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Chapitre | — Introduction

A. Contexte général

Le compartiment ligneux aérien des arbres des foréts tempérées représente 80 a 90 % de la

biomasse aérienne totale dont 75 a 80 % sont attribués au tronc (Mahli et al., 1999). Ce compartiment
est connu pour avoir au moins trois fonctions majeures : soutien, transport et stockage (Givnish, 1995).
De part sa position dans l'individu, le compartiment ligneux aérien est au carrefour des échanges de
matiére entre le sol, les feuilles et I'atmosphére. Que ce soit a I'échelle de I'écosystéme ou de I'individu,
I'intégralité du compartiment ligneux aérien doit par conséquent étre prise en compte dans les bilans
carbonés qui tiennent compte des entrées et sorties de carbone. Les sorties de carbone sont
représentées par la respiration des différents compartiments de I'écosystéme. A cette échelle, la
respiration du compartiment ligneux aérien est peu documentée mais quelques études montrent qu'elle
représente 11 a 25 % de la GPP?! (Mabhli et al., 1999; Granier et al., 2000; Damesin et al., 2002) qui
correspond aux entrées de carbone dans I'écosystéme par la photosynthése foliaire.
La photosynthése foliaire est un processus bien connu. Les réponses de la photosynthése foliaire aux
variations de I'environnement sont bien caractérisées et les modéles de bilan de carbone des
écosystémes les intégrent comme processus d'entrée de carbone dans le systéme étudié (Farquhar et
al., 1980). Concernant le compartiment ligneux aérien, il est exclusivement considéré en tant que puits
de carbone dans les modéles et il n'en existe pas qui tienne compte de la capacité des tiges a assimiler
du carbone (Pfanz et al., 2000). Pourtant, du c6té des plantes monocotylédones, une étude récente
montre qu'il est nécessaire de prendre en compte la photosynthése des organes non foliaires a hauteur
de 63 % de la photosynthése foliaire pour boucler le bilan de carbone a I'échelle de la canopée
(Hoyaux et al., 2008). En effet, ces espéces, et plus généralement les plantes monocotylédones,
possédent des organes aériens verts "non foliaires" (tige, fleurs, fruits) qui participent de fagcon non
négligeable au bilan carboné et notamment aux dépenses énergétiques lors de la reproduction (Bazzaz
& Carlson, 1979; Bazzaz et al., 1979; Reeke & Bazzaz, 1987; Marcelis & Hofman-Eijer, 1995).

Chez les arbres, la présence de tiges ligneuses et d'une écorce composée de tissus morts (suber)
peut suggérer que la photosynthése des tiges est inexistante. Pourtant, de nombreuses études ont
montré que la tige ligneuse est capable de photosynthétiser. La figure 1 illustre I'évolution du nombre
d'articles publiés sur la photosynthése des tiges ligneuses depuis la fin du 19°™ siecle.
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Figure 1: évolution du nombre d'articles publiés sur la photosynthese des tiges des arbres depuis 1875, représentée par
classes de cing années. Chaque couleur correspond a un théme de recherche donné.

! GPP : Gross Primary Production
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Les premiers travaux ayant mentionné une assimilation de carbone par la tige datent des années 1880-
1900 (Moeller, 1882; Scott, 1907). Jusqu'en 1930, les publications scientifiques n'ont concerné que les
pigments chlorophylliens. La premiére expérience directe mettant en évidence une assimilation de
carbone date de 1936, et repose sur l'utilisation des techniques d’échanges gazeux (Larsen, 1936).
Depuis, de nombreuses études se sont penchées sur la problématique de la photosynthése des tiges. La
majorité des articles publiés jusqu'en 1971 n'ont toujours concerné que les pigments chlorophylliens
et/ou les échanges gazeux. Apres un léger creux dans les années 80, le sujet revient a la mode avec
l'utilisation d'outils et de méthodes scientifiques modernes. Enfin, notons la publication de trois
articles synthétiques (reviews) : Schaedle (1975), Pfanz et al. (2002) et Aschan & Pfanz (2003).

Erik T. Nilsen a travaillé entre 1989 et 1996 sur la photosynthése des tiges d’herbacées et
d’arbustes dont, notamment, de Soja (Glycine max), de genét d'Espagne (Spartium junceum) et genét a
balais (Cytisus scoparius), et de quelques euphorbiacées a photosynthése CAM (crassulacean acid
metabolism) (Nilsen, 1989; 1990; 1992; 1992; 1993; 1994; 1994; 1996; 1997). A partir de ses résultats
et de recherches antérieures, il a classé en trois catégories les types de photosynthése de tige en
fonction des caractéristiques photosynthétiques observées (tableau 1). Ces catégories correspondent :

- aux plantes pour lesquelles la tige toute entiére est capable de photosynthétiser,
- aux plantes pour lesquelles il n'y a seulement que I'écorce de la tige qui photosynthétise,
- aux plantes CAM (plantes désertiques).

Type de photosynthése

Caractéristiques ... (3) Photosynthese

(1) Photosynthese (2) Photosynthese

des tiges entieres corticulaire des tiges de
9 plantes CAM
© o @  Métabolisme Cs Cs CAM
852
.=
'@ g Abondance de Non — Ephémére Présent Vestigial
feuilles
Présence de Ovui Non Ovi
8 v stomates
© 2 Couche palissadique Multiple Absente Présente
Photosynthése nette oui non oui

Tableau 1 : caractéristiques rencontrées pour des plantes a différents types de photosynthése de tige. D'apreés Nilsen (1989).

D'aprés cet auteur, les tiges des arbres, plantes a métabolisme Cs, assimileraient le carbone par la
partie périphérique de la tige. Dans le langage courant, I'écorce est assimilée aux tissus externes
généralement constitués de cellules mortes qu'on appelle en fait "rhytidome". En foresterie, I'écorce
représente I'ensemble des tissus produits vers l'extérieur par le cambium. Dans ce cas, chez l'arbre, elle
sera notamment composée du phloéme, du parenchyme cortical et du suber (= liége). Au cours de la
croissance en épaisseur de la tige, le parenchyme cortical est compacté progressivement au profit du
suber qui se développe en épaisseur (figure 2A). Le suber prend alors la place de I'épiderme qui aura
totalement disparu. Ainsi, de hombreuses études ayant fait suite au constat de Nilsen rappellent trés
souvent que la tige des arbres présente une photosynthése de type corticulaire ou "bark
photosynthesis".

Dans les paragraphes qui suivent et qui introduisent le travail de thése, il sera tout d’abord
question des fonctions majeures de la tige ligneuse dans I’arbre. La tige est avant tout un organe de
transport et de gestion du carbone, depuis son entrée dans l'arbre par la photosynthése foliaire jusqu'a
sa mise en réserve. Il est important de présenter ces fonctions afin de pouvoir mieux comprendre et
discuter la fonction de photosynthese des tiges qui sera présentée ensuite, tant au niveau des aspects
physicochimiques que des aspects écophysiologiques.
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Définition : la tige est, chez les plantes a fleurs, I'axe qui prolonge la racine et porte les bourgeons,
les feuilles et les fleurs. Chez l'arbre, la tige principale est le tronc qui se ramifie en branches puis
en brindilles. Par extension, la tige de I'arbre peut correspondre a chacun de ces organes qui
composent le compartiment ligneux aérien.

A 2% année c.-.‘O

T Croissance : la tige nait de la
1% annee

multiplication de cellules d'un
méristéme primaire apical (présent
dans le bourgeon) qui assure le
développement en longueur de la
tige. Le développement en largeur
ou épaisseur est réalisé par deux
méristtmes  secondaires : le
cambium et le phellogéne.

Xyléme secondaire
(2 années de croissance)
Cambium

Phloéme secondaire

Ecorce | Phellogene
Phelloderme et suber

: B
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v\ehmulent, respegtlve,ment, ,Ia eau n?itné:fafgims *e cellules vivantes a
seve brute et la séve élaborée. s parois apicales
La séve brute conduit I'eau et f 1 perforées
les sels minéraux, des racines cellules mortes ® . °
absence de parois . .

aux feuilles. La seve élaborée apicales
transporte les sucres de la
photosynthese  depuis  1es | parois epaisses,
organes sources  jusqu'aux endurcit

flux bidirectionnel

i t Q l.—t de séve élaborée

organes puits. parla lignine .
|
VAISSEAU DE XYLEME VAISSEAU DE PHLOEME

suber iy

parenchyme | g L*écorce correspond, pour
cortical S | les forestiers, aux tissus
sclérenchyme (1 | situés en périphérie de la
phiogme II tige et au-dela du cambium.
cambium L'écorce est constituée de
xyleme I tissus  vivants  (phloéme
xyléme | secondaire et parenchyme

cortical) mais également de
tissus morts (sclérenchyme

arenchyme
e . et suber).

médullaire

Figure 2 : schémas de (A) la structure et de I'anatomie de tige, (B) des vaisseaux de xyléme et de phloeme, et (C) coupe
transversale de tige de I'année de hétre (Fagus sylvatica L.), observée sous microscope optique. Barre = 700 um.

Image A : d'apres http://fig.cox.miami.edu/Faculty/Dana/105F00_8.html,

Image B : d'apres http://www.bbc.co.uk/schools/gcsebitesize/biology/greenplantsasorganisms/Iwatertransportrev3.shtml
Image C : photographie réalisée au cours de cette these
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La tige dans la gestion du carbone de
I’arbre

1) Transport et stockage du carbone assimilé

Les tiges se situent & I'interface entre les feuilles et les racines. C'est le phloeme (figure 2) qui
assure le transport des assimilats carbonés depuis les feuilles jusqu'aux organes puits. Les cellules
criblées du phloeme sont des cellules vivantes, au cytosol vidé de leurs organites et maintenues en vie
gréace a leurs cellules compagnes.

a) Transport des photosynthétats foliaires

Les photosynthétats, produits issus de la photosynthese, sont des glucides (ou sucres simples)

représentés notamment par le glucose, le fructose et le saccharose. Du fait des gradients de
concentration entre les cellules productrices et le phloéme, ces sucres, principalement le saccharose,
sont "chargés" dans le phloeme au niveau des feuilles par les voies apoplasmiques et/ou
symplasmiques (Van Bel, 1993; Turgeon & Medville, 2004) via des transporteurs transmembranaires
(Lemoine, 2000).
Peu de données existent sur la composition de la séve élaborée d'arbres adultes en raison de la
difficulté a l'extraire. En effet, la technique consistant a utiliser des pucerons et récolter leur miellat
(Yoneyama et al., 1997) nécessite des conditions de laboratoire tandis qu'une autre pour laquelle la
séve phloémienne est récoltée par incision de I'écorce (Pate et al., 1998) peut uniquement étre réalisée
sur des arbres pour lesquels I'écorce est lisse. Malgré tout, il a été montré que les sucres représentent
environ 20 % (m/v) de la séve élaborée (Pate et al., 1998), ce qui est comparable a ce qui a été mesuré
chez les graminées (17-25 % chez le riz, Fukumorita & Chino, 1982). A lui seul, le saccharose
représente 95 % des sucres totaux de la séve (Gessler et al., 2004).

Le transport de ces sucres se fait principalement pendant la saison de croissance via le phloéme.
D'aprés la théorie de Munch sur le flux de masse des assimilats (Minch, 1930), la translocation des
sucres et leur vitesse de diffusion dans le phloeme est complétement régulée par le chargement aux
organes sources et le déchargement dans les organes puits, qui créent un gradient de concentration
permanent (Gifford & Evans, 1981; Bancal & Soltani, 2002). Comme indiqué dans la figure 2.B, le
flux de séve élaborée, et donc potentiellement celui des sucres, peut se faire dans les deux sens
alimentant des organes puits situés aussi bien au-dessus qu'en dessous de I'organe source.

b) Stockage et gestion des réserves carbonées

Les hypothéses d'allocation supposent que les plantes ont des réserves limitées d'une ressource
(carbone, azote) qu'elles doivent répartir selon plusieurs fonctions en concurrence, généralement
définies comme la croissance, I'entretien, I'accumulation de réserves et la reproduction (Bazzaz, 1997).
Les stratégies d'allocation du carbone dans telle ou telle fonction seront dépendantes du cycle de vie de
la plante, i.e. plante annuelle ou plante pérenne (Chapin et al., 1990). Pour les plantes pérennes telles
que les arbres, les organes ligneux jouent un réle trés important dans le stockage et la gestion des
réserves.

b.1) Nature et localisation

Dans les tiges et les racines, les réserves carbonées (ou sucres de réserves) sont localisées dans
les cellules vivantes parenchymateuses du xyléme et du phloéme. Ces réserves sont de types
glucidiques et se décomposent en trois groupes : monosaccharides (glucose, fructose), disaccharides
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(saccharose) et polysaccharides (amidon). Ces réserves sont des sucres non structuraux, c'est-a-dire
qu'ils n'interviennent pas dans la structure des cellules. lls sont donc mobilisables a tout moment.
L'amidon est le composé de réserve le plus abondant. En hiver, il représenterait 35 a 70 % des sucres
totaux de l'aubier de jeunes tiges (Hoch et al., 2003) et le saccharose représenterait 75 % des sucres
simples? (Kramer & Kozlowski, 1979). En fonction de l'espéce, de I'4ge et de la période de
préléevement, les concentrations en sucres et en amidon varieront de 4.4 a 20 % (masse/masse MS)
dans les tiges et les branches et entre 4.5 et 28.5 % (masse/masse MS) dans les racines (Barbaroux,
2002). A I'échelle d'un arbre adulte tout entier, les sucres de réserve sont majoritairement présents dans
le compartiment ligneux aérien qui stocke 56 % (masse/masse C) des réserves carbonées chez le chéne
(44 % dans le compartiment ligneux souterrain) et 65 % (masse/masse C) chez le hétre, que ce soit en
été ou en hiver (Barbaroux et al., 2003).

b.2) Dynamigue saisonniére et interannuelle

Les variations saisonniéres des réserves carbonées de la tige sont généralement calées sur les
différents événements qui composent la saison de végétation de l'arbre. Ainsi, pour les réserves
glucidiques, deux phases de diminution des réserves sont observées : au cours de I'hiver (a partir de la
chute des feuilles) et au printemps, juste apres le débourrement. En hiver, en fonction de la
température, I'amidon est plus ou moins hydrolysé en sucres simples afin de fournir de I'énergie au
maintien des organes (Sauter, 1988). Pendant la phase de croissance foliaire, le stock des glucides se
reconstruit progressivement pour atteindre une valeur maximale en automne, peu avant la chute des
feuilles (Kramer & Kozlowski, 1979). Par exemple, on observe cette dynamique saisonniére sur le
contenu en amidon des jeunes tiges de hétre (figure 3).

année 2000 année 2001
. chute des tiges de
débourrement foulies O rannée 1999
tiges de
I'année 2000
A feuilles

Figure 3 : variation saisonniére du contenu en
amidon des feuilles, des tiges de I'année
T (2000) et tiges d’un an (1999) de hétre (Fagus
sylvatica L.). Les points représentent les
moyennes (x 1 erreur standard). D'aprés
» Damesin & Lelarge (2003).

Contenu en amidon (%)
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Les dynamiques saisonniéres des autres glucides tels que le fructose, le glucose et le saccharose sont
bien évidemment liées a celle de I'amidon puisqu'ils sont les produits de son hydrolyse. Que ce soit
chez la tige ou la feuille, une augmentation des sucres simples est ainsi observée peu aprés le
débourrement, faisant suite a I'nydrolyse de I'amidon des réserves (Damesin & Lelarge, 2003, Hoch,
2003 #335). Pendant la période de croissance, les concentrations de glucose et de fructose diminuent
progressivement alors que celle du saccharose semble varier en fonction de I'dge du tissu et de
I'espece. De maniére générale, les dynamiques saisonniéres des réserves carbonées sont comparables
d'une espéce ligneuse a l'autre (Ashworth et al., 1993; Witt & Sauter, 1994; Barbaroux & Breda,
2002).

? Les sucres simples correspondent aux glucides simples, i.e. monosaccharides et disaccharides.
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Il existe trés peu de données sur les variations interannuelles des réserves chez les arbres. Il

apparait toutefois que la dynamique saisonniére des réserves glucidiques reste inchangée d'une année
sur l'autre mais que les minima et les maxima varient entre années (Sauter & Wellenkamp, 1998).
Le remplissage des réserves carbonées est également associé a la production de protéines de réserves
(Staswick, 1994). Pour les espéces d'arbres décidus, une grande partie de l'azote foliaire est
remobilisée dans les tiges de I'arbre, et notamment I'écorce, peu de temps avant la chute des feuilles
(Stepien et al., 1994). Cet azote est en partie accumulé dans des protéines de réserves (les VSPs,
vegetative storage proteins) a lI'automne. Peu avant le débourrement, la protéolyse des VSPs apportera
I'azote disponible pour les organes en croissance.

