus précise sur l'évolution 

des différents compartiments azotés, nous n'avons pu ni mettre en évidence, ni infirmer le 

phénomène de recyclage interne de l'azote. 
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Un certain nombre de questions restent donc posées: 

• Existe-t-il un phénomène de recyclage d'azote dans la zone de 

maturàtion de là feuille en croissànce de graminée? Pour mettre en évidence un tel 

phénomène, il est nécessaire de déterminer l'évolution des différents types de composés 

azotés, ou encore d'étudier le devenir des stocks d'azote sur une plante carencée. En effet, 

dans le cas d'une carence, le recyclage de molécules azotées constituerait une économie de 

ressources et une forme d'adaptation aux conditions limitantes en azote. 

• Quelles modificàtions entràîne une nutrition azotée limitante àu niveau 

des flux de carbone et ct' azote dans la feuille en croissance? Une meilleure connaissance 

de l'ontogenèse foliaire (évolution de l'activité de division, transition de puits à source de 

la feuille en croissance ... ), ainsi que l'utilisation d'outils tels que les taux de dépôt par 

unité de volume (qui permettent d'intégrer les variations de dimensions provoquées par 

une carence) doivent permettre d'effectuer la comparaison de la croissance foliaire à 

différents niveaux de nutrition azotée dans de bonnes conditions. 

• Quelle est la nature des mécanismes conduisant à la priorité de la zone 

de croissance sur la zone de maturation en ce qui concerne le carbone? Un premier 

élément de réponse pourrait être donné par l'organisation spatiale de la feuille en 

croissance de graminée. En effet, tant que la partie de la feuille exposée à la lumière est 

insuffisante, les besoins en carbone et en azote de la feuille en croissance ne peuvent être 

satisfaits que par des assimilats provenant des feuilles matures de la talle. La zone de 

croissance étànt située la première sur ce trajet, et possédant une forte capàcité à prélever 

les assimilats azotés et carbonés dont les flux sont liés, il est possible qu'elle prélève la 

quasi totalité des assimilats présents dans le phloème, limitant ainsi la zone de maturation. 

Néanmoins, la question de la continuité des éléments du phloème (et du xylème), aussi 

bien en termes de présence physique de que fonctionnalité, reste ouverte. 

• y a-t-il un lien direct entre dépôt d'azote et activité de division 

cellulaire? Le dépôt d'azote à la base de la feuille varie de manière importante au cours de 

l'ontogenèse foliaire. Il semble fortement lié à ce qui est connu de l'évolution de la 

production de cellules dans la zone de division. Néanmoins, le lien direct entre les deux 

phénomènes n'a pas encore été mis en évidence. 

• Quels sont les mécanismes de régulation de la largeur et de l'épaisseur? 

En particulier, les mécanismes contrôlant l'arrêt de la croissance en largeur et en épaisseur 

sont inconnus, alors qu'ils doivent posséder une influence décisive sur la forme finale de la 

feuille. De même le processus par lequel l'épaisseur moyenne augmente dans les segments 

sortis de la zone de croissance n'a pas été déterminé. Il pourrait s'agir d'un phénomène de 
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croissance de certaines cellules en particulier (cellules fibreuses du sclérenchyme, par 

eXémple). 

• Quels sont les flux de carbone et d'azote dans la feuille non émergée? 

En effet, les flux de carbone et d'azote dans la feuille lors des étapes précoces de sa 

croissance sont inconnus pour une question de méthodologie. La mise au point d'une 

méthode de mesure de la croissance dans une feuille non émergée permettrait de les 

déterminer. 

Ces différentes questions cOnstituent âutant de points qu'il conviendtâit 

d'approfondir dans des études ultérieures. 
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ANNEXE 1 
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Maurice 1., Gastal F., Durand J ... L. 

Generation of form and associated mass deposition during leaf development in grasses : a 

kinematic approach for non-steady growth. 

A paraître dans Annals of Botany (Novembre 1997). 