2) Larespiration des organes ligneux aériens

La respiration du compartiment ligneux aérien représente 17 a 67 % de la respiration annuelle
de I'écosystéme forestier. Les valeurs mesurées de la respiration des tiges dépendent de I'age de
I’organe et de I'espéce considérée mais également de la période de mesure.

a) Variabilité de la respiration

a.l) Variabilité temporelle

La variabilité temporelle de la respiration des tiges est liée notamment au fonctionnement de
I'arbre (période croissance versus période de dormance) et a la température (Ryan, 1990).
La respiration totale (R;) est généralement séparée en deux composantes ayant des voies métaboliques
identiques : la respiration de croissance (Ry) et la respiration d’entretien (Rn,) (Sprugel, 1989; Ryan,
1990). La respiration de croissance fournit I'énergie a la biosynthese de nouveaux tissus alors que la
respiration d’entretien fournit I'énergie au maintien des tissus en place. Plus le volume des tissus
vivants, répartis essentiellement dans le parenchyme cortical (écorce) et les rayons ligneux, est grand,
plus la respiration augmente (Ryan, 1990; Ceschia, 2001). Généralement, R, est positivement corrélée
au contenu en azote car le turnover des protéines contribue pour une grande part a la respiration
d’entretien (Ryan, 1991; Ryan, 1995).
En forét tempérée, la respiration des tiges présente dans la plupart des cas une dynamique saisonniere
en "cloche” avec un maximum en juin, i.e. au maximum de la croissance (Ryan, 1990; Sprugel, 1990;
Ceschia, 2001; Damesin et al., 2002). A I'échelle de la saison, la respiration d’entretien (R.,) des tiges
est estimée au cours de I'hiver car c'est la période ou il n'y a pas de croissance. En supposant que Ry,
est constant au cours de la saison, Ry peut donc étre facilement calculée pendant la saison de
croissance en soustrayant R, a R;. A I'échelle de I'année, R, représente 55 % de R, pour une tige de
I'année de hétre (Damesin, 2003). L'hypothese forte d'une absence de variation de Ry, au cours de la
saison est toutefois discutable car la dynamique de réponse de la respiration a la température et les
valeurs de base, e.g. R;s>, sont variables d’une saison a I’autre.

La premiére personne ayant mis en évidence une relation entre la respiration et la température
était le physicien et chimiste suédois, Arrhenius (1889). En effet, il fGt le premier a utiliser une
équation de type exponentielle (équation 1) avec une constante Qi proche de 2. La constante Qo est
le facteur par lequel la respiration est multipliée lorsque la température augmente de 10°C.

ToTref T : température de la tige, °C

_ R 0 Tret : température de référence, °C
RT B X Qm Rrrer: respiration de la tige a Tref (souvent 15°C)
Quo: facteur par lequel la respiration est multipliée pour une augmentation de T de 10°C

Equation 1 : expression de la respiration en fonction de la température.

¥ Rys : flux respiratoire estimé & 15 °C
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De trés nombreuses études ont utilisé cette fonction pour estimer les variations de la respiration des
organes au cours des saisons. A titre d'exemple chez le hétre, tout au long de la saison, le Qo varie
entre 1.5 et 2.1 pour le tronc, entre 1.8 et 4 pour les branches et entre 1.3 et 2.0 pour les tiges de
I'année (Damesin et al., 2002; Damesin, 2003). En moyenne sur le hétre, il a été montré que le Qo est
dépendant de I'age et que plus le diametre de la tige augmente, plus le Qo diminue (Damesin et al.,
2002).

a.2) Variabilité spatiale

Ici, la variabilité de la respiration des tiges est considérée a I'échelle de l'individu mais
également a I’échelle des tissus qui composent la tige.

Au sein méme de l'arbre, la respiration de la tige varie. Plus I'age des tiges augmente et plus la
proportion en masse de cellules vivantes diminue. Chez le hétre et I'épicéa, la variabilité intra-arbre est
plus importante lorsque la respiration est exprimée par unité de volume que lorsqu'elle est exprimée
par unité de surface (Ceschia, 2001).

Les données concernant la variabilité spatiale de la respiration au sein méme de la tige sont peu
nombreuses. Il n'existe pas de mesures réalisées in situ mais quelques études ont estimées la
respiration des différents tissus de la tige in vitro. Le potentiel respiratoire de I'écorce interne est ainsi
2 a 3.5 fois plus fort que celui de l'aubier pour des tiges de diameétres variables de Dacrydium
cupressinum (Bowman et al., 2005) et pour les troncs de Pseudotsuga menziesii (Pruyn et al., 2002).
Cette observation est liée la présence majoritaire de cellules vivantes (Stockfors & Linder, 1998;
Ceschia, 2001) et d'azote (Ceschia, 2001; Bowman et al., 2005) dans I'écorce interne et les rayons
ligneux de l'aubier.

b) Respiration = efflux de CO, ?

Les techniques permettant la mesure de la respiration d'un organe ligneux aérien ou souterrain
sont basées sur l'utilisation d'une chambre qui entoure l'organe (cas des petites tiges) ou qui est
éventuellement plaquée contre I'organe (cas parfois du gros tronc). La mesure de l'efflux de CO, a un
instant donné est donc supposée étre identique a celle de la respiration de lI'organe. Bien qu'une partie
du CO, est effectivement respirée et qu'elle est rejetée vers I'atmosphére, il apparait toutefois qu'a
I'échelle de la journée, 15 a 55 % du CO, respiré peut rester dans la tige (Teskey et al., 2008).

b.1) Concentrations de CO, dans la tige.

Le compartiment ligneux aérien de l'arbre peut contenir une quantité considérable de gaz.

Gartner et al. (2004) ont montré que la fraction gazeuse représentait 18 a 26 % du volume de la séve
brute et 26 a 50 % du volume du bois de cceur d'espéces tempérées.
A cause de la forte imperméabilité de I'écorce, la diffusion des gaz a travers elle est fortement
diminuée et, en l'occurrence, le CO, respiré se retrouve en grande partie piégé dans la tige. Par
conséquent, sa concentration augmente au sein de la tige et peut atteindre jusqu'a 26.3 % de la phase
gazeuse, soit une fraction molaire de 263 000 pmol mol™ (tableau 2).

Ces fortes concentrations de CO, posent bien évidemment des questions, en particulier sur sa

localisation dans la tige, sur les proportions des différentes formes dissoutes (CO,, HCOg', COZS') et de
son effet sur le pH et sur le métabolisme cellulaire.
Généralement, le gaz est situé dans les vaisseaux non fonctionnels, ayant, en partie, subit I'embolie
hivernale. Des poches de gaz sont en effet visibles dans des vaisseaux de xyléme observés par
microscopie optique (Hargrave et al., 1994) ou par cryomicroscopie a balayage (Tyree et al., 1999;
Utsumi et al., 2003). Le gaz est également localisé dans les espaces intercellulaires et les pores des
parois cellulaires (méats) qui ne représentent cependant pas plus de 1 % du volume total de la tige
(Gartner et al., 2004).
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Concentrations en

Méthode

Espece CO, dans latige A Référence
(% ou mmol 1) employée

Acer platanoides 20 -40 GC-MS Eklund (1993)
Betula pendula 3.0 IRGA Levy et al. (1999)
Fagus grandifolia 2.0 -45* Microélectrode  McGuire & Teskey (2004)
Fagus sylvativa 24 -25 Microélectrode  Saveyn et al. (2006)
Juglans major 5.0-22.0 CA MacDougal & Working (1933)
Liguidambar styraciflua 15-2.8* Microélectrode  McGuire & Teskey (2004)
Liriodendron tulipifera 1.9-15.9 Microélectrode  Teskey & McGuire (2002)
Musanga cecropiodes 8.5 IRGA Levy et al. (1999)
Picea abies 2.0-10.0 GC-MS Eklund (1993)
Pinus radiata 1.2-135 CA MacDougal & Working (1933)
Pinus strobus 11-123 CA Chase (1934)

0.1 -0.2 GC Cernusak & Marshall (2000)
Pinus taeda 1.0 -8.0 Microélectrode  Maier (2006)
Platanus occidentalis 1.7 - 3.5% Microélectrode  McGuire & Teskey (2004)

6.9-121 NDIR Teskey & McGuire (2007)
Populus deltoides 0.3-25.2 CA Chase (1934)

9.5-12.7 Microélectrode  Steppe et al. (2007)

3.9-17.6 NDIR Saveyn et al. (2008)
Populus macdouglii 1.4-182 CA MacDougal & Working (1933)
Populus tremuloides 5.4 CA MacDougal & Working (1933)
Quercus agrifolia 1.2-26.3 CA MacDougal & Working (1933)
Quercus alba 1.6-15.1 Microélectrode  Teskey & McGuire (2002)
Quercus borealis 04 -55 CA Chase (1934)
Quercus macrocarpa 04 -3.0 CA Chase (1934)
Quercus robur 3.0 -9.0 GC-MS Eklund (1993)

0.3 —-3.4* Microélectrode  Saveyn et al. (2007)
Quercus rubra 13.5-16.5 CA Jensen (1967)
Salix lasiolepis 6.2-13.3 CA MacDougal & Working (1933)
Sequoia sempervirens 0.8-10.4 CA MacDougal & Working (1933)
Ulmus americana 0.8-16.3 CA Chase (1934)

Tableau 2 : concentrations en CO, (dans la phase gazeuse, % ou dans la phase liquide, mmol 1) mesurées dans les tiges de
diverses especes d'arbres. Les mesures ont été réalisées in situ directement sur la tige en utilisant une microélectrode ou un
détecteur a infrarouges non dispersifs (NDIR), ou sur des échantillons de gaz extraits de la tige en utilisant I'absorption
chimique (CA), la spectrométrie de masse (GC-MS) ou encore un analyseur de gaz a infrarouge (IRGA). * = concentrations
en CO, mesurées dans la phase liquide.

A l'interface gaz-liquide, le CO, se dissout plus ou moins dans la phase liquide en fonction de sa
concentration, du pH et de la température. Les valeurs de pH obtenues sur le liquide extrait de tiges
d'arbres sont comprises entre 4.5 et 7.4 (moyenne = 6.1 £ 0.7, voir Teskey et al. (2008) pour revue). A
pH = 6.1 et a une température de 25°C, les formes CO,, HCOj; et COs* représentent respectivement
64.2, 35.8 et 0.002 % de la concentration totale de CO, dissout. En prenant en compte les
concentrations maximales observées dans le xyléme (26 %) et dans I'écorce (0.17 %), on peut calculer
les concentrations des différentes formes dissoutes de carbone dans la phase liquide (a pH 6.1 et a
25°C, figure 4). On se rend alors compte que dans I'écorce, la ou se trouve le chlorenchyme, la
concentration en CO, dissout est deux fois plus importante que dans la feuille (respectivement 0.09 et
0.04 mmol I'Y) mais reste cependant bien loin des concentrations mesurées dans le xyléme.

Pour la plupart des especes, I'assise cambiale (située entre le bois et I'écorce) présente une forte
résistance a la diffusion latérale des gaz (Kramer & Kozlowski, 1979) ce qui peut expliquer les
grandes variations de concentrations en CO, mesurées entre le xyléeme et I'écorce. Alors que la
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concentration en CO, peut atteindre jusqu'a 26.3 % dans le xyléme (tableau 2), celle mesurée dans
I'écorce est située entre 0.06 et 0.17 % (Cernusak & Marshall, 2000; Wittmann et al., 2006).

pH | 7.0 6.1 6.1
[CO: ]y 0.025 % 0.170 % 26.00 %
0.04 0.09 13.7 [CO*]  Figure 4 : concentrations en CO,

([COy)y, en %) dans la phase
gazeuse, et concentrations (en
mmol 1) et proportions (en %) des
différentes formes dissoutes de
[CO,].,  carbone ([CO;l., et CO,>
) dans la feuille, I'écorce et le bois,
calculées aux pH  moyens
représentatifs du tissu (ou de

100% -

80% -|
70% -|
60% -
50% -|

40% - 0.037 I’organe considéré) et a 25°C.
30% - [CO,*] représente la concentration
en CO, dissout total ([CO,l,, +
20% - 0.032 4.9 +COs%). b
10% N
0% 1.73E:05 1.87E-06 2.85E-04 | [ COs7]
Feuille Ecorce Xyleme

b.2) Flux de CO, dans et a travers la tige

e Efflux de CO,

L'efflux de CO, est fortement dépendant de la résistance des tissus externes a la diffusion du
CO; (équation 2).

A[CO ] Ea: efflux de CO,, umol m?s*
E == 24 A[CO,] : différence de concentration en CO, entre I'intérieure de la tige et I'atmosphere
A R R: ensemble des résistances a la diffusion du CO,

Equation 2 : relation entre I'efflux de CO, de la tige et la diffusion du CO, a travers I'écorce

La résistance a la diffusion est dépendante de la composition biochimique de I'écorce (quantités de
lignine et subérine) et de son épaisseur (Lendzian, 2006). En fonction de I'espéce et de I'age de la tige
considérée, la conductance du CO, a travers I'écorce sera variable : la conductance de CO, a été
estimée a 0.68 mmol m? s™ & travers I'écorce de petites branches de Pinus monticola (Cernusak &
Marshall, 2000) et & 0.50 mmol m? s™ & travers I'écorce de branches de 6 ans de Betula pendula
(Wittmann et al., 2006).

e Flux verticaux de CO,

Comme spécifié précédemment (voir 2.a, page 7), la variabilité temporelle de la respiration de
la tige est principalement expliquée par la croissance des tissus en place et par la température. Le flux
de séve n'est généralement pas pris en compte dans la mesure de respiration des tiges. Or, la séve peut
drainer une partie du CO, respiré vers les compartiments supérieurs de la tige causant des erreurs non
négligeables sur I’estimation de la respiration mesurée via les efflux de CO, (Hari et al., 1991; Teskey
& McGuire, 2002).

Une corrélation négative entre le flux de séve et I'efflux de CO, a été montrée pour la premiére
fois sur des tiges excisées de Pinus densiflora (Negisi, 1979). D'autres études ont montré également le
méme type de corrélation in situ (Bowman et al., 2005; Gansert & Burgdorf, 2005; McGuire et al.,
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2007). En supposant un flux transpiratoire maximal de 30 kg d'eau par jour, Gansert & Burgdorf
(2005) ont estimé que la baisse de I'efflux de CO, causée par un transport vertical de CO, pouvait
atteindre 40 % pour des grosses branches (& = 14 ¢cm) de Betula pendula. Sur des tiges coupées de
Platanus occidentalis et en absence de flux de seve, I'efflux de CO, (Ea, équation 2) a été estimé a
1 mol m®s™; pour un flux de séve égal & 1 cm min™ E diminue & 300 mol m™ s™ soit une baisse de
I'efflux de CO, de 70 % (McGuire et al., 2007). Lorsque le flux de séve est nul (pendant la nuit par
exemple), le flux de CO, vertical devient quasi nul. Par conséquent, le CO, s'accumule et le gradient
de concentration causé par son accumulation aboutit & une augmentation de I'efflux de CO, vers
I'atmosphére. Teskey & McGuire (2002) ont ainsi pu montré que la dynamique journaliére de
concentration en CO, dans la tige suivait, de fagon inverse, celle de I'intensité du flux de séve et que la
concentration en CO, dans la tige était corrélée linéairement a I'efflux de CO, vers I'atmosphere.

Le CO, respiré par les tiges ou les racines, et véhiculé vers le haut par la séve, pourrait méme étre
assimilé par les feuilles. Bien que la part de carbone assimilée par cette voie soit négligeable sur la
quantité totale de CO, assimilé par la feuille, de nombreux auteurs confirment cette hypothése par des
expériences de marquage sur des plantes herbacées (Hibberd & Quick, 2002) ou sur les arbres
(Zelawski et al., 1970; Stringer & Kimmerer, 1993).

Figure 5 : représentation schématique des
flux de CO, dans et a travers la tige. La
partie interne de I'écorce (1), le cambium (2)
et les rayons ligneux du bois (3) sont les
sources principales de CO,. Une partie du
CO, est dégageée vers I'extérieur et une autre
est dissoute dans la séve. Plus haut dans la
tige, le CO, ayant été en partie emporté par
le flux xylémien est dégagé (4). La refixation
de CO, a principalement lieu dans le
parenchyme cortical. D'aprés Teskey et al.
(2008).

. Suber @ Flux de CO;
Ecorce

|:| Parenchyme cortical @ Refixation de CO,

. Cambium Flux de sé

[] Aubier Q ux de séve

A I'échelle de la branche, il apparait donc clairement que I'efflux de CO, vers I'atmosphere ne
semble pas refléter réellement le flux de CO, respiré par les cellules de la tige. In situ, I'influence du
flux de séve sur l'efflux de CO, n'est pas toujours constatée car beaucoup de facteurs tels que la
température, le stress hydrique, la disponibilité en sucres et la vitesse de flux de séve dans la tige
varient d'une espéce a l'autre et d'un site a l'autre. Il faut également nuancer ces observations qui sont
surtout valables pour les branches de gros diameétre. En effet, le fort rapport surface sur volume des
jeunes tiges de l'année ou d'un an (par rapport a une tige de diamétre plus gros) minimise la
contribution du CO, xylémiens sur I'efflux de CO, sur la tige (Wittmann et al., 2006). En revanche, il
est tout a fait Iégitime de penser que dans les tiges plus agées, et donc de diamétre plus important, la
contribution du CO, xylémien sur I'efflux de CO, de la tige est plus important puisque le xyléeme peut
représenter jusqu'a 80 % du volume total de la tige.

11
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Au sein de la tige, les différentes sources potentielles de CO, correspondent principalement aux
respirations des différents tissus vivants en place et/ou en croissance (figure 5). Une partie de ce CO,
respiré peut étre véhiculé par le flux de séve vers les tissus situés au dessus. Par ailleurs, ce CO, peut
étre réutilisé localement par une assimilation réalisée par les tissus de la tige (refixation), processus
rarement pris en compte dans les mesures d'échanges gazeux. Nous allons voir dans la partie suivante
comment la tige est capable de photosynthétiser et comment cette assimilation de carbone répond aux
différentes conditions environnementales.

12
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C. La tige : organe photosynthétique

1) Latige et laressource lumineuse

Chez les plantes supérieures, deux ressources majeures sont indispensables a la réalisation de la
photosynthése : le CO, et la lumiere. A priori, dans la tige, le CO, n'est pas une ressource limitante
puisque sa concentration est élevée. Si la tige est capable de refixer du CO, via la photosynthese, la
présence et la capture de I’énergie lumineuse sont nécessaires. Mais contrairement aux feuilles, la tige
posséde une écorce constituée en partie de tissus morts (suber) rendant difficile la pénétration de la
lumiere. Dans ces conditions, est il possible que la tige posséde de la chlorophylle ? Quelles sont les
quantités et les qualités de la lumiére qui traverse les couches périphériques de la tige ?

a) Présence de cellules chlorophylliennes dans la tige

Dans la partie interne de I'écorce se trouve un tissu vert chlorophyllien, le chlorenchyme, qui regroupe
notamment le parenchyme cortical et le phelloderme. Les premieres decouvertes de ces tissus
chlorophylliens dans la tige date de la fin du 19°™ siécle (Moeller, 1882; Cannon, 1905; Scott, 1907;
Cannon, 1908).

a.1l) Contenu en chlorophylle

Les contenus en chlorophylles (Chl) de la tige sont trés variables selon I'espéce, I'age de la tige,
la structure de I'écorce et I'environnement lumineux dans lequel se situe la tige (Pearson & Lawrence,
1958). De nombreuses données sont disponibles dans la littérature, essentiellement sur le contenu en
chlorophylle de I'écorce (figure 7).

Ulmus glabra (1-2) |
Fraxinus excelsior (1-3) | (e
Quercus robur (1-5) |
Populus tremula (1-3) [ |
Acer campestre (1-5) | (]
Acer pseudo-platanus (1-3) | L |
Salix fragilis (1-2) | H
Sorbus aucuparia (1-5) | —
Acer platanoides (1-3) | —
Fagus sylvatice (1-3) -
Betula pendula (1-5) | ]
Larix decidua (1-5) | —

Tilia platophyllos (1-4) | b—
Picea pungens (1-3) | —
Picea abies (1-3) | —
Ulmus laevis (1-4) —
Aesculus hippocastanum (1-3) | —
Pinus nigra (1-4) | H

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6 1.8 2
Contenu en chlorophylle totale (mg g'l matiére séche)

Figure 6 : variabilité interspécifique de la quantité de chlorophylle contenue dans I'écorce de jeunes tiges d'arbres bien
exposées. Les chiffres entre parenthéses indiquent la gamme d'age représentée en années. D'apres Pfanz et al. (2002).

13



Chapitre | — Introduction

De facon surprenante, il a été montré que lorsque la tige vieillit (entre les 1 et 5°™ année), plus le
contenu en chlorophylle, exprimé en unité de surface, augmente (Aschan et al., 2001; Pfanz et al.,
2002). Malgré la baisse de quantité de lumiére a travers les tissus de I'écorce (voir a.2), Aschan et al.
(2001) expliquent ce résultat par une synthése accrue de chlorophylle lors de la différenciation des
tissus au cours de la croissance de la tige.

Le rapport Chl a / Chl b donne une information sur I'environnement lumineux d'un organe
photosynthétique. Par exemple, une feuille d'ombre aura un rapport Chl a / Chl b proche de 1.8-2.5
alors qu'une feuille de lumiére aura un rapport Chl a / Chl b de 2.5-4.0. Ceci s'explique par le nombre
plus important de Chl b a I'ombre (augmentation du nombre d'antennes collectrices, plus riches en Chl
b gu'en Chl a). Comme on pourrait s'y attendre, le rapport Chl a / Chl b mesuré dans I'écorce d'une tige
est faible, variant de 1.8 et 2.7 selon l'espece considérée (Pfanz et al., 2002), ce qui est tout a fait
comparable a des feuilles d'ombre. En revanche, il semblerait que ce rapport ne soit pas dépendant de
I'age (Pfanz et al., 2002).

a.2) Ultrastructure des chloroplastes et distribution de la chlorophylle dans la tige

Au vu des données de la littérature qui concernent presque toujours I'écorce (figure 6), le
chlorenchyme semble étre l'unique tissu possédant de la chlorophylle. Pourtant, on observe, par
microscopie électronique (MET), que des cellules plus profondes des jeunes tiges possedent des
chloroplastes (Ames & Tepper, 1978; Larcher et al., 1988). L'ultrastructure des chloroplastes des tiges
est généralement similaire a celle des chloroplastes de feuilles d'ombre, avec notamment une densité et
une largeur de grana importantes (Ames & Tepper, 1978; Larcher et al., 1988; Langenfeld-Heyser,
1989). Les résultats de comparaisons de l'ultrastructure des chloroplastes de I'écorce a celle des
chloroplastes des rayons ligneux du bois divergent toutefois d'une étude a l'autre. Aucune différence
n'a été observée entre I'écorce, le xyléme et le cceur de tiges de hétre (Larcher et al., 1988) alors qu'une
augmentation de la densité de grana, du phelloderme vers le chlorenchyme, puis une baisse, du
chlorenchyme vers le cceur, a été observée pour les tiges d'if (Buns et al., 1993) et d'épicéa
(Langenfeld-Heyser, 1989).

Pour de jeunes tiges, les études montrent que plus on s'enfonce dans la tige et plus la taille des grains
d'amidon des chloroplastes augmente (Szujko-Lacza et al., 1971; Ames & Tepper, 1978). Cette
observation est contraire a ce qui est généralement observé pour les feuilles qui accumulent de
I'amidon lorsqu'elles sont "feuilles de lumiére™ ou qui ont peu de grains d'amidon lorsqu'elles sont
"feuilles d'ombre™ (Lichtenthaler & Meier, 1984). Les auteurs expliquent I'accumulation d'amidon au
centre de la tige par des transferts radiaux de photosynthétats foliaires (depuis le xyléme) ou de
photosynthétats du chlorenchyme (depuis I'écorce) venant alors alimenter les cellules profondes de la
tige (Pfanz et al., 2002).

Il n'y a pas d'études qui portent sur la distribution de la chlorophylle dans les tiges d'arbres.
L'utilisation du MET, pour visualiser les chloroplastes, limite le champ d'observation rendant ainsi
difficile une estimation correcte sur une section entiére de tige.

b) La lumiere dans la tige

La lumiere est une ressource indispensable au processus de photosynthese car elle rend possible les
sauts d'énergie dans la chaine de photophosphorylation, i.e. lors de la photolyse de l'eau (via
I'excitation du photosysteme I1) et lors de I'excitation du photosystéme . Ces processus complexes se
déroulent au niveau des membranes internes des chloroplastes.
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uv Violet  Bleu Vert Jaune Orange Rouge IR
v { ¥ ¥ ¥ v ¥ Y Y
Chlorophylle b Spectre solaire visible
\ — Chlorophylle a / Bacteriochlorophylle a
\ Figure 7 : spectres d'absorption des
chlorophylles a et b extraits de

feuilles. D'aprés Buchanan et al.
(2002).
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On sait que les feuilles absorbent une partie de I'énergie lumineuse dans le rouge et dans le bleu
(figure 7) grace aux chlorophylles a et b qui constituent, entre autre, les molécules des antennes
collectrices de lumiére situées sur les photosystéemes | et 1l des chloroplastes. Qu'en est-il pour les
tiges ?

b.1) Pénétration et qualité de la lumiére dans la tige

Le chlorenchyme différe du parenchyme palissadique des feuilles par le fait notamment qu'il est
recouvert d'un périderme ou d'un tissu mort (suber) alors que le parenchyme palissadique n'est
recouvert que de I'épiderme et de la cuticule foliaire (figure 8) (Schaedle, 1975).

Suber Epiderme
Chlorenchyme +
Phloeme Parenchyme \

Cambium palissadique

Xyleme

Xyleme

Phloéme
Chambre sous v
Rayons stomatique S E ) ( )
ligneux
Stomate
Tige Feuille

Figure 8 : comparaison schématique des structures d'une tige et d'une feuille. Une petite partie de la lumiére incidente
(fleche jaune) est réfléchie au niveau du suber ou de I'épiderme (fléche bleu) et une grande partie est absorbée parles tissus
(fleche orange) et éventuellement transmise a travers I'organe. Voir le texte pour les détails.

La pénétration de la lumiére a travers I'écorce est faible, non homogene et variable en fonction de la
longueur d'onde (Pfanz et al., 2002). En général, plus la longueur d'onde est grande, et donc de faible
énergie, plus la transmittance a travers I'écorce est grande. Ainsi, dans le PAR?, le bleu est fortement
absorbé par les couches périphériques de I'écorce de la tige alors que le rouge pénétre plus en
profondeur (Kharouk et al., 1995; Solhaug et al., 1995). Chez Betula pubescens, la transmission du
rouge a 725 nm est meilleure qu'a 665 nm (Kauppi, 1991). A titre de comparaison, pour une feuille
d'épinard, 90 % de la lumiére dans le bleu (450 nm) et le rouge (680 nm) est absorbée par les 140

* Photosynthetically Active Radiation : radiations photosynthétiquement actives (de 400 & 700 nm)
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premiers micrométres du mésophile foliaire (Vogelmann, 1993), distance qui correspond au passage a
travers les deux couches de cellules palissadiques.

b.2) Quantité de lumiere

La quantité de lumiere qui atteint le chlorenchyme dépend des caractéristiques des couches
supérieures qui constituent I'écorce. Plus la tige est agée, plus I'écorce prend de l'importance en
épaisseur et plus la quantité de lumiere diminue au fur et & mesure qu'elle traverse I'écorce (Aschan et
al., 2001). Dans le cas de tiges agées, 0-3 % de la lumiére incidente atteint le chlorenchyme de la tige
(tableau 2). Il a également été montré que la présence de lichens sur I'écorce de Populus tremula
réduisait la transmittance mesurée au niveau du chlorenchyme de 10-50 % (Solhaug et al., 1995).

Espéce Age de la tige Transmittance a Référence
(ans) travers le suber (%)
Betula pendula 1 26 Wittmann et al. (2006)
Betula pubescens 1 20 (4665 nm) Kauppi (1991)
20 9 (4 665 nm)
Fagus sylvatica 1 6 Wittmann et al. (2001)
Fraxinus excelsior 1 50 Pfanz et al. (2002)
Fraxinus ornus 1 10 Szujko-Lacza et al. (1970)
55 1
Populus tremula 1 26 Wittmann et al. (2001)
Populus tremuloides - 5-15 Pfanz et al. (2002)
Quercus pubescens 1 60 Szujko-Lacza et al. (1970)
10 3
13 0

Tableau 3 : transmittances (en pourcentage de la lumiere incidente) mesurées a travers le suber de tiges de différents ages et
de différentes especes d'arbres. Sauf indiqué entre parenthéses, la gamme de longueur d'onde utilisée pour la lumiére
incidente était dans le visible.

La lumiére n'est pas totalement stoppée au niveau du chlorenchyme. Malgré une intensité trés faible, la
lumiére peut atteindre les couches profondes des tiges, au niveau du bois. Par exemple, pour des tiges
d'Atriplex confertifolia (arbuste désertique sempervirent) de 6 mm de diametre, la transmission de la
lumiére sur tout le spectre visible a été mesurée a plusieurs profondeurs (Wiebe et al., 1974) : 1-5 %
passe I'écorce, 0.2-1 % passe a travers le chlorenchyme, 0.01-0.2 % atteint la partie périphérique du
xyleme secondaire (le bois). Chez Fagus sylvatica, la transmission d'une source lumineuse rouge (665
nm) a travers écorce plus chlorenchyme est d'environ 0.01 % pour une tige d'un an (& = 1.3 mm) et
atteint 0.000003 % pour une tige de cing ans (& = 6.8 mm) et 10® % pour une tige de 16 ans (& = 30
mm) (Pfanz et al., 2002).

D'autres voies de passage de la lumiére ont été étudiées. Les lenticelles, présentes a la surface de
la tige et d'une taille unitaire d'environ 15 um chez Alnus glutinosa (Buchel & Grosse, 1990), ont pour
role principal I'échange de vapeur d'eau et de gaz entre I'atmosphere et la plante (Lendzian, 2006). Les
lenticelles sont des structures exemptes de suber qui s'est fissuré au cours de la formation du tissu. Les
lenticelles pourraient étre a priori des voies de passage privilégiées pour la lumiére. Pourtant, quelques
études ont révélé que la lumiere était plus fortement absorbée et réfléchie au niveau des lenticelles
comparée a l'écorce adjacente, et qu'il n'y avait que 0.2 & 12.1 % de la lumiére incidente qui était
transmise jusqu'au chlorenchyme sous-jacent (Wiebe et al., 1974; Manetas & Pfanz, 2005).

De la méme fagon que les fibres scléreuses® dans les feuilles (Karabourniotis et al., 2000), la tige, peut
jouer le role de conducteur de lumiére a travers les tissus vasculaires, i.e. xyleme et phloéme. En
éclairant perpendiculairement la tige de différentes espéces ligneuses et en mesurant la lumiére captée
au niveau de la section de tige, quelques centimetres plus bas, Sun et al. (2003) ont pu montré que

> Fibres scléreuses : type de sclérenchyme (tissu de soutien) composé de cellules trés allongées en fuseau
réparties en anneau continu sous I'épiderme, proche du cylindre central ou regroupées en Tlots.
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certaines gammes de longueurs d'onde (dans le rouge) étaient transmises jusqu'aux organes sous-
jacents, via les vaisseaux de xyléme et de phloéme.

2) Ecophysiologie de la photosynthese des tiges

a) Réponses aux conditions environnementales

a.1l) Réponse alalumiére
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Figure 9 : courbes de réponse de la photosynthése a la
lumiere de feuille (en haut, cercles pleins), de tige
I'année (en bas, triangles pleins) et de tige d'un an (en
bas, triangles ouverts) de peuplier. PPFD : densité de
flux de photon dans le PAR. D'apres Aschan et al.
(2001).

La réponse de la photosynthése des feuilles a la
lumiére est bien connue. Plus la quantité de lumiére
incidente est importante, plus le flux de CO, entrant
dans la feuille est important (figure 9). Lorsqu'une
tige est transférée de I'obscurité a la lumiere, le flux
de CO; sortant (supposé refléter la respiration s'il est
mesuré a l'obscurité) diminue (en valeur absolue)
pour se rapprocher de zéro, et la courbe de réponse
est typique de ce qui est observé sur une feuille
d'ombre, i.e. photosynthése maximale relativement
faible mais rapidement atteinte (figure 9).

Malgré l'augmentation de PPFD (densité de flux de
photon dans le PAR), le flux de CO, mesuré pour
une tige devient trés rarement positive. Pour une
tige de l'année, il atteint généralement des valeurs
proches de -2umolm?s® a PPFD saturant
(Cernusak & Marshall, 2000; Aschan et al., 2001;
Wittmann et al., 2001; Damesin, 2003; Wittmann et
al., 2005).

Avec l'age, le flux de CO, maximum diminue
encore (en valeur absolue) mais reste généralement
stable autour de -1 pmol m? s* (Aschan et al.,
2001; Wittmann et al., 2001).

C'est lorsque la tige est la plus jeune qu'une
assimilation nette maximale positive peut étre
observée. A cet age, les parties périphériques de
I'écorce ne sont pas trés développées. La tige
apparait trés verte et la lumiére pénétre en plus
grande quantité et plus profondément dans la tige.

Chez le hétre, un mois apres le débourrement, le flux de CO, mesurée a PPFD saturant sur les tiges de
I'année était comprise entre 0 et 1 umol m? s (Damesin, 2003).

Puisque le flux de CO, n'est presque jamais positif chez la tige, les auteurs préferent toutefois
calculer l'assimilation brute qui correspond a la réduction du flux de CO, de la tige observé lorsque
celle-ci est transférée de I'obscurité (Ry) a la lumiére (R;) (équation 3) :

Rq: flux de CO, mesuré a l'obscurité, pmol CO, m?2 s
Ag = ‘Rd - R| ‘ R, : flux de CO, mesuré & lumiére saturante, pmol CO, m? s

Equation 3 : équation permettant le calcul de I'assimilation brute appelée A4 ou Py
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a.2) Réponse a la température

Concernant la  réponse de la TR 4
photosynthése des tiges a la température, les

OA
données sont assez rares. 35

De méme que la réponse de la respiration a la 40 s
température (voir équation 1), la réponse de la

photosynthése a la température suit une loi 25 i i
d'Arrhenius de type exponentielle jusqu'a 30 °C - =091 P=0.0001 s

(figure 10). Un optimum est atteint vers 30-35
°C a partir duquel notamment les processus
photochimiques (flux maximal d'électron,
vitesse de carboxylation de la Rubisco)
déclinent.

1,5 1,5

1,0

Respiration a I'obscurité (R,) [umol CO, m? 5]
[i-s 2w “00 jow] (°y) e3rug uone|wissy

I - 0,5
Il apparait également que le rendement ’

guantique opérationnel des PSIl (F,/F.),
atteint un optimum a 35°C pour la tige de hétre
alors qu'il est égal a 30°C pour la feuille ,
(Wittmann & Pfanz, 2007). Les auteurs de cette TeRpcE R
étude suggerent que cette différence d'optimum ) ) o
de température de la photosynthése est le reflet ~ Figure 10 - courbes de réponse de Ry et A, (mesuree a
d'un métabolisme carboné différent entre la tige PAR saturarlt) a Ia'temperayure effectuées sur des tiges de

" ) o 1-2 ans de hétre. D'aprés Wittmann & Pfanz (2007).
et la feuille, peut-&tre intermédiaire entre les
métabolismes C; et C..
En effet, les plantes & métabolisme C, affichent un optimum de température pour la photosynthése
supérieur a celui des plantes a métabolisme Cs. Ceci est dii (1) au processus de concentration de CO,
qui inhibe la fonction oxygénase de la ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco) et
(2) a la plus forte stabilité de la phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) aux hautes températures par
rapport a la Rubisco.

r’= 0.9947, P<0.0001

0,0 T T T T T T T T T T 0,0
-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40

b) Photochimie

L'utilisation des systémes d'échanges gazeux pour la mesure de I'assimilation de CO, par la tige
peut étre critiquable. Le maintien de la température pendant la mesure est essentiel afin de controler
les flux respiratoires provenant de la majorité du tissu étudié, les tissus photosynthétisants
(chlorenchyme) n'en représentant qu'une petite part. De plus, la mesure des échanges gazeux sur de
jeunes tiges, a entre-nceuds courts, nécessite de couper certaines feuilles afin de n'avoir que la tige
dans la chambre, ce qui induit alors une fuite de CO, par les blessures (“wound respiration™).