Maurice 1., Gastal F. (1996) 

Anatomical and biochemical changes in grass leaves during development. 

Abstract of the 4th ESA Congress, 07-11 July 1996, Veldhoven - Wageningen, pays Bas, 

654-655 (Poster). 



Annexes. -ii-

ANNEXEll 

Relation entre le dépôt par unité de longueur et le dépôt par unité de volume. 

L'équation de continuité (II. 1) peut être développée en une ou plusieurs dimensions, 

comme cela a été décrit dans le chapitre n.Par exemple: 

ôPe ôPe ih 
de = a + v.~ ôx + Pt de 

où dlt,t) est le taux de dépôt de matière sèche par unité de longueur, 

plx,t) est la masse linéique de la feuille, 

Vx est la vitesse de déplacement le long de l'axe x. 

(Al) 

De plus, dans le cas où la maSSe volumique est homogène dans la largeur et l'épaisseur à 

une position donnée de la base de la feuille sur l'axe longitudinal, nous pouvons écrire : 

p/...x,t) = L(x,t).&(x,t).pv(x,t) 

et ôPv ôPv ( a,.x a,.y a,.z) 
dv =--a+ vx & +Pv & +~+& 

où L(x,t) est la largeur de la feuille, 

&(x, t) est l'épaisseur de la feuille, 

pvCx,t) est la masse volumique de la feuille, 

dvCx,t) est le taux de dépôt de matière sèche par unité de volume, 

(A2) 

(A3) 

a,. a,. 
;; et & représentent les vitesses de déplacement le long des axes y et z. 

En combinant les équations (Al) et (A2), nous obtenons: 

ô ô a,.x 
de = if (Pv L&) + Vx & (Pv L&) + (Pv L&)a; (A4) 

Soit: 

(A5) 

Ou encore: 

(A6) 

Nous pouvons identifier les trois premiers termes de l'équation (A3) en première, 

troisième et cinquième position dans le membre droit de l'équation (A6). 
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De plus, la variation totale de la largeur et de l'épaisseur à une position x et un temps t 

donnés représentent la somme des taux d'élargissement et d'épaississement, c'est à dire: 

et 

t2 -fôVy d -- -.y 
a y 0; 

~ = f~·dz 
z 

(A7) 

(A8) 

Si nous faisons l'hypothèse que les taux d'élargissement et d'épaississement sont 

constants dans la largeur et l'épaisseur, alors: 

ôL = tNy f dy 
a 0; y 

et ~=~fdz 
z 

tNy laL 
-=--d'où 
0; La 

tNz 1 ôl' 
et ----œ l'a 

Combinées à l'équation (A6), les équations (AlI) et (A12) donnent: 

dt (1 ôL 1 ÔB) 
Ll' = dy + v x Pv L ô.x + Pv & ôx 

ou encore d = _de _-VX-P-y ._ôA_ 
y A A ô.x 

où dv(x, t) est le taux de dépôt de matière sèche par unité de volume, 

dix,t) est le taux de dépôt de matière sèche par unité de longueur, 

A(x,t) est la section de la feuille, 

vxCx,t) est la vitesse de déplacement le long de l'axe x, 

Pv(x,t) est la masse volumique de la feuille. 

(A9) 

(AIO) 

(AlI) 

(A12) 

(A 13) 

(AI4) 

Contrairement aux résultats de Silk et al. (1984), il n'existe pas de relation simple entre 
de et dy • 



ANNEXEill 

Protocole de dosage des WSC 
d'après Dimler et al. (1952) 

Peser 5 mg environ d'échantillon 

en poudre dans un eppendorf à vis 

l 
Ajouter 1,5 ml d'eau déminéralisée bouillante 

l 
Placer 15 min au bain-marie bouillant, agité 

l 
Laisser refroidir 15 min à température 

ambiante, tout en agitant 

Centrifugation: ~4000 tlmin, 8 min 

L 
Récupérer le surnageant dans une fiole jaugée (10 ml) 