Les mesures de la fluorescence chlorophyllienne in vivo permettent de s'abstenir de ces problémes
puisqu'elles utilisent des outils non intrusifs et applicables sur de treés faibles surfaces tissulaires
(Krause & Weis, 1991). Ces mesures renseignent sur les réactions primaires associées au transport
d'électron a travers la chaine de photophosphorylation chlorophyllienne (qui a lieu dans la membrane
thylakoidienne), via notamment le photosysteme 11 (PSII), une des premieres cibles en cas de stress.
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En conditions controlées en laboratoire ou stables sur le terrain, la vitesse du flux linéaire
d'électrons au travers du PSIlI (ETR pour Electron Transport Rate) est positivement corrélée a la
fixation de CO, (Genty et al., 1989). Comparé a la feuille, le chlorenchyme des tiges montre une
saturation de I'ETR dés 400 umol photons m? s (figure 11), ce qui est caractéristique de l'adaptation
des chloroplastes des tiges a I'ombre (Manetas, 2004; Ivanov et al., 2006; Kotakis et al., 2006).

Chez les tiges, a faible PPFD (50-150 pmol m? s™), le quenching non photochimique (qN ou NPQ),
indiquant une perte d'énergie calorique, est trés important comparé aux feuilles (Manetas, 2004).
Associée au fait que le chlorenchyme des tiges souffre d'un nombre important de PSII inactifs, cette
observation expliquerait le faible ETR mesuré et suppose par conséquent une faible activité du
photosystéme | (PSI). Bien qu'en quantité largement plus faible dans la tige que dans la feuille (Ivanov
et al., 2006), les pools de PSI sont suffisamment actifs et non limitants, supposant ainsi qu'un flux
cyclique d'électrons est actif a travers le PSI (Kotakis et al., 2006). Comparé aux feuilles et a PPFD
équivalent, le flux cyclique d'électron est effectivement 2 a 4 fois plus important pour le chlorenchyme
de tiges de Eleagnus angustifolius (Kotakis et al., 2006). Le maintien d'un flux cyclique d'électrons
important autour du PSI dans I'écorce des tiges compenserait la faible activité du PSII, apportant une
voie supplémentaire a la fourniture d'’ATP (Manetas, 2004).

De fortes concentrations en CO, abaissent également le rendement quantique de la photochimie
au niveau des PSII (mesuré via gps; = (Fr'- Fs)/Fn'")) et I'ETR. Bligny et al. (1997) ont montré une
baisse des caractéristiques photochimiques de feuilles de Pois éclairées et soumises a une
concentration en CO, de 15%. Chose intéressante, le rendement quantique maximal des PSII (F,/F,, =
(Fm- Fo)/Fr) ne change pas, indiquant que les effets observés sur le flux d'électron ne sont pas di au
CO, en soi mais, indirectement, a l'acidification du stroma chloroplastique néfaste au bon
fonctionnement des enzymes du cycle de Calvin-Benson-Bassham.

Ces observations sont a priori transposables a la tige puisque les concentrations en CO, peuvent
étre trés importantes (voir paragraphe B.2.b.1, page 8). Ainsi, Manetas (2004) montre I'effet néfaste
mais totalement réversible d'une forte concentration en CO, sur les processus photochimiques de la
photosynthése des tiges : ¢wsy et ETR, mesurés & PPFD = 500 pmol photons m? s sur le
chlorenchyme de jeunes tiges de Prunus cerasus, baissent de 70 % lorsque la concentration en CO,
passe de 0.036 a 20 % de CO..
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c) Assimilation de CO; par la photosynthese des tiges :
réalité ou fiction ?

Comme nous l'avons vu en toute fin de la partie B, il existe différentes issues au CO, respiré par
les tissus de la tige : l'efflux vers l'atmosphére par diffusion, le transfert vertical vers les tissus
supérieurs et enfin, la refixation par la photosynthese des tiges. Les paragraphes qui suivent détaillent
le calcul de la refixation et les données de la littérature montrant que I'assimilation existe (c.1) et
discutent également de I'existence réelle de la photosynthése des tiges (c.2).

c.1) Refixation de CO, par la photosynthése des tiges

Afin d'estimer I'importance de cette derniére, Cernusak & Marshall (2000) ont, pour la premiére
fois, calculé un taux de refixation de carbone. La refixation est le processus de recapture du carbone
perdu par respiration et refixé par la photosynthese de la tige (équation 4) :

Rd B RI %100 Rq: flux de CO, mesuré a I'obscurité, umol CO, m? s™*
R, : flux de CO, mesuré & lumigre saturante ou assimilation nette, pmol CO, m?s?

% refixation =
d

Equation 4 : équation permettant le calcul du pourcentage de refixation

Quand le pourcentage de refixation est supérieur a 100 %, ce qui est rare, cela signifie qu'une
assimilation nette positive est mesurée, autrement dit que du CO, extérieur est incorporé par la
photosynthese de la tige. Chez Pinus monticola, Cernusak & Marshall (2000) ont pu montré que le
taux de refixation passait de 10 % pour un PPFD de 100 pmol m? s™ & 79 % pour un PPFD saturant.
Le taux de refixation varie en fonction de I'dage de l'organe, de la période de mesure et de I'espece
considérée (tableau 3).

Espéce Agégﬁé:;)lge Reflxatlo(r;A)Tammale Auteurs

Acer rubrum 0-1 31 (hiver) (Coe & McLaughlin, 1980)
Cornus florida 0-1 79 (hiver) (Coe & McLaughlin, 1980)
Eucalyptus miniata 55 (Cernusak et al., 2006)
Fagus crenata 5 98 (Han & Suzaki, 1981)
Fagus sylvatica 0-1 80-90 (Wittmann et al., 2001)

0-1 60-110 (Damesin, 2003)
Liriodendron tulipifera 0-1 23 (hiver) (Coe & McLaughlin, 1980)
Pinus monticola 3-4 76 (Cernusak & Marshall, 2000)
Pinus sylvestris 55-60 54 (Kaipiainen et al., 1998)
Populus tremula 0-1 60-80 (Wittmann et al., 2001)
Populus tremuloides 0-1 80 (Aschan et al., 2001)

6-8 90 (hiver) (Foote & Schaedle, 1976a)

6-8 92 (été)
Prunus persica 0-1 66 (Alessio et al., 2005)
Quercus alba 0-1 19 (hiver) (Coe & McLaughlin, 1980)

Tableau 4 : variabilité interspécifique du pourcentage de refixation maximal (mesuré a éclairement saturant) pour des tiges
d'ages variables.

Dans I'étude de Damesin (2003), les taux de refixation maximum (> 100 %) ont été atteints peu apres
le débourrement et pendant I'hiver lorsque les forces de puits ne sont pas suffisamment ou pas du tout
compensées par l'assimilation foliaire. A I'échelle de I'année, cet auteur a calculé que la tige de un an
de hétre assimilait 0.2 g de carbone (et respirait 0.5 g de carbone) ce qui compensait la respiration
d'entretien (Rp).
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Du fait de la réponse exponentielle de la respiration a la température et d'un optimum atteint
autour de 30-35°C pour la photosynthese (figure 10), la refixation de carbone par la tige décroit avec
l'augmentation de la température. Pour la jeune tige de hétre, le pourcentage de refixation chute de
100 % a seulement 25 % lorsque la température augmente de 0°C a 40°C (Wittmann & Pfanz, 2007).
Les réponses de la respiration et de I'assimilation a la température sont malgré tout relativement
proche pour une gamme de températures de -5°C et 5°C (figure 10), ce qui explique les taux élevés de
refixation en hiver (Damesin, 2003; Wittmann & Pfanz, 2007).

Comme nous venons de le voir, le flux de CO, sortant d'une tige d'arbre baisse lorsque celle-ci est
transposée de I'obscurité a la lumiére et cette baisse serait due a la refixation de CO, par des processus
photosynthétiques. Cette affirmation est discutable puisque d'autres processus liés aussi au
métabolisme carboné sont dépendants de la lumiére :
- l'inhibition de la respiration a la lumiére, qui peut induire des erreurs sur I'estimation sur la
photosynthése brute réelle des tiges,
- la photorespiration, qui peut agir positivement sur I'efflux de CO; a la lumiére.

c.2) Processus potentiellement impliqués dans la réponse de la photosynthése des
tiges alalumiére

e Photorespiration

L'O; est un inhibiteur compétitif a la fixation de CO, par la Rubisco. La fonction d'oxygénation
est liée au processus de photorespiration qui fait intervenir le chloroplaste, le peroxysome et la
mitochondrie. Bien que la photorespiration soit connue pour intervenir dans le métabolisme azoté
(Madore & Grodzinski, 1984) ou encore dans la dissipation de I'excés d'ATP et de pouvoir réducteur
en cas de stress photo-oxydatif (Kozaki & Takeba, 1996), elle reste néanmoins un processus qui se
déroule sans fixation nette de carbone.

L'hypothése d'une contribution positive de la photorespiration dans I'efflux de CO, a la lumiere (voir
équation 3) n'est pas a exclure. De nombreux auteurs ont toujours supposé que la photorespiration
était négligeable voire absente, en raison de la forte concentration en CO, de la tige et de la faible
concentration en O, aboutissant & un rapport O,/CO, en faveur de la fonction de carboxylation de la
Rubisco (Schaedle, 1975; Foote & Schaedle, 1976b; Pfanz et al., 2002; Damesin, 2003).

Au niveau du chlorenchyme, la concentration en CO, est de 0.06 a 0.17 % soit jusqu'a six fois plus
importante que dans la feuille (Cernusak & Marshall, 2000; Wittmann et al., 2006). Par ailleurs, les
résultats d'efflux de CO, réalisés a lumiére (R;) puis a l'obscurité (Ry) sur de jeunes tiges de Betula
pendula sont identiques a des concentrations en oxygéne de I'air de 20 % d'O; ou 2 % d'O, (Wittmann
et al., 2006). Sachant que la concentration en oxygene détermine fortement la voie photosynthétique
ou photorespiratoire privilégiée par la Rubisco, ces résultats montrent par conséquent que la
photorespiration ne joue pas un réle important dans I'efflux de CO, a la lumiére par les tiges des
arbres.

eInhibition de larespiration a la lumiére

De nombreuses études ont montré sur les feuilles que la respiration mitochondriale (supposée
étre Rq dans I'équation 5) est diminuée de 16 a 77 % lorsqu'elle est mesurée a la lumiére (Brooks &
Farquhar, 1985; Kromer, 1995; Hoefnagel et al., 1998; Atkin et al., 2000). Cette inhibition est
associée a l'inhibition de nombreux mécanismes biochimiques dont le principal est trés certainement
celui du cycle de Krebs (Atkin et al., 2000; Tcherkez et al., 2005). On peut alors se demander si la
baisse de I'efflux de CO, constatée a la lumiére chez la tige correspond réellement a une refixation de
CO, par la photosynthese ou alors s'il ne s'agit pas simplement d'une inhibition de la respiration a
I'obscurité.

Aucune étude ne s'est penchée sur l'estimation de la respiration a la lumiére par les tiges, afin
notamment de connaitre I'impact sur la photosynthése des tiges. Pour estimer la respiration a la
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lumiére, la technique de Peisker & Appel (2001) nécessitant I'établissement de courbes de réponses
Alc; réalisées a différentes intensités lumineuses ne sont pas applicables sur une tige. En effet, la
source de CO, utilisée pour la photosynthése des tiges (issue de la respiration par refixation) ainsi que
la vitesse de diffusion du CO, a travers I'écorce ne sont pas comparables a ce qu'on a I'habitude de voir
chez une feuille.

Une autre méthode basée sur I'estimation du flux d'électron a été utilisée pour savoir s'il y a ou
non inhibition de la respiration a la lumiére chez la tige ligneuse.
Le transport d'électrons photosynthétiques actionne les cycles de réduction (PCR) et d'oxydation
(POR) du carbone (premieres étapes associées a la Rubisco) et tout autre puits d'électrons tel que la
réduction de l'azote. Une méthode basée sur la fluorescence chlorophyllienne permet d'estimer le flux
total d'électrons a la différence d'une méthode basée sur les échanges gazeux. En effet, cette méthode
ne peut fournir qu'une estimation du flux d'électrons nécessaire a la réduction du carbone et, si la
concentration en CO, dans le chloroplaste est connue avec précision, a I'oxydation du carbone.
En I'absence de photorespiration et sous conditions optimales, sans stress, la photosynthése est le seul
puits métabolique d'électrons. Ainsi, la vitesse du flux d'électron estimé par les mesures d'échanges
gazeux (ETRg ou Jg) est égale a celle estimée par les mesures de fluorescence (ETR; ou J;) (Loreto et
al., 1994). Nous l'avons vu dans le point précédent, la photorespiration ne joue pas un role important
dans la tige et on devrait avoir ETRy = ETR;. Quelconque différence entre ETR; et ETRy signifierait
que la baisse d'efflux de CO, des tiges a la lumiere n'est pas uniquement due a la refixation par la
photosynthése des tiges. S'il y a inhibition de la respiration a la lumiére, on devrait méme avoir ETR; <
ETR,.
Sous des conditions de non photorespiration, i.e. [O,] = 20 mbar, Wittman et al. (2006) ont mesuré
ETRy et ETR; sur de jeunes tiges de bouleau. Ces auteurs ont montré que ETR; > ETR,. Les auteurs
expliquent (1) qu'on peut écarter toute intervention d'une inhibition de la respiration dans la baisse de
I'efflux de CO; a la lumiére et (2) que la différence observée entre ETR; et ETRy provient alors de la
résistance a la diffusion du CO,, qui contribuerait ainsi a une sous-estimation de ETRy. Pour tester
cette hypothése, les auteurs ont mesuré les échanges d'O, entre I'écorce isolée de tiges de bouleau et
I'atmospheére, éliminant ainsi toute résistance a la diffusion et ont montré ainsi que ETRy était bien égal
a ETRy.

Pour conclure, il semble donc que la photorespiration et l'inhibition de la respiration a la lumiére
n'interviennent pas dans I'efflux de CO, a la lumiére. La baisse d'efflux de CO, observée lorsque la
tige passe de I'obscurité a la lumiére correspond donc principalement a la refixation de carbone par les
mécanismes photosynthétiques de la tige.

22



Chapitre | — Introduction

Objectifs de la these

Les tiges des arbres ont la particularité d'étre situées au cceur des échanges de matiére et

d'énergie entre les racines et les feuilles. Les fonctions principales de la tige sont d'assurer le soutien
de l'arbre et d'apporter les éléments nutritifs des racines aux organes en croissance. Mais nous avons
vu que la tige est aussi capable d'assimiler du carbone en refixant une partie du CO, respiré.
D'un point de vue écophysiologique, nous avons lors du chapitre précédent que la photosynthese des
tiges présente des caractéristiques proches de la photosynthese de feuilles d'ombres. Il a été observé
notamment que l'assimilation nette répond positivement a l'augmentation de l'intensité lumineuse, que
la tige présente une faible quantité de chlorophylles et une machinerie photosynthétique intacte, préte
a capter la faible quantité de lumiere atteignant le tissu photosynthétique, i.e. le chlorenchyme.

Concernant les échanges gazeux, les données de la littérature portent sur des especes d'arbres

variées et montrent une grande variabilité dans I'estimation de I'assimilation de carbone par la tige. Les
méthodologies, les outils et les conditions de mesures varient d'une étude a I'autre. Alors que les tissus
profonds de la jeune tige peuvent également refixer du CO,, certaines études se contentent pourtant de
ne prendre en compte que I'écorce comme tissu photosynthétique quel que soit I'age du tissu. D'autre
part, les mesures ne sont pas réalisées pendant la méme période de l'année. 1l est donc difficile de
pouvoir comparer aisément les différents paramétres mesurés entre les espéces.
Est-ce que cette variabilité des échanges gazeux indique une réelle variabilité interspécifique
et/ou est-elle due aux différentes méthodologies employées ? Si une variabilité interspécifique de
la photosynthese existe, peut-elle étre expliquée par une variabilité des caracteres structuraux ou
biochimiques de la tige ?

Les données disponibles sur la photosynthese des tiges n'ont toujours concerné qu'une période
restreinte de la saison de végétation, 1'été pour la plupart des cas. Pourtant, la tige évolue au cours de la
saison de végétation avec des modifications structurales importantes. La pénétration de la lumiére est
de plus en plus difficile ce qui suppose que le chlorenchyme soit a terme le seul tissu
photosynthétique. Mais des expériences de marquage au **CO, indiquent que les cellules situées plus
en profondeur, dans les rayons xylémiens et dans le parenchyme médullaire, sont capables de fixer du
CO, (Wiebe, 1975; Langenfeld-Heyser, 1989). Cette fixation est supposée étre attribuée a la Rubisco
et la PEPC, deux enzymes carboxylantes liées, de prét ou de loin, au processus de fixation du carbone
dans la photosynthése foliaire. La Rubisco, I'enzyme la plus abondante chez la plante, fixe le CO, dans
le chloroplaste au niveau du cycle de Calvin. La PEPC intervient dans la voie anaplérotique chez les
plantes a métabolisme C; et comme premiére enzyme fixatrice de carbone chez les plantes a
métabolisme C,. Ces deux enzymes n'ont été étudiées cependant qu'une seule fois dans les tiges : dans
I'écorce de Peuplier pour la Rubisco (Schaedle & Brayman, 1986) et dans le bois de Robinier pour la
PEPC (Héll, 1974).

Quelle est la dynamique de la photosynthese des jeunes tiges a I'échelle de I'année et son lien
notamment avec les activités Rubisco et PEPC ? Comment évolue la distribution des tissus
chlorophylliens de la tige au cours de la saison ?

Il a récemment été montré que les cellules qui entourent les vaisseaux de xyléme de tiges et
pétioles de tabac montrent de fortes activités d'enzymes caractéristiques d'un métabolisme C4 (Hibberd
& Quick, 2002). Associés a la présence de cellules chlorophylliennes dans les cellules profondes de la
tige, ces résultats ont soulevé I'hypothése d'un métabolisme de type C, dans les tiges des arbres. La
PEPC des plantes C, présentent des caractéristiques biochimiques bien différentes de celle des plantes
Cs. Si un tel mécanisme photosynthétique de type C, a lieu dans la tige, la fixation de CO, (impliquant
le PEPC) et la phase photochimique (impliquant la Rubisco) devraient étre séparés dans I'espace.
Est-ce que la PEPC des tiges d'arbres posséde des caractéristiques biochimiques similaires a la
PEPC des plantes en C4 ? Quelle est la distribution spatiale de la PEPC et de la Rubisco dans la
tige ?
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La fonction de photosynthése est liée a de nombreux paramétres environnementaux. Par
exemple, lorsque la concentration en CO, ou la quantité de lumiere augmentent, I'assimilation de
carbone est stimulée. 1l en est de méme pour l'augmentation de I'apport en azote du sol. En effet,
I'azote assimilé par la plante est en grande partie alloué aux protéines du cycle de Calvin-Benson-
Bassham (notamment la Rubisco) et a la chlorophylle. De plus, le métabolisme azoté est intimement
lié au métabolisme carboné car l'assimilation de l'azote nécessite beaucoup de squelettes carbonés
provenant du cycle de Krebs (o Ketoglutarate). C'est pourquoi la voie anaplérotique et I'activité PEPC
sont stimulées afin de fournir davantage de carbone au cycle de Krebs.

Est-ce qu'une augmentation de I'azote dans le sol peut stimuler la photosynthese des tiges,
comme ce qui est observé chez les feuilles ? Est-ce que la voie anaplérotique via la PEPC est
également stimulée dans la tige ?

Afin de répondre a ces questions et apporter des éléments nouveaux a la compréhension de la
photosynthese des tiges, nous avons réalisé plusieurs expérimentations qui ont fait I'objet de
publications scientifiques (3 articles acceptés et un prochainement soumis). Les quatre chapitres qui
suivent (I, 111, IV & V) correspondent respectivement aux quatre points cités ci-dessus. Chaque
chapitre débute par une présentation du travail, suivie des principaux résultats de I'étude ; il est
agrémenté d'informations et/ou d'illustrations complémentaires a l'article correspondant.

Le chapitre VI est une discussion/conclusion générale reprenant les principaux points de la thése ainsi
que les perspectives envisagées.
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Chapitre Il — Comparaison interspécifique de la photosynthése des tiges

PRESENTATION

Comme précisé auparavant, nous présentons ici le contexte scientifique de I'étude et ses
principaux résultats.
Il existe de nombreux travaux portant sur la comparaison de la photosynthése des feuilles que ce soit
au sein méme d'une espéce ou entre différentes espéces. Dans la plupart des cas, les traits structuraux
de la feuille sont corrélés aux traits fonctionnels, dont notamment ceux liés a la photosynthése,
fonction principale de la feuille. La masse surfacique foliaire (LMA, leaf mass per area) ainsi que la
concentration en azote total sont d'importants traits qui sont associés aux variations de I'assimilation de
carbone. Sur les vingt derniéres années, les chercheurs se sont activement penchés sur la quantification
des relations entre les différents traits foliaires et entre ces traits foliaires et le climat (Reich et al.,
1997; Wright et al., 2004). D'autres ont profité des résultats de ces études pour modéliser les flux et les
stocks de carbone et d'azote dans la plante.
A premiere vue, la tige ligneuse n'est pas spécialisée dans la fonction de photosynthése mais nous
avons vu dans le chapitre | qu'elle est pourtant capable de refixer une partie du carbone perdu par
respiration. La photosynthese des tiges a été étudiée chez des especes d'arbres variées. Parmi elles,
nous pouvons citer des espéces décidues comme le peuplier (plusieurs especes, genre Populus), le
bouleau (Betula pendula Roth.), le hétre (Fagus sylvatica L.), le chéne (plusieurs especes, genre
Quercus) et le fréne (Fraxinus excelsior L.), et des especes sempervirentes comme le pin blanc (Pinus
monticola) et I'épicéa (Picea abies (L.) Karst.). Ces études se sont, pour la plupart, focalisées sur les
jeunes tiges d'une ou deux espéces d'arbres et il n'en existe a priori aucune qui a examiné les relations
entre les caractéristiques structurales de la tige et ses capacités photosynthétiques.

Existe-t-il, chez la tige photosynthétique des relations entre traits structuraux et traits
fonctionnels, comme chez les feuilles ?

Afin de répondre a cette question, nous avons examiné des traits fonctionnels photosynthétiques
(échanges gazeux, fluorescence chlorophyllienne) et des traits structuraux (contenus en chlorophylle et
en azote et masse surfacique des tiges) des tiges. Nous avons choisi de travailler sur neuf espéces
d'arbres répartis sur le campus d'Orsay de I'Université Paris-Sud.

Elles comptaient :

- sept espéces décidues : le hétre (Fagus
sylvatica L.), le chéne pédonculé (Quercus
robur L.), le tilleul (Tilia cordata Mill.), le
bouleau (Betula pendula Roth.), le fréne
(Fraxinus excelsior L.) et l'aulne (Alnus
glutinosa (L.) Gaertn.) ;

- deux espéces sempervirentes : I'épicéa
(Picea abies (L.) Karst) et le pin sylvestre
(Pinus sylvestris L.) ;

- une espéce, membre survivant, d'un groupe
primitif de gymnospermes : le ginkgo
(Ginkgo biloba L.).

; A oA Figure 12 : chambre "conifer chamber" LI-6400-05
Le choix de ces especes avait egalement pour but utilisée avec I'analyseur LI-6400 (Li-Cor, Lincoln, NE)

de ce_lractériser la photo_synthése des tiges en été et pour les mesures d'échanges gazeux des tiges. Ici, une
en hiver, lorsque certaines especes sont exemptes tige de I'année d'épicéa (Picea abies) dépourvue de ses
de feuilles (espéces décidues) ou d'autres, au aiguilles.

contraire, les possédent toujours (especes

sempervirentes). Les échanges gazeux (figure 12), les contenus en chlorophylle et en azote ainsi que
le rendement quantique maximal des PSII (F./Fy,) et la distribution de la chlorophylle dans la tige ont
été examinés a deux peériodes distinctes de I'année, été et hiver (figure 13).
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Pinus Tilia Quercus Ginkgo Fraxinus Alnus Betula Fagus
sylvestris cordata robur biloba excelsior glutinosa pendula sylvatica

ETE
Picea Pinus Tilia Quercus Ginkgo Fraxinus Alnus Betula Fagus
abies sylvestris cordata robur biloba excelsior glutinosa pendula sylvatica

Figure 13 : tiges de I'année des neuf espéces d'arbres étudiées dans I'expérimentation de comparaison interspécifique de la
photosynthese des tiges. Pour la photographie, les tiges ont été dépourvues de leurs feuilles.

PRINCIPAUX RESULTATS

Sur les tiges de I'année des neuf espéces d'arbres étudiées, la présence de chlorophylle a été
observée et une baisse d'efflux de CO, a toujours été mesurée lorsque la tige était transférée de
I'obscurité a la lumiére. A I'neure actuelle, il n'y a pas d'étude indiquant I'absence de photosynthése
de tige, aussi bien pour les tiges d'espéces arborescentes que celles des espéces herbacées. Cette étude
est I'une des toutes premiéres qui a fait appel a la microscopie a épifluorescence pour distinguer et
localiser la chlorophylle dans les tiges.

En ce qui concerne les échanges gazeux, il a été calculé que 77 % du CO, respiré est refixé par la
photosynthese des tiges contre 34 % en hiver, en moyenne sur les neufs espéces étudiées. Les mesures
de photosynthése brute varient entre 0.7 et 4.0 umol m? s™ en été et entre 0.6 et 2.7 pmol m™? s™ en
hiver. Lors du passage de I'été a I'hiver, les modifications structurales des tiges (augmentation de la
masse surfacique, épaississement de I'écorce) induisent une baisse du contenu en chlorophylle, une
baisse de I'efficacité des photosystémes Il et, par conséquent, une baisse de la photosynthése
brute. De plus, I'azote alloué a la photosynthése diminue (baisse du PNUE, Photosynthesis Nitrogen
Use Efficiency).Alors qu'en été, les tiges des espéces étudiées présentent un F./F,, proche de 0.8
(valeur similaire aux feuilles matures), une variabilité interspécifique est observée en hiver. Cette
variabilité est expliquée par les différences de structures des tiges entre les especes qui protegent plus
ou moins le systéme photosynthétique de la photoinhibition et du froid hivernal.
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La distribution de la chlorophylle observée sur des sections de tige de I'année indique que la

chlorophylle est majoritairement distribuée en périphérie, dans le chlorenchyme (figure 14).
Malgré tout, pour certaines espéces dont l'aulne et le bouleau, la chlorophylle était également bien
représentée dans le parenchyme médullaire.

B

Figure 14 : exemples de coupes de tiges de
I'année prélevées en hiver sur des espéces
d'arbres du campus d'Orsay et observées en
microscopie a  épifluorescence. La
chlorophylle fluoresce naturellement dans
le rouge ce qui permet de la localiser
aisément. A : Fraxinus excelsior, B : Alnus
glutinosa, C : Pinus sylvestris, D : Picea
abies, E : Magnolia macrophylla, F :
Ginkgo biloba. Barres d'échelles = 100 um
(A, D) et 200 um (B, C, E, F).

La variabilité observée sur les traits fonctionnels et structuraux nous a permis d'établir des

relations entre la mesure des échanges gazeux et plusieurs traits structuraux. Nous montrons ainsi une
relation positive entre la photosynthése brute maximale (PPFD saturant) et :

la respiration a I'obscurité (en été, r2=0.94; P < 0.01). Alors que ce type de relation est tout a
fait classique chez les feuilles (relation expliquée par l'utilisation des produits de la
photosynthese par la respiration), il n'était pas évident qu'on la retrouve chez la tige car les
substrats de la respiration peuvent provenir (1) des photosynthétats foliaires, (2) des réserves,
(3) des photosynthétats de la tige. Cette relation significative, en hiver comme en été, semble
indiquer que les produits photosynthétiques de la tige sont respirés immédiatement.

le contenu en azote (en été, r2=0.59; P < 0.01). Cette relation, bien déterminée chez les
feuilles, peut s'expliquer par le réle central qu'occupe I'azote dans le cycle de Calvin-Benson-
Bassham (annexe 1) et dans les thylakoides. Cette relation suggére également que la baisse de
CO, observée a la lumiére est principalement due a l'augmentation de I'assimilation de CO,
plutdt qu'a une inhibition de la respiration a la lumiére.

le contenu en chlorophylle (en été, r2=0.59; P < 0.05). Le processus d'assimilation de carbone
par les tiges est dépendant de la lumiére.

L'ensemble des résultats mettent en évidence une grande variabilité dans les parametres étudiés et
montrent que les relations habituellement observées entre traits structuraux et traits
fonctionnels chez les feuilles sont retrouvées chez les tiges de I'année.
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Summary The photosynthetic characteristics of current-
year stems of six deciduous tree species, two evergreen tree
species and ginkgo (Ginkgo biloba L..) were compared. Gas ex-
change, chlorophyll concentration, nitrogen concentration and
maximum quantum yield of PSII were measured in stems in
summer and winter. A light-induced decrease in stem CO,
efflux was observed in all species. The apparent gross photo-
synthetic rate in saturating light ranged from 0.72 umol m 25~
(ginkgo, in winter) to 3.73 umol m~>s~' (Alnus glutinosa (L.)
Gaertn., in summer). Despite this variability, a unique correla-
tion (slope = 0.75), based on our results and those reported in
the literature, was found between gross photosynthetic rate and
dark respiration rate. Mass-based gross photosynthetic rate de-
creased with stem mass per area and correlated to chlorophyll
concentration and nitrogen concentration, both in summer and
winter. The radial distribution of stem chlorophyll differed
among species, but all species except ginkgo had chlorophyll
as deep as the pith. In summer, the maximum quantum yield of
stem PSII (estimated from the ratio of variable to maximal flu-
orescence; F,/F,) of all species was near the optimal value
found for leaves. By contrast, the values were highly variable in
winter, suggesting large differences in sensitivity to low-tem-
perature photoinhibition. The winter values of F, /F,, were only
31-60% of summer values for the deciduous species, whereas
the evergreen conifer species maintained high F, /F,, in winter.
The results highlight the interspecific variability of gross pho-
tosynthesis in the stem and its correlation with structural traits
like those found for leaves. The structural correlations suggest
that the selection of photosynthetic traits has operated under
similar constraints in stems and leaves.

Keywords: chlorophyll, F\,/Fy, nitrogen, stem gas exchange.

Introduction

In contrast with leaves, stems are not obviously specialized for
photosynthesis. Their surface to volume ratio is low, as is
transmittance to light through the bark layer (Pfanz et al.
2002). Nevertheless, these conditions, although a priori unfa-
vorable, do not prevent chlorophyll synthesis and carbon as-
similation in stems. Kharouk et al. (1995) calculated that 45%

of total tree chlorophyll is present in the twig and branch chlor-
enchyma of aspen. Compared with leaves, stems have some
photosynthetic advantages. For example, the measured CO,
concentration in stems is high enough (up to 260,000 ppm) to
inhibit photorespiration, increasing quantum yield. The lack
of stomata inhibits transpiration, increasing water-use effi-
ciency over that of leaves.

Stem photosynthesis has been studied in legume species,
such as broom (Nilsen et al. 1993, 1996), and in various tree
species (see review by Pfanz et al. 2002). Compared with the
maximal net photosynthetic rate of leaves, which may reach
up to 20 umol m~? s~ ' in temperate trees, e.g., some species of
the genus Quercus, the photosynthetic rate of stems is much
lower (Cernusak and Marshall 2000, Aschan et al. 2001,
Wittmann et al. 2001). For this reason, gross photosynthesis is
usually calculated to characterize the stem photosynthesis.
Gas-exchange measurements of stems are generally achieved
instantaneously, over short periods, and most studies provide
only a snap-shot in time. Studies in which gas exchange was
monitored during an entire season, however, have revealed
that gross stem photosynthesis may be higher than the dark
respiration rate, particularly during the stem growth period
(April to September) and in winter (Foote and Schaedle 1976,
Damesin 2003). A current-year stem of beech can potentially
assimilate 0.13 g of carbon during the growth period, corre-
sponding to 68% of the total carbon assimilated over one year
(Damesin 2003).

Leaf gas exchange has often been related to leaf structural
traits, both within and among species (Reich et al. 1997). Leaf
mass per area (LMA) and nitrogen concentration are impor-
tant leaf traits that are associated with variations in carbon as-
similation. Expressed in mass-based units, the light-saturated
assimilation of leaves is negatively correlated to LMA
(Wright et al. 2004). Leaf photosynthetic capacities are posi-
tively correlated to leaf nitrogen concentration because pro-
teins of the Calvin-Benson cycle and of thylakoids represent
the major part of leaf nitrogen (Evans 1989). This relationship
has also been observed for stem photosynthesis of the legume
species Spartium junceum L. and Cytisus scoparius L. (Nilsen
1992, Nilsen and Karpa 1994) and of the tree species Pinus
monticola Dougl. ex D. Don (Cernusak and Marshall 2000).
To our knowledge, the relationship has never been compared
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directly among tree species, and interspecific comparisons
based on published data are difficult because of the variety of
methods used.

In this study, we compared nine adult temperate tree species
growing on the campus of the University of Paris XI: six de-
ciduous species (European beech (Fagus sylvatica L.), com-
mon oak (Quercus robur L.), small-leaved linden (7ilia
cordata Mill.), silver birch (Betula pendula Roth.), ash
(Fraxinus excelsior L.) and alder (Alnus glutinosa (L.)
Gaertn.)); two evergreen species (Norway spruce (Picea abies
(L.) Karst) and Scots pine (Pinus sylvestris L.)); and ginkgo
(Ginkgo biloba L.), a surviving member of a primitive group
of gymnosperms. The experiment was carried out on cur-
rent-year stems during winter and summer. Gas exchange,
chlorophyll and nitrogen concentrations, maximum quantum
yield of PSII and location of chlorophyll were examined. Our
main objectives were: (1) to characterize the physiological
variation in stem photosynthesis among species and between
studied seasons; (2) to investigate the relationships between
functional (gas exchange, fluorescence parameters) and struc-
tural (chlorophyll, nitrogen, stem mass per area) traits and
compare these relationships to those commonly observed in
leaves. Because the stem is not specialized for photosynthesis,
we predicted minimum nitrogen and chlorophyll investment
for all species.