Compléter la fille à 10 ml, agiter 

Prélever 250 ~l d'extrlt (prévoir 3 répétitions), 

le diluer dans un tube à hémolyse avec 750 fll d'eau distillée 

l 
Ajouter 2 ml de solution d'acide sulfurique 

concentré + Anthrone (2 gll). Agiter doucement 

Placer les tubes au baif-marie bouillant 15 min 

Laisser les tubes refroidir dans l'eau froide 15 min environ 

Lire la Db à 620 nm 

Annexes. -iv-

1 Recommencer 
l 2 fois l'extraction 

La gamme étalon se compose de solutions de fructose de 0 à 75 flg/l 
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ANNEXE IV 

Composition du détergent NDS 

Dosage pour 4 litres de NDS : 

• placer 18.6g d'Hydrogéno Phosphate Disodé Anhydre (Na2HP04) dans une 

fiole jaugée de 2 litres, 

• ajouter 27.24g de Borate de Sodium Décahydraté (Na2B4, 10 H20), 

• compléter à 2 litres avec de l'eau déminéralisée, agiter, 

• placer 74.44g d'EDTA dans une autre fiole jaugée de 2 litres remplie à moitié 

d'eau déminéralisée, agiter, 

• ajouter doucement (porter un masque pour ne pas respirer les poussières) 120g 

de SDS, remplir d'eau déminéralisée jusqu'aux % de la fiole, 

• ajouter 40ml de tri éthylène glycol (antimousse), compléter à 2 litres, 

• agiter les fioles jusqu'à obtention de liquide transparent. Mélanger les deux 

solutions. Vérifier le pH, et éventuellement l'ajuster à 7.0. 



Figure A.1. Schéma de l'autoanalyseur carbone azote. (1) passeur d'échantillons, (2) colonne de 
combustion, (3) colonne de réduction, (4) piège à eau, (5) colonne de séparation 
chromatographique, (6) détecteur à catharométrie. 

.--+-_ 1 

2 3 5 

Figure A.2. Exemple d'enregistrement électrique lors du passage d'un échantillon. Le premier 
pic correspond à l'azote (90 secondes environ après l'envoi de l'échantillon), le second 
correspond au carbone (après environ 120 secondes). L'ensemble de l'analyse dure environ 400 
secondes. 
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ANNEXE V 

Principe de dosage du Carbone et de l'Azote 

Le dosage du carbone total et de l'azote total utilisé ici repose sur la séparation des deux 

composants par chromàtogràphie en phase gazeuse (àprès combustion). 

L'autoanalyseur CN (représenté sur la figure A.I) est composé d'un passeur 

d'échantillons (1), d'une colonne de combustion (2), d'une colonne de réduction (3), d'un piège 

à eau (4), d;une colonne de séparation chromatographique (5) et d'un détecteur à catharométrie 

(6). L'ensemble est relié à un intégrateur. 

Les échantillons sont introduits dans la chambre de combustion par le passeur 

d'échantillons, en même temps qu'un flux d'02. La combustion est rapide et très lumineuse. La 

colonne de combustion (1021 OC) comprend deux catalyseurs (chrome sesquioxyde granulaire et 

oxyde de cobalt) et conduit à la formation des gaz CO2, H20 et NOx: à partir des composés 

carbonés et azotés de l'échantillon à analyser. 

Les gaz sont transportés dans un flux continu d'hélium qui les amène à la colonne de 

réduction. Celle-ci est portée à la température de 650°C, et contient du cuivre (Cu) qui permet de 

réduire les NOx en N2 et de piéger l'oxygène en excès. Les gaz restant dans le flux d'hélium sont 

CO2, B20 et N2. 

La vapeur d'eau est piégée dans une colonne de verre remplie de permanganate de 

potassium. 