Materials and methods

Site description and plant materials

The experiment was conducted in 2004 on nine tree species
grown in a temperate climate on the campus of the University
of Paris XI (48°42’ N, 02°10" E), 25 km south-west of Paris,
France (elevation: 65 m). The studied species, European
beech, common oak, small-leaved linden tree, silver birch,
ash, alder, Norway spruce and Scots pine are commonly ob-
served in European temperate forests or parks. Ginkgo biloba
was chosen because it is recognized as a “living fossil” that
possesses primitive characters. In the gymnosperm phylogeny,
it is the unique representative of the Ginkgoales branch. The
trees were located on the same type of soil (brown soil in the
process of formation on top of colluviums), and were of simi-
lar height (15—20 m) and age (35-50 years).

Current-year stems of three trees per species were sampled
at the end of June (summer period) and at the end of March
(winter period). During the measurement periods, mean diur-
nal temperatures were, on average, 16.3 °C at the end of June
and 7.6 °C at the end of March. For each tree, all parameters
were measured in the midsection of 2—3 current-year stems,
the diameter of which varied between 2 mm (Betula pendula)
and 5 mm (Pinus sylvestris). We sampled sun-exposed stems
from the outer crown at a height of about 2—4 m with a pruning
hook. Samples were harvested around 1400 h UT for gas ex-
change; samples for chlorophyll extraction were immediately
immersed in liquid nitrogen and stored at —80 °C until assayed.

Gas-exchange measurements

Gas exchange was measured in the laboratory on detached
stems with an LI-6400 portable photosynthesis system (Li-
Cor, Lincoln, NE) and a conifer chamber (Li-Cor Model
6400-05) similar to the one described by Damesin (2003). In
this chamber, temperature and CO, are controlled by the
LI-6400 portable photosynthesis system. Each stem sample
was immediately recut under distilled water in the section of
tissue produced the previous year. A part of the current-year
stem was immediately placed in the chamber and the cut end
kept submerged in water during measurements. Sometimes it
was necessary to remove a leaf (or most of the needles for
P. abies and P. sylvestris) on the current-year stem when the
internode was not long enough to fill the chamber. Because of
the leaf and needle scars and the high CO, concentration in the
stem, “wound respiration” might have occurred but was not
taken into account because, for each species, the difference in
CO, efflux between an intact stem and a stem from which a
leaf had been removed was negligible.

Measurements were made at 20 °C, a CO, concentration of
390 ppm, 60% relative humidity and 1400 or O umolm~2s~' of
photosynthetically active radiation (PAR) to determine CO,
efflux rates in the light (R)) and in the dark, i.e., dark respira-
tion rate (Ry). A mercury light source (2 x 1000 W HQI,
OSRAM, Munich, Germany) was placed 1 m above the cham-
ber. Also, a small laboratory-made gallium arsenide phosphide
PAR sensor, calibrated with the Li-Cor PAR sensor located in a
leaf chamber, was installed in the 6400-05 chamber close to
the sample. Under both light conditions, samples were accli-
mated for 15—-20 min before measurements were made. Efflux
of CO, was measured five to 10 times at 30-s intervals. The
system was checked for leaks by blowing around the chamber
for each measured sample. To express CO, efflux in terms of
mass and area units, stem areas were measured and the tissues
were dried at 60 °C for 48 h. A relationship between the ob-
served decrease in CO, efflux from stem tissue in the light has
been linked to photosynthesis by '“CO, labeling studies (Lan-
genfeld-Heyser 1989) and by experiments with a Clark-type
O, electrode (Pfanz and Aschan 2001) and possibly also to
light inhibition of respiration (this was shown in leaves (Atkin
et al. 2000) but has never been investigated in stems); however,
we were unable to distinguish between these effects. In our
study, the value obtained by subtracting Ry from R, is referred
to as the apparent gross photosynthetic rate (P,).

Nitrogen concentration

Dry mass (DW) of each sample used for gas-exchange mea-
surements was determined. Subsequently, the samples were
cut into small pieces and ground to a powder (MM200,
RETSCH, Haan, Germany). The nitrogen concentration of the
powder was determined with an elemental analyzer at the
“Service Central d’ Analyse du CNRS” (Vernaison, France).

Chlorophyll concentration

The proximal half of the second internode of the stem was
sampled. Each stem sample was cut finely with a pair of prun-
ing shears, and placed in a tube with 4 ml of N,N-dimethyl-
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formamide (DMF). The tubes were incubated for 2 h in
darkness at 65 °C with stirring (Reacti-Therm III, PIERCE,
Rockford, USA), followed by a 1-h incubation at room tem-
perature. Without centrifugation, the absorbance of the clear
supernatant was measured at 663.6 nm and 646.6 nm with a
spectrophotometer (Lambda 18, PERKIN ELMER, Shelton,
USA). The amounts of chlorophyll a and b were calculated as
described by Porra et al. (1986). The part of the stem that was
not used for chlorophyll determination was dried at 60 °C for
48 h to determine the corresponding DW.

Chlorophyll localization in stems

Chlorophyll localization was visualized by epifluorescence
microscopy (ZEISS, Rodermark, Germany). The microscope
was equipped with a blue excitation filter (BP 450—490) and
an emission filter (LT 520) and linked to a computer. Images
were acquired with an Insight camera, and image contrast was
enhanced using diagnostic imaging advanced SPOT software
(Diagnostics Instruments, Sterling Heights, MI). Chloro-
phyllous cells were identified by their bright red fluorescence,
which is characteristic of chlorophyll. A qualitative analysis of
chlorophyll distribution was made from three stem sections of
each species.

Chlorophyll fluorescence

Chlorophyll fluorescence was measured in situ on attached
and intact stems with a portable pulse-modulated fluorometer
(PAM-2000, WALZ, Effeltrich, Germany). The maximum
quantum yield of PSII (F,/F,,) was determined as the ratio of
variable to maximal fluorescence: i.e., F\/F, = (F, — Fo)/Fy,
where F, and F,, are initial and maximal fluorescence of
dark-adapted stems, respectively. We determined F, with a
modulated measuring light from a light-emitting diode
(< 0.5 umol m~2s~", 655 nm) at a frequency of 600 Hz. Maxi-
mal fluorescence (F,,) was obtained following a brief satura-
tion light pulse (0.8 s, > 5000 umol m~2 s™!). Measurements
were conducted before sunrise (i.e., after complete relaxation
of PSII during the night) under ambient conditions with two to
three recordings along the upper surface of the stem. In winter,
the F,/F, measurements were obtained at low temperature
(about 6 °C) but they could be related to the gas exchange mea-
sured at 20 °C because the F,/F,, values obtained under field
conditions remain stable for several days under laboratory
conditions (Larcher and Nagele 1992).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with “Statistica” software
(STATSOFT, Tulsa, USA). Effects of species, season and spe-
cies x season on CO, efflux in light, CO, efflux in darkness, to-
tal chlorophyll concentration (chl a + b), chlorophyll a:b ratio
(chl a:b), nitrogen concentration (see Table 2) and the fluores-
cence parameters (F,/Fy,, Fy, and F;,) were evaluated by analy-
sis of variance (ANOVA). Interspecific and interseasonal
variability of Fy,, Fy, and F,/F,, measured on dark-adapted
stems were tested by the Student’s 7 test.

Results

Interspecific and seasonal variability in gas exchange and
structural traits

Mean values of R, Ry, chl a + b, chl a:b and nitrogen concen-
tration for each species for the summer and winter seasons are
shown in Table 1. Species, season and species x season effects
were tested. A highly significant species effect (P <0.001) was
found for all of the studied parameters. For each species, R,
was higher than Ry. In summer, refixation rates, calculated as
(R4 — R)) /Ry, ranged from 67% (Ginkgo biloba, Tilia cordata)
to 81% (Alnus glutinosa) and averaged 71 = 4.8% across all
species. The refixation rate decreased in winter for Ginkgo
biloba, Picea abies and Pinus sylvestris (refixation rate = 54 +
3.8% on average) and increased for Alnus glutinosa, Betula
pendula, Fagus sylvatica and Fraxinus excelsior (refixation
rate = 121 + 5.3% on average). Hence, during winter, the latter
four species had a positive CO, efflux in light (R, > 0).

Gas-exchange characteristics (Ry; and R;) varied signifi-
cantly between seasons. Total chlorophyll concentration de-
creased from summer to winter except in Pinus sylvestris. By
contrast, there was no significant difference in nitrogen con-
centration between seasons. Chlorophyll and nitrogen concen-
trations were positively correlated in summer (* = 0.76, P =
0.0022, n = 9, relationship not shown) but not in winter (P =
0.3847). Among species, the chlorophyll a:b ratio varied be-
tween 1.4 and 3.3 in summer and between 1.8 and 3.6 in win-
ter.

Relationship between photosynthetic and respiration rates

In summer (P < 0.0001) and winter (P = 0.0033), there was a
significant relationship between apparent area-based gross
photosynthetic rate (P,) measured at 1400 umol m~* s™' of
PAR and area-based dark respiration rate (Ry) (Figure 1A).
The correlation was also significant when expressed on a mass
basis (#2 = 0.97, P < 0.0001 for summer and »*> = 0.37, P =
0.0020 for winter, data not shown). We compared our results
per species and per season with published data (Figure 1B), in
which the same and other tree species were studied. A combi-
nation of all the data yielded a unique correlation, with a slope
of 0.75, i.e., an estimated mean refixation rate of 75%. Pub-
lished refixation rates calculated for current-year stems ranged
between 31 and 90% for woody species (see Pfanz et al. 2002
for a detailed table of maximum stem CO, refixation rates).

Relationships between functional and structural traits

Expressed in mass-based units, P, ranged from 1.6 to
19.5 umol (kg DW)™' s7" in summer and from 0.93 to
6.14 umol (kg DW) ™' s™" in winter; stem mass per area was, on
average, higher in winter than in summer (Figure 2). When all
data from both seasons were included, a significant exponen-
tial relationship (P < 0.0001) between P, (umol (kg DW) ' s™")
and stem mass per area (g DW m~?) was found.

In both seasons, there was a significant relationship between
P, and N concentration (P <0.0001 in summer and P = 0.0002
in winter), with a higher slope in summer (Figure 3). The
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Table 1. The CO, efflux rate in the light (R) and in the dark (Ry), total chlorophyll concentration (Chl a + b), chlorophyll a:b ratio (Chl a:b) and to-
tal nitrogen concentration (N) of current-year stems of the studied tree species in summer and winter. Data are means + SE with n = 3. The F values
are given for the effect of species, season and the interaction between them. Significance was as follows: ns, not significant; *, P < 0.05; **, P <
0.01; and ***, P < 0.001.

Season Species R) (umol m~2s7h Ry (umol m=2s™")  Chla+b (mg g'l) Chl. a:b N (mg g'l)
Summer Alnus glutinosa -0.89 £0.05 -4.62 +0.26 0.96 +0.03 2.61 +0.06 14.68 £ 0.97
Betula pendula -0.69 £0.11 -3.04 £0.53 0.66 = 0.07 2.39+0.12 13.00 + 1.68
Fagus sylvatica -0.66 £0.10 -2.15+0.25 0.47 +0.02 2.34 +0.06 7.38 +£0.47
Fraxinus excelsior -0.38+0.13 -1.44 +0.34 0.46 £ 0.02 3.03 +0.01 7.90 £ 0.62
Ginkgo biloba -0.54 +£0.10 -1.65+0.16 0.64 +0.05 293 +0.04 10.53 £ 0.31
Picea abies -1.12+0.10 -3.44+£0.34 0.43 +0.04 3.21 £0.05 9.43 +0.49
Pinus sylvestris -1.16 £0.12 -4.04 £0.53 0.53 +0.07 3.33+0.12 10.98 +2.20
Quercus robur -1.18 £0.37 -3.75+0.64 0.66 + 0.03 143 £0.29 10.47 £ 0.37
Tilia cordata -0.68 £0.10 -2.10+0.19 0.59 +0.09 2.25 +0.06 10.70 £ 0.51
Winter Alnus glutinosa 0.35+0.11 -1.57+0.44 0.60 + 0.00 2.24 +0.03 13.18 £ 0.33
Betula pendula 0.47 £ 0.03 -2.06 £0.15 0.44 £ 0.31 3.64 +0.00 16.20 £ 0.35
Fagus sylvatica 0.19+0.14 -1.40+0.24 0.31 £0.01 249 +0.16 9.22 +0.51
Fraxinus excelsior 0.22 +0.01 -0.86 £0.24 0.29 +0.01 3.50+0.16 6.90 = 0.35
Ginkgo biloba -0.53+£043 -1.24 £ 0.40 0.22 +£0.02 2.55+0.07 9.27 +0.77
Picea abies -1.09 £0.55 -2.18 £0.46 0.34 +0.03 2.65 +0.09 9.37 £ 1.66
Pinus sylvestris -1.91+0.33 -4.22+0.15 0.56 £ 0.02 3.27 +0.02 8.85 +0.68
Quercus robur -0.81+0.33 -2.87+0.34 0.43 +0.06 1.83 £ 0.65 10.47 £0.12
Tilia cordata -0.51£0.05 -2.06 £0.20 0.34 £0.24 2.78 +0.38 15.15+£0.65
Species 8.01%** 13.47%#%* 13.68#** 36.17%%* 11.74%%*
Season 11.45%%* 23.39%#%%* 91.96%** 7.27* 0.69 ns
Species x Season 3.10% 2.88 * 4.42%% 10.01%#%* 2.48*
df error 32 32 32 32 32
6 12 - -
A o ®
Winter y=0.77x-0.16 A Damesin, 2003
5} r*=0.94; P < 0.0001 10 | ——— Cemusak & Marshall, 2000
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§ -§ 9 _O '1I'h1|s study, winter values o
LS . 4t 8 gl —— Regression
s s
gE ot * gE of
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1F 2 r?=0.92; P < 0.0001
8 [e] V= 0.34x+0.91 1
r°=0.34; P<0.0033 .
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Figure 1. Relationships between area-based gross photosynthetic rate (P,) and area-based dark respiration rate (Ry) for our data (A) and our data
plus published data (B). All Ry values are presented in absolute units. In A, each value corresponds to the mean P, and Ry for each individual. In B,
our data are represented by the mean + SE (n = 3) for each species. Data from the literature correspond: (1) to the mean of 10 values obtained from
measurements on current-year stems of F. sylvatica and P. tremula exposed to two light regimes (Wittmann et al. 2001) and for different internodes
(Aschan et al. 2001); (2) to the means of three values obtained from measurements on current-year stems of F. sylvatica during the season
(Damesin 2003); and (3) to the relationship obtained from branches of young and mature Pinus monticola trees combined (Cernusak and Marshall
2000). For all these data, P; was measured between 1000 and 2000 umol photons m~2s~!; gas exchange measurements were made between 20
and 25 °C and between 60 and 75% relative humidity. The regression obtained by Cernusak and Marshall (2000) was not taken into account in the

calculation of the regression.
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Figure 2. Relationships between mass-based gross photosynthetic
rate and stem mass per area in sun-exposed current-year stems sam-
pled in summer (@) and winter (O). Each value corresponds to the
mean P, for each individual.

slopes of the relationships corresponded to the photosynthesis
nitrogen-use efficiency (PNUE), which on average equaled
10.5 + 4.6 umol CO, (mol N)™' s™' in summer and 4.37 =+
1.5 umol CO, (mol N)~' s' in winter. A significant and
positive relationship between Ry and N concentration was
obtained in summer (P < 0.0001) but not in winter (P = 0.48)
(data not shown).

Figure 4 shows the means and standard errors of chlorophyll
concentration and P, for each species—the gas-exchange
measurements and chlorophyll concentration estimations

20
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Figure 3. Relationships between mass-based gross photosynthetic
rate and mass-based nitrogen concentration in sun-exposed current-
year stems sampled in summer (@) and winter (O). Each value corre-
sponds to the mean P, for each individual.

N
o

-
[$)]
T

1.95x-5.14
*=0.59; P=0.0157

Gross photosynthetic rate (umol kg™ s™)
=
1

5 -
%/ 7.46x+0.36
-~ —&— y = 7.46x+0.
G a r*=0.43; P = 0.0552
0 1 1 1 1 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Chlorophyll concentration (mg g ™)

Figure 4. Relationships between mass-based gross photosynthetic
rate and mass-based chlorophyll concentration in sun-exposed cur-
rent-year stems sampled in summer (@) and winter (O). Mean values
of each species are given, with n = 3. The standard errors of the ordi-
nate and abscissa values are shown as vertical and horizontal bars, re-
spectively.

were made on different current-year stems. There was a posi-
tive relationship between chlorophyll concentration and P, in
summer (P = 0.0157) and in winter (P = 0.0552). We also
found a positive relationship between nitrogen concentration
and total chlorophyll concentration that was significant in
summer (r* = 0.76; P = 0.0022) but not in winter (r* = 0.11;
P =0.3847).

Table 2. Radial patterns of chlorophyll distribution in cross sections of
current-year stems of several tree species in the winter. Black dots in-
dicate the location of chlorophyll. Pattern 1 has high chlorophyll con-
centrations in the bark, cortical parenchyma and phloem. Pattern 2 has
high concentrations in the xylem and the medullary rays (gray), plus
interfascicular parenchyma, if any (designated by *). Pattern 3 has
high chlorophyll concentrations in the pith. The symbols qualitatively
describe the percentage of the cross-sectional area in which chloro-
phyllis present: ~ 0, < 5%; +, 1-24%; ++, 25—49%; and +++ 50 to <
90%.

Alnus glutinosa +++ + T+
Betula pendula +++ + +++
Fagus sylvatica ++ 4k ++
Fraxinus excelsior ++ + ++
Ginkgo biloba + ~0 ~0
Picea abies ++ + +
Pinus sylvestris ++ + +
Quercus robur ++ + ++
Tilia cordata ~0 + +
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Chlorophyll distribution

All stems had chlorophyllous cells, but the chlorophyll distri-
bution varied among species (Table 2). Generally, the majority
of chlorophyll was present in the cortical layers (Pattern 1);
however, in some species, such as A. glutinosa (Figure 5A)
and B. pendula, a large amount of chlorophyll was detected in
the pith of the stem (+++, Pattern 3). In Pattern 2, the presence
of chlorophyll in the considered area corresponded to the pres-
ence of medullary rays (the only living tissues in this area).
The exception was Fagus sylvatica, which also possessed
interfasciculary parenchyma; hence the more important pres-
ence of chlorophyll in this area (++). In Ginkgo biloba, chloro-
phyll was detected only in the corticular layers (Figure 5B)
and in Tilia cordata only near the center of the branch.

Figure 5. Sections of current-year stems of Alnus glutinosa (A) and
Ginkgo biloba (B) observed by epifluorescence microscopy. Red flu-
orescence corresponds to the natural chlorophyll fluorescence when
excited by blue photons. Abbreviations: b, outer and inner bark; cp,
cortical parenchyma; mp, medullary parenchyma; ph, phloem ves-
sels; sc, sclerenchyma; and xy, xylem vessels. Bar = 200 pm.

0.4

@® Summer A
O Winter *

Hk Hkk kK * * sk *k * ns

F./F,

Ginkgo Fagus Tilia  Betula Quercus Alnus Fraxinus Picea Pinus
biloba sylvatica cordata pendula robur gluti ior abies syl i

Figure 6. Interspecific and seasonal variability in F (A), Fp,, (B), and
Fy/F, (C) measured on dark-adapted stems in summer and winter.
Data are the mean + SE, with n = 3. Significance between winter and
summer for each species is as follows: ns, not significant; *, P < 0.05;
#% P<0.01; and *** P <0.001. In C, different italic letters indicate a
significant difference (P < 0.05) between species in winter.

Effect of cold period on fluorescence parameters

The F, values ranged from 0.031 for Fagus sylvatica to 0.233
for Fraxinus excelsior, both in winter (Figure 6A). On the
whole, F,, was significantly higher in winter than in summer
(P =0.0069). Values of F,, were highly variable among species
both in summer and in winter (Figure 6B), and tended to de-
crease for all species, except Picea abies and Pinus sylvestris,
from summer to winter. Nevertheless, there was no significant
difference in F, values between seasons (P = 0.36).

The F,/F,, of current-year stems of all species was high in
summer (Figure 6C), ranging from 0.752 for Ginkgo biloba to
0.817 for Pinus sylvestris. During this period, no significant
difference was observed between species. However, there was
a significant decrease in F,/F,, from summer to winter, except
for Pinus sylvestris. The largest decrease (60%) was observed
for Ginkgo biloba, Fagus sylvatica and Tilia cordata (F,/F,, =
0.31 £ 0.02 in winter for these three species).
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Discussion

Current-year stems of all studied species showed apparent car-
bon assimilation in summer and winter. Our measured stem as-
similation rates were similar to those previously reported for
several tree species (Foote and Schaedle 1976, Schmidt et al.
2000, Wittmann et al. 2001, Pilarski 2002). The variability in
stem assimilation rates among species was lower than that
measured in leaves, with the values for stems being closer to
those obtained for long-lived, thick dense leaves (or needles).
A relationship between gross photosynthetic rate and dark res-
piration rate has been reported within species, including Pinus
monticola (Cernusak and Marshall 2000) and Fagus sylvatica
(Damesin 2003), but has never been shown among species.
The relationship we observed was highly significant and the
same slope was maintained when values from the literature
were added (Figure 2B). Although measurements were made
under optimum conditions, this result suggests that the rela-
tionship between gross photosynthetic rate and dark respira-
tion rate is robust and independent of the conditions under
which the tree is growing or the location of twigs within the
crown. As a consequence, at least for young stems, dark respi-
ration may be a good indicator of potential photosynthesis.

The correlation between apparent gross photosynthetic rate
and nitrogen concentration suggests that the decrease in CO,
efflux in light is mainly due to increased assimilation rather
than to reduced respiration. A relationship between photosyn-
thetic capacity and nitrogen concentration among species has
been widely documented for leaves (e.g., Field and Mooney
1986, Reich et al. 1997). Our study showed that this relation-
ship exists also for stems and that, as in leaves, it can be ex-
plained by the central role of nitrogen in the enzymes of the
Calvin-Benson cycle and in thylakoid constituents. The rela-
tionship between nitrogen concentration and chlorophyll con-
centration in stems in summer showed that nitrogen
investment in light harvesting is similar among species and
about one tenth (0.47 mmol chlorophyll (mol N)~") that in
leaves (cf. Evans 1989).

From an ecophysiological viewpoint, the current-year stem
could be considered a particular type of photosynthetic tissue
with extreme “leaf” characteristics, i.e., low nitrogen concen-
tration, high “leaf” mass per area and low assimilation rate.
The similarity among functional and structural traits between
stems and leaves could be the result of convergence in trait cor-
relations among photosynthetic tissues. These trait correla-
tions are likely to undergo adaptative evolution (see Ackerly et
al. 2000, Arntz and Delph 2001, Reich et al. 2003). Some of
these trait correlations, such as the relationship between as-
similation and nitrogen, are linked by physiological mecha-
nisms. The existence of this relationship in stems suggests that
assimilation is not merely a basic function and that high nitro-
gen stem concentration reflects a higher investment in photo-
synthetic enzymes. We hypothesized that the coordination
among traits observed in stems is the result of an ancestral se-
lection that operated when stems were the major carbon assim-
ilation tissue. Further investigations (i.e., comparative
approach using phylogenetic trees) will increase our under-

standing of the evolution of stem photosynthetic characteris-
tics.

The decrease in gross photosynthesis between summer and
winter may be explained by a decrease in both total chloro-
phyll concentration and the efficiency of PSII (decreased
F,/F,), because nitrogen concentration did not undergo a sea-
sonal change (Table 2). Changes in stem anatomy (bark thick-
ness, cell-wall lignification) during growth lead to increased
light interception in winter, which could explain the decrease
in chlorophyll concentration. These anatomical changes also
lead to a greater stem mass per unit area and to a lower PNUE
in winter, indicating that, as for leaves (Poorter and Evans
1998, Ripullone et al. 2003), the fraction of nitrogen invested
in the photosynthetic apparatus decreases with increasing tis-
sue mass per area. The allocation of nitrogen to assimilation
depends on the season, with interspecific variability in winter.
We suggest that the studied species alter nitrogen partitioning
within the photosynthetic apparatus, because the nitro-
gen—chlorophyll relationship disappeared in winter. As found
for the leaves of some evergreen species (Hikosaka 2004), cur-
rent-year stems probably have more proteins, both in their cell
walls and in secondary compounds, in winter than in summer,
leading to a smaller allocation of nitrogen to the photosynthet-
ic apparatus. Nitrogen could also be stored in vegetative stor-
age proteins, which represent the major form of storage in the
vegetative tissues of perennial plants (Staswick 1994,
Rowland and Arora 1997, Gomez and Faurobert 2002).

The presence of chlorophyll deep inside the stem suggests
that, contrary to what is commonly assumed, both external and
internal stem layers are able to photosynthesize, as has been
demonstrated in a '*CO, labeling experiment (Langenfeld-
Heyser 1989). Our study species exhibited different patterns of
chlorophyll distribution, which may mitror variability in light
transmission through the peripheral layers. For example, a
study by Pfanz and Aschan (2001) demonstrated that light
transmission in small-leaved linden trees (7ilia cordata) and
alder trees (Alnus glutinosa) differs (8 versus 24%, respec-
tively). These results are consistent with our observations of
low and high concentrations of chlorophyll for 7. cordata and
A. glutinosa, respectively. The location of chlorophyllous cells
in the center of the pith is surprising, because one would ex-
pect little light to reach the pith (0.1-0.4%, Pfanz et al. 2002).
However, it is possible that the optical properties of vascular
tissue allow light conduction to the pith cells (Sun et al. 2003).
Furthermore, the location of chlorophyllous cells surrounding
xylem vessels could corroborate the suggestion that these cells
play a part in stem carbon assimilation by using carbon diox-
ide dissolved in the sap stream, as shown in herbaceous species
by Hibberd and Quick (2002).

In summer, current-year stems of all studied species exhib-
ited nearly optimal F\, /F\, values of around 0.83, similar to the
value measured for mature leaves of most plants (Bjorkman
and Demmig 1987). A decrease in F,/F,, in winter, which we
observed for most of the species in our study, was also mea-
sured in Fagus sylvatica (Damesin 2003). The decrease in
F,/F, could be caused by an increase in F), indicating damage
to the PSII reaction-center complex, or by a decrease in the
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size of the PSII chlorophyll antenna (Krause and Weis 1991),
or both. Reactivation of photosynthesis in response to
rewarming treatments indicates that this decrease is reversible
after several days and is almost certainly caused by thermal in-
jury of PSII (Larcher and Nagele 1992). Our results show that
the sensitivity of the stem photosynthetic apparatus of the
studied species differs during exposure to a harsh winter.
Among species, the two evergreen species retained the highest
F,/F,, in winter, perhaps because the stems of the evergreen
species are partially shaded by their leaves, which limits
photoinhibition. Similarly high F,/F,, values were found in
the needles of the evergreen species (> 0.66) and in young
stems of other evergreen species, including Arbutus unedo L.,
Magnolia grandiflora L., Pinus nigra Arnold. and Quercus
ilex L. (data not shown). Thus, F,/F,, may serve as a basis for
differentiating among trees based on their sensitivity to cold.

In conclusion, current-year stems of the studied species con-
tained chlorophyll and showed apparent gross photosynthesis.
Our data highlight the existence of relationships between stem
gross photosynthesis and stem structural traits (i.e., between
assimilation and nitrogen and chlorophyll concentrations, and
stem mass per area—the equivalent of leaf mass per area).
From an ecophysiological viewpoint, the stems appeared to be
an extension of the leaves, characterized by a long lifespan and
high “leaf” mass per area. The similarity of the relationship
between the functional and structural traits of leaf and stem tis-
sues suggests that the evolutionary passage from stem to leaf
photosynthetic traits operated by preserving the correlation
with structural traits. These results lead to new perspectives on
the evolution of stem photosynthesis—particularly, whether
stem photosynthesis is a selected characteristic and how leaves
were derived from the stem.
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Chapitre Il — Caractéristiques physiologiques et variations saisonniéres de la photosynthése des tiges

PRESENTATION

Dans le chapitre Il, nous avons fait état d'une grande variabilité interspécifique de la
photosynthese des tiges chez les arbres, ce qui nous a permis notamment d'établir des relations
significatives entre les échanges gazeux et les plusieurs traits structuraux. Parmi elles, la relation entre
la photosynthése brute et le contenu en azote total qui a été obtenue en été comme en hiver, souligne
I'importance de l'azote dans les mécanismes d'assimilation du carbone chez la tige. Cette observation
n'est pas nouvelle et est trés bien connue chez les feuilles. Les capacités photosynthétiques sont en
effet positivement corrélées au contenu en azote car les protéines du cycle de Calvin-Benson-Bassham
(cycle CBB, annexe 1) contiennent la majeure partie de I'azote foliaire (Evans, 1989).

La Rubisco (ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase oxygenase), une des enzymes du cycle
CBB, intervient (1) dans la fixation du CO, et la régulation du métabolisme photosynthétique (e.g.
Portis, (1992) et (2) dans la mise en réserve de I'azote (e.g. Millard, (1988). Chez le blé, 20 % de
I'azote total est présent dans la Rubisco (Evans, 1989).

La Rubisco (EC 4.1.1.39) est une enzyme chloroplastique qui représente environ 40 % des protéines
solubles chez les plantes en C; (Spreitzer & Salvucci, 2002) ce qui fait delle I'enzyme la plus
abondante de la planéte (Ellis, 1979). Au niveau du cycle CBB, la Rubisco catalyse les réactions de
carboxylation du ribulose 1,5-bisphophate (RuBP) en deux molécules d'acide 3-phosphoglycérique (3-
PGA, molécule a trois carbones, C3) ou d'oxygénation du RuBP en une molécule de 2-
phosphoglycolate (2-PG) et une molécule de 3-PGA (figure 15).

CO;

3-PGA + 3-PGA Figure 15 : réactions de carboxylation et
RuBP d'oxygénation catalysées par la Rubisco.

3-PGA + 2-PG
0O,

Une seule étude a été publiée sur la mesure de l'activité Rubisco dans les tiges d'espéces ligneuses. Il
s'agit de celle de Schaedle (1986) qui indique une activité Rubisco de 1.3 pmol CO, mg™ chl min™
mesurée sur I'écorce de jeunes tiges de Populus tremuloides. Mais la fixation de CO; a lieu également
dans les chloroplastes des parties plus profondes de la tige, comme cela a été montré par des
marquages au **CO, (Langenfeld-Heyser, 1989).

Cette étude révele également que la fixation de CO, a lieu a I'obscurité. Puisque la Rubisco est inactive
a l'obscurité, il existe donc d'autres mécanismes de fixation du CO, dans la tige. C'est ainsi que
I'hypothése d'une intervention de la phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) a été proposée.

La PEPC (EC 4.1.1.31) est une enzyme cytosolique qui catalyse la réaction de p-carboxylation
du phosphoenolpyruvate (PEP) par une molécule de bicarbonate (HCOj). La réaction forme une
molécule d'acide oxaloacétique (OAA) et un phosphate inorganique (Pi). La réaction est fortement
exergonique et quasi irréversible (figure 16).

HCOs Pi
pEPC _ \_" _ Pi+0AA

Figure 16 : réaction catalysée par la PEPC.

La PEPC posséde différentes fonctions dans la plante en fonction du métabolisme, de I'organe et de
I'isozyme® considérés. Dans les feuilles des plantes & métabolisme C, (annexe 3), le principal role de

6 Isozyme : enzyme présentant une séquence d'acides aminés différente d'une enzyme de référence mais catalysant la méme
réaction chimique.
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la PEPC intervient dans la photosynthése avec la premiére étape de fixation du CO, par la plante, en
formant I'OAA (molécule a quatre carbones, C,). Chez les plantes a métabolisme Cs, c'est la Rubisco
qui se charge de cette premiére étape et la PEPC intervient dans la voie anaplérotique (annexe 2),
fonction qui compense notamment les pertes en squelettes carbonés du cycle de Krebs, lorsque ce
dernier est sollicité dans la formation d'acides aminés (Huppe & Turpin, 1994). Contrairement a la
PEPC des plantes C,4, la PEPC des plantes C3 n'est que trés faiblement activée a la lumiére (O'leary,
1982; Lepiniec et al., 1994).

Comme la Rubisco, la PEPC a été trés peu étudiée dans les tiges des especes ligneuses malgré les
hypothéses proposées de son intervention dans la refixation de carbone par la tige. Seule une étude a
été publiée sur l'activité PEPC dans la tige; elle était détectée sur un extrait de cellules isolées d'écorce
de tige (18 ans) de Robinia pseudoacacia (Holl, 1974).

Les échanges gazeux effectués en vue de I'estimation de

la photosynthése des tiges sont généralement réalisés de
maniére instantanée et la plupart des études fournissent
uniquement des données sur une courte période. Le manque
d'information sur I'aspect physiologique de la
photosynthése des tiges et les liens importants entre les
échanges gazeux et les traits structuraux tels que les contenus
en chlorophylle et en azote (voir chapitre 1) nous ont conduit
a suivre, entre autre, les activités Rubisco et PEPC sur les
tiges d'arbre.
L'espéce choisie fit le hétre (Fagus sylvatica L.). Le hétre
(figure 17) est une espéce sciaphile’ a feuillage caduc de
foréts tempérées vivant sur sol calcaire. Les tiges du hétre ont
une écorce lisse et peu développée ce qui rend plus facile les
mesures des échanges gazeux et des caractéristiques physico-
chimiques.

Au cours de notre étude, nous avons travaillé sur les tiges de
I'année de hétre. Nous avons suivi différents parametres de la
photosynthese des tiges afin de :

- caractériser la dynamique saisonniére de la photosynthese  rigure 17 : hétre adulte de 28 ans
des tiges, du contenu et de la localisation en chlorophylle, photographi¢ peu de temps aprés le
- suivre les activités PEPC et Rubisco de la tige tout au long ~ débourrement (25 avril 2003).

de I'année, en comparaison avec les feuilles.

PRINCIPAUX RESULTATS

Cette étude a montrée une dynamique saisonniere de la photosynthese des tiges avec un
maximum de I'assimilation brute de CO, en début de saison (3.5 umol m? s™ aprés le débourrement
contre 0.5 umol m? s™ tout le reste de la saison). Cette dynamique était en accord notamment avec
celle du contenu en chlorophylle dont la quantité était maximale peu aprés le débourrement puis
diminuait progressivement apres. La présence d'une période de sécheresse (été 2003) a fortement
affectée I'assimilation brute des feuilles alors que la photosynthese des tiges est restée stable.
Contrairement aux feuilles, la tige posséde une écorce caractérisée par une faible diffusion des gaz ce
qui la rend insensible, jusqu'a une certaine limite, a la sécheresse édaphique.