CO2 et N2 sont séparés dans une colonne de chromatographie (le CO2 sort en premier) 

puis les gaz vont baigner deux électrodes tandis qu'un catharomètre mesure la résistance entre 

celles-ci. Le passage des gaz est donc repéré par un signal électrique (figure A.2). Un intégrateur 

calcule automatiquement la surface des pics, ce qui permet, grâce à un calibrage préalable (à 

l'Atropine) et au poids de l'échantillon (au centième de mg), de déterminer les pourcentages de 

carbone total et d'azote total dans la MS de l'échantillon. 



Figure A.3. Schéma du spectromètre de masse. les échantillons sont au préalable minéralisés, et 
sont introduits dans un flux d'hélium (Casabianca, 1993). 
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ANNEXE VI 

Principe de la mesure de la composition isotopique d'un échantillon 

d'après Casabianca (1993) et Preston (1992). 

Dans un système sous pression réduite, un ion de masse m et de charge z peut être 

accéléré par un potentiel V et être injecté dans un champ magnétique B uniforme. Dans ces 

conditions, l'ion considéré va subir une déviation qui a l'équation mathématique d'une orbite 

circulaire de rayon R : 

1~ R=- 2V-
B z 

Les échantillons sont minéralisés, réduits, séparés comme pour l'analyse élémentaire de 

carbone et d;azote, puis ionisés et injectés dans le spectromètre de masse (figure A.3.) qui 

mesure la proportion de gaz N2 dont la masse moléculaire est 28 (NI4N14
), 29 (N14NI5) et 30 

(N I5N I5
). 

Il est nécessaire d'effectuer l'analyse sur un échantillon contenant au moins 40 Ilg 

d'azote. L'analyse dure environ 300 secondes. 



GENERATION OF FORM AND ASSOCIATED CARBON AND NITROGEN DEPOSITION 

DUlUNG LEAF DEVELOPMENT lN TALL FESClJE (Festuca arundinacea Schreb.). 

SUMMARY 

Leaf growth is particularly important to the yield of grasses, both in terms of forage 
quantity and forage quality. Therefore, vve studied leaf growth with respects to growth in 
dimensions and to carbon and nitrogen fluxes, from the moment when the leaf emerged from the 
whorl of older sheaths until the growth in length ceased. 

Leaf width and average thickness varied markedly between leaf base and leaf tip. Both 
were primarily generated in the longitudinal growth zone. Leaf width varied little beyond the 
longitudinal growth zone, whereas leaf average thickness still increased a little along the 
maturation zone. The local characteristics of growth in the three dimensions were then combined 
to the characteristics of dry matter (DM) composition, in order to carry out a kinematic analysis 
of carbon an nitrogen fluxes in zones of growth in volume, maturation and in mature parts of the 
leaf. Three kinds of representations were used to characterise the spatial distribution of DM 
fluxes in the growing leaf : 

• We followed the successive characteristics ofmaterial elements (segments) inferred from their 
path hnes and from the profiles of these characteristics along the leaf. 

• We calculated the deposition rates on a unit length basis, which represents the total sink 
strength of the element studied . 

• We calculated the deposition rates on a unit volume basis, which represents the metabolic 
activity of the element considered. 

DM and nitrogen deposition were important at the basis of the growth zone. The decrease 
in the activity of the division zone, observed relatively early in leaf development, caused the net 
flux of DM and nitrogen on a unit volume basis to decrease. Yet, the growth zone remained the 
main sink for carbon and nitrogen, at whatever developmental stage. 

With non limiting nitrogen nutrition, the maturation zone seemed to be hmited in carbon 
assimilates at the moment when the growing leaf emerged. During the leaf progressive sink to 
source transition, this limitation disappeared. The carbon needed for the maturation process 
seems to have been provided by the part of the growing leaf exposed to the light. Although far 
less heavy than in the longitudinal growth zone, nitrogen deposition remained important in the 
maturation zone, at whatever developmental stage. 

AlI these data were necessary for a comprehensive comparison of leaf growth at different 
levels of nitrogen nutrition to be held in the future. 

Key words: Festuca arundinacea (Schreb. ), tall fescue, leaf (growth, ontogenesis, 
developmeny, dimensions, anatomy), relative growth rates, kinematic analysis, deposition rate, 
sink to source transition, growth zone, maturation zone, C and N metabolism, water soluble 
carbohydrates, NDF fibers . 



MISE EN PLACE DU VOLUME ET DEPOT DE COMPOSES CARBONES ET AZOTES 

AU COURS DE LA CROISSANCE DÉ LA FEUILLE DE FEtUQUE ELEVEE 

(Festuca arundinacea Schreb.) 

La croissance foliaire est une composante du rendement particulièrement importante 
chez les graminées fourragères, tant sur le plan de la quantité que sur le plan de la qualité de la 
biomasse produite. Nous avons donc étudié la croissance foliaire du point de vue de la mise en 
place des dimensions et des flux de carbone et d'azote, depuis le moment où la feuille en 
croissance émerge des gaines des feuilles précédentes jusqu'à la fin de la croissance en longueur. 

La largeur et l'épaisseur moyenne de la feuille varient de manière importante entre la 
base et la pointe de la feuille . La largeur d'un segment est générée dans la zone de croissance en 
longueur, et varie peu par la suite. L'épaisseur moyenne d'un segment est principalement mise 
en place dans la zone de croissance en longueur, mais elle augmente sensiblement dans la zone 
de maturation. Les caractéristiques locales de la croissance dans les trois dimensions (intensité et 
distribution longitudinale) ont ensuite été combinées aux caractéristiques de composition de la 
Matière Sèche (MS) : sucres non structuraux (NSC), fibres (NDF), azote, en vue d'une analyse 
dynamique des flux de carbone et d'azote dans les zones de croissance en volume, de maturation 
et les parties matures de la feuille. Trois modes de représentation ont été utilisés pour 
caractériser la distribution spatiale des flux de matière dans la feuille en croissance : 

• Suivi des caractéristiques successives d'éléments matériels (segments) à partir de leur 
trajectoire et des profils de ces caractéristiques mesurées le long de la feuille. 

• Calcul des taux de dépôt par unité de longueur, qui représentent les forces de puits d'un 
élément d'un millimètre de long pour différents substrats (MS, azote). 

• Calcul des taux de dépôt par unité de volume, qui représentent l'activité métabolique d'un 
élément d'un millimètre cube de volume pour différents substrats. 

Le dépôt de MS et d'azote est très élevé à la base de la zone de croissance. Nous avons 
montré que la diminution de l'activité de la zone de division, qui se produit relativement tôt au 
cours du développement foliaire, se traduit par une diminution du flux net par unité de volum~ . 
de MS et d'azote. Néanmoins, la zone de croissance reste le puits principal pour le carbone et 
l'azote, quel que soit le stade de développement. 

En conditions de nutrition azotée non limitante, la zone de maturation semble limitée en 
assimilats carbonés lors de l'émergence de la feuille. Lors de la transition progressive de puits à 
source de la feuille, cette limitation s'estompe. Le carbone nécessaire à la maturation semble 
donc en grande partie fourni par la partie de la feuille en croissance exposée à la lumière. Le 
dépôt d'azote dans la zone de maturation, bien que beaucoup moins intense que dans la zone de 
croissance, reste néanmoins important quel que soit le stade de développement. 

L'ensemble de ces données doit permettre d'effectuer une comparaison complète de la 
croissance foliaire à différents niveaux de nutrition azotée (dimensions, activité de la zone de 
croissance et de la zone de maturation, existence du phénomène de recyclage de l'azote). 

Mots clés: Festuca arundinacea (Schreb.), fétuque élevée, feuille (croissance, ontogenèse, 
développement, dimensions, anatomie), taux de croissance relatif, analyse cinématique, taux de 
dépôt, transition de puits à source, zone de croissance, zone de maturation, métabolisme C et N, 
sucres solubles, fibres NDF. 
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