Au niveau biochimique, les résultats montrent que I'activité Rubisco est restée faible dans la
tige par rapport aux feuilles (en juin, 10 nmol s* mg® chl contre 40 nmol s* mg* chl,
respectivement), excepté dans les bourgeons et pendant le débourrement, période pendant laquelle les
activités entre les deux organes étaient similaires. A ce stade de croissance, les tiges sont trés peu

7 Sciaphile : se dit d'une espéce qui exige ou tolére un éclairement faible.
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développées, I'écorce est absente et les cellules qui constituent cet organe sont pour la plupart
chlorophylliennes, représentant plus de 82 % de la surface de section d'une tige.

Par comparaison avec les feuilles, I'étude a révélée pour la premiere fois de tres fortes activités
PEPC dans la tige. Exprimée par unité de chlorophylle I'activité PEPC était jusqu'a 13 fois supérieure
a celle mesurée dans les feuilles. Exprimée par unité de protéines solubles totales la différence était
moins importante : en juin, 'activité PEPC dans les tiges était de 1.3 nmol s mg prot contre seulement
0.4 nmol s™* mg prot dans la feuille. La forte activité PEPC pourrait en partie &tre expliquée par
son réle dans le maintien du pH cellulaire en jouant sur la balance des concentrations en CO, et
HCO; mais également sur la synthése indirecte de malate, acide organique qui intervient dans la
régulation du pH. Mais les trés fortes concentrations en CO, mesurées dans les tiges (voir chapitre 1)
suggerent qu'il est préférentiellement dissout dans les espaces intercellulaires et/ou la séve plutét que
dans les cellules, sans quoi le pH cellulaire serait trés bas et néfaste au bon fonctionnement des
enzymes.

60 — N
(0.1 1
_ |a :
S 50
2 :.
f 20 Figure 18 : relation entre les activités PEPC
o A - et Rubisco mesurées sur les tiges de l'annee
g : A A (triangles bruns) et les feuilles de hétre
£ 30K A A (triangles verts) au cours de la saison de
8 : A A végétation, et mesurées en juin sur les tiges de
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D'autre part, nous avons montré que le rapport des activitées PEPC/Rubisco calculé chez la
tige était égal a 2.5 en moyenne sur la saison de végétation. Chez les feuilles, ce rapport est de 5 en
début de saison mais passe ensuite rapidement a des valeurs classiques de plantes en C; (figure 18).
Ches les tiges de lI'année de hétre, le rapport d'activités PEPC/Rubisco reste compris entre 2 et 6 et les
différentes espéces d'arbre étudiées dans le chapitre | affichent des rapports généralement compris
entre 2 et 4. Ces valeurs sont comprises entre celles mesurées classiqguement chez les plantes a
métabolisme C; (environ 0.1) et celles mesurées chez les plantes a métabolisme C, (environ 10). En
observant lI'anatomie de la tige, I'nypothese d'un métabolisme de type C, dans la tige a été avancée.
La PEPC pourrait fixer préférentiellement le carbone en profondeur dans la tige, prés des vaisseaux
xylémiens, la ol la concentration en CO, serait trés importante (voir chapitre 1). Comme dans un
métabolisme de type C4, le malate issu indirectement de la fixation du CO, par la PEPC serait ensuite
transporté vers les cellules de I'écorce, ou la concentration en chlorophylle est importante. Les
réactions photochimiques utilisant la Rubisco auraient lieu a ce niveau, en utilisant partiellement le
CO, libéré par la décarboxylation du malate. Afin de vérifier partiellement cette hypothése, l'activité
de I'enzyme malique & NADP (NADP-ME, enzyme décarboxylante) a été suivie. Il s'est avéré que la
NADP-ME avait une forte activité dans la tige, en comparaison avec la feuille.

Bien que la NADP-ME soit sollicitée dans la tige pour la fourniture de NADPH a la synthése de
lignine, I'nypothése d'un métabolisme de type C, est toutefois valable mais discutable. En effet,
pour Vérifier cette hypothése, il faudrait montrer une localisation différentielle des deux enzymes, e.g.
la PEPC en profondeur et la Rubisco en périphérie.
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Abstract In woody species, the photosynthesis of stems,
especially young branches, occurs by refixing part of the
internal respiratory CO,. The present study aims to
improve the physiological characterization of stem photo-
synthesis by examining enzymatic characteristics. During
an entire growing season, three enzymatic activities that
are linked to C3 and C4 metabolism were investigated in
relation to the CO, efflux and chlorophyll content of cur-
rent year stems of European beech and were compared to
the corresponding characteristics of leaves. High activities
of phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) and NADP
malic enzyme were detected in stems (up to 13 times and
30 times higher in stems than in leaves, respectively),
whereas Rubisco activity remained low in comparison with
leaves. Stem maximal Rubisco and PEPC activities
occurred at the beginning of the season when the total
chlorophyll content and the CO, assimilation rate were also
maximal. Stems were characterized by a PEPC:Rubisco
ratio that was equal to 2.5 [an intermediate value between
that of Cs-plants (about 0.1) and that of Cy-plants (about
10)], whereas it was equal to 0.1 in leaves. Eight other tree
species were also measured and the PEPC:Rubisco ratio
was, on average, equal to 3.6. The potential role of PEPC in
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stem carbon assimilation is discussed in relation to its
known involvement in the anaplerotic function of C; plants
and in the carbon metabolism of the C4 pathway.

Keywords Stem photosynthesis - Rubisco - PEPC -
NADP ME - Chlorophyll

Abbreviations

Rd CO, efflux in the dark (or dark respiration
rate)

RI Mean CO, efflux in the light

Pg Apparent gross photosynthesis rate

Rubisco Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/
oxygenase

PEPC Phosphoenolpyruvate carboxylase

NADP ME NADP malic enzyme

Introduction

In the stems of tree species, the high rates of growth and
maintenance respiration, coupled with the lack of stomata
and the low permeability of stem peridermal layers to
gaseous diffusion, lead to a rise in CO, concentration inside
the stems. Published values of CO, concentrations in
intercellular air spaces vary considerably, but are in the
range of 1-26% (Pfanz et al. 2002). Compared with CO,
concentrations that are commonly measured in leaves of Cs,
C4 and crassulacean acid metabolism plants (von Caem-
merer and Farquhar 1981), the concentrations measured in
stems are higher by a factor of approximately 500-800.
These high CO, concentrations in stems raise several
questions, especially in relation to pH and oxygen avail-
ability. The values of pH, as measured by microelectrodes,
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are generally between 5.2 and 6.8 for xylem sap samples of
tree species (McGuire and Teskey 2002; Alves et al.
2004)—that is, values for which the CO, form is predom-
inant—and the stem internal O, concentration varies
between 5 and 21% (Pfanz et al. 2002). Under these con-
ditions, the carboxylase function of ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco) is a priori
more efficient than the oxygenase function, and photores-
piration would be a priori seriously reduced, indeed
nonexistent. Currently, there are two recent studies on this
subject, the first suggesting that photorespiration may be
occurring in stems of Prunus persica (Alessio et al. 2005),
and the second on Betula pendula, showing that photores-
piration is probably negligible (Wittmann et al. 2006).

The data currently available on the enzymatic aspects of
stem (or corticular) photosynthesis are particularly poor. A
Rubisco activity was detected in the bark tissues of
3-month-old stems of Populus tremuloides (Schaedle and
Brayman 1986). As several studies highlighted the pres-
ence of chlorophyllous cells far inside the stems of most
tree species (Langenfeld-Heyser 1989; Berveiller et al.
2007), we could expect a potential role of these cells in
stem carbon assimilation. Hibberd and Quick (2002)
highlighted the high activities of three carboxylation
enzymes (NAD and NADP malic enzymes, and PEP car-
boxykinase) in chlorophyllous cells that are located near
the vascular bundles of tobacco stems, compared with
leaves. Although tobacco is a Cs plant, the authors con-
cluded that biochemical attributes similar to those needed
in C, photosynthesis are associated with photosynthesis
around the vascular system of tobacco stems. In tree spe-
cies, the pathway of stem carbon assimilation has not yet
been examined, but some indications suggest that there is
some phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) involve-
ment. It has been shown that pith and xylem cells of Picea
abies stems were able to fix 14C02 in the dark (Langenfeld-
Heyser 1989), suggesting that light-independent mecha-
nisms could take part in the stem CO, incorporation.
Furthermore, cell-free preparations of the trunk wood of
18-year-old Robinia pseudoacacia have incorporated
4C0, in the presence of phosphenolpyruvate, the substrate
of PEPC (Holl 1974). Stem photosynthesis, in terms of
CO, exchange, is highly variable among species, as can be
seen in the study of Berveiller et al. (2007) where a variety
of correlations commonly observed for leaves were estab-
lished for current-year stems, especially between gross
photosynthesis rate (Pg) and the nitrogen content or chlo-
rophyll content. This interspecific variability in stem
carbon assimilation might also be explained by variability
in the carboxylating enzymatic activity.

The present work deals with the enzymatic aspects of
stem photosynthesis and, in particular, the activities of
three enzymes that are involved in the photosynthesis of C;
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and/or C4 plants (Rubisco, PEPC and NADP ME). More
precisely, the objectives were (1) to check the presence of
Rubisco and PEPC activity in stems and to examine their
seasonal variations in relation to those of stem gas
exchange and chlorophyll content, and (2) to examine the
possible involvement of PEPC and NADP ME in stem
carbon assimilation by comparing their activities in stems
and leaves and by investigating stems from different tree
species. In this study, the enzymatic activities were moni-
tored over 1 year in current-year stems and leaves of
European beech, simultaneously with the CO, exchange
and chlorophyll content. The enzymatic activities were also
investigated in the current-year stems of eight other tree
species that were previously characterized by gas exchange
for their stem photosynthesis (Berveiller et al. 2007).

Materials and methods
Site description and plant materials

The experiment was conducted on the campus of the
University of Paris-Sud (48°42'N, 02°10'E), 25 km south-
west of Paris, France. The soil is a brown soil in the process
of formation, on top of colluviums.

The seasonal monitoring of the various parameters
described below was conducted in 2003 on three 23-year-
old isolated European beech trees (Fagus sylvatica L.). In
2003, the mean annual precipitation was 570 mm. The
annual minimum and maximum temperatures were —5°C
in January and 39°C in August, respectively. The summer
period was particularly hot and dry. The water constraint
was estimated from the end of June (just after the begin-
ning of the drought period) by measuring the predawn
water potential (¥,4) on beech leaves using the Scholander
pressure chamber method (Scholander et al. 1965). Sun-
exposed stems grown in 2003 and sun-exposed leaves were
studied (from a height of 2 m). Each month (more fre-
quently during the beginning of the growth period), leaves
and whole segments of three current-year stems were
harvested from each tree (in mid-afternoon around
1530 UT), immediately immersed in liquid N, and stored
at —80°C until enzyme and chlorophyll assays were
performed.

The interspecific variability in enzymatic activities was
performed on the same European beeches described above,
plus eight other tree species: common oak (Quercus robur
L.), small-leaved linden (Tilia cordata Mill.), silver birch
(B. pendula Roth.), ash (Fraxinus excelsior L.), alder
(Alnus glutinosa (L.) Gaertn.), Norway spruce (P. abies
(L.) Karst), Scots pine (Pinus sylvestris L.) and ginkgo
(Ginkgo biloba L.). These trees were of roughly the same
height (15-20 m), and of the same age (35-50 years).
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Enzyme activities were measured on whole segments of
three current-year stems that were sampled from three
isolated trees in June 2004.

Although the detection of chlorophyllous cells (Berve-
iller et al. 2007) and the fixation of 14C02 (Langenfeld-
Heyser 1989) in the pith of the stems have been shown on
slides, we cannot exclude a potential photosynthetic
activity in the medullary parenchyma. For this reason, we
considered the whole stem and not only the bark as pro-
posed by Nilsen (1995) for photosynthesis occurring in tree
branches and twigs. We are currently working on the
cytolocalization of Rubisco and PEPC inside stems.
Further details will be outlined in a subsequent paper.

Gas exchange measurements

Gas exchange measurements were achieved with the
LI-6400 portable photosynthesis system (LI-COR Inc.,
Lincoln, NE, USA). Two different chambers were used:
the model 6400-40 for leaves and the model 6400-05 (the
“conifer chamber”) for current-year stems, similar to the
one described by Damesin (2003). When a sample was
collected, the stem was immediately recut under distilled
water in the section of tissue that was produced the
previous year. A part of the current-year stem was imme-
diately placed in the chamber and the cut end of the stem
was kept submerged in water during measurements.
Current-year stems were placed in the chamber, as in
natural conditions—that is, the sun-exposed upper part was
lightened.

Measurements were made at 20°C, with a CO, con-
centration of 390 ppm and 50-60% relative humidity under
1,400 and O pmol m~2 s~' of photosynthetically active
radiation (PAR), which allowed determination of CO,
efflux rate in the light (R1) and the CO, efflux in the dark,
i.e., dark respiration rate (Rd), respectively. Contrary to the
chamber model 6400-40, in which a light source is incor-
porated (6400-02B Red/Blue LED), the model 6400-05 is
exempt from a light source. Thus, gas exchange was
measured on detached stems in the laboratory. A mercury
light source (2 x 1000 W HQI; OSRAM, Miinchen,
Germany) was placed 1 m above the chamber. Moreover, a
small laboratory-made gallium arsenide phosphide PAR
sensor, calibrated with the Li-Cor PAR sensor located in
the leaf chamber, was installed in the 6400-05 chamber
close to the stem sample. Under both light conditions,
samples were acclimated for 15-20 min before measure-
ments were made. CO, efflux was measured five to ten
times at 30-s intervals. The system was confirmed as air-
tight by blowing around the chamber for each measured
sample. Gas exchange measurements were performed on
nine different leaves and nine different stems (i.e., three

stems and three leaves per tree). To calculate the stem mass
per area, stem areas were measured and the tissues were
oven-dried at 60°C for 48 h. The observed decrease of CO,
efflux under the light regime is linked to photosynthesis
[(proved by '*CO, labelling (Langenfeld-Heyser 1989); see
also experiments with Clark-type O, electrode in (Pfanz
and Aschan 2001)] and possibly to light inhibition of res-
piration [this was shown in leaves (Atkin et al. 2000) but
was never examined in stems)]; however, we were unable
to distinguish between these two effects. In this study, the
difference obtained by subtracting Rd from Rl was referred
to as the apparent Pg.

Chlorophyll content

Chlorophyll content was determined using N,N-dimethyl-
formamide (DMF) as the extraction solvent. For each leafy
stem, two or three discs were sampled on three different
leaves, and the proximal half of the second internode of the
stem was sampled. Each stem was cut finely with a pair of
pruning shears. Then, samples were placed in 4 ml DMF,
at 65°C in darkness for 2 h. After that, tubes were incu-
bated for 1 h at room temperature. At the end of the
incubation period at 65°C, samples were colourless.
Without centrifugation, the absorbance of the clear super-
natant was measured at 663.6 and 646.6 nm using a UV—
Vis spectrophotometer (Lambda 18; PERKIN ELMER,
Shelton, CT, USA). The amounts of chlorophyll a and b
were calculated according to a previously published
method (Porra et al. 1986). Five other leaf discs, and the
part of the stem that was not used for chlorophyll mea-
surements, were oven-dried at 60°C for 48 h to determine
the corresponding dry weight. The results presented cor-
respond to five dates: the date of budburst (4 April), plus
the dates chosen for chlorophyll localization in the stems.

Determination of chlorophyllous cell area

We estimated, on four dates throughout the year, the chlo-
rophyllous cell area in a stem section: 1 day just after
budburst (24 April), two in the middle of summer (18 June
and 26 August), and one after leaf fall (8 December).
Chlorophyll visualization was performed with an epifluo-
rescence microscope (ZEISS; Rodermark, Germany),
which was equipped with a blue excitation filter (BP 450-
490) and an emission filter (LT 520) and linked to a com-
puter. Images were acquired with an Insight camera, and
image contrast enhancement was carried out using diag-
nostic imaging advanced SPOT software (Diagnostics
Instruments INC.; Sterling Heights, MI, USA). The chlo-
rophyll cells were visualized by bright red fluorescence,
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which is characteristic of chlorophyll. A spectral analysis
was performed using confocal microscopy (LEICA;
Microsystems, Wetzlar, Germany) to confirm that the entire
red emission corresponded to chlorophyll (peak at 690 nm).
Images were first treated with Photoshop 7.0.1 (Adobe)
to discard background noise from the epifluorescence
microscope. Then, they were analysed under ENVI 3.1
(Research System Inc., Boulder, CO, USA). The method of
analysis was based on a K-means clustering algorithm,
which enables the classification of image pixels according
to their intensity (five classes and three iterations). Finally,
we estimated the number of relevant pixels in comparison
with the total number of pixels in the area of the stem.

Protein extraction and quantification

Frozen materials (300 mg) of leaves and whole stems
segments were weighed rapidly, powdered with a pestle in
a prechilled mortar under liquid N, and ground in an
extraction buffer containing 100 mM HEPES (pH 7.5),
5 mM MgCl,, 5 mM EGTA, 6% (w/w) polyvinilpyrr-
olidone K25, 7% (w/w) polyethylene glycol 20000,
2 mM dithiothreitol, 10% (v/v) glycerol, and three
antiproteases: 20 uM  4-amidinophenylmethanesulfonyl
fluoride (p-APMSF), 1 uM pepstatin and 1 pM leupeptin.
During grinding, 50% (w/w) polyvinilpolypyrrolidone was
added. The homogenates were centrifuged for 30 min
at 4°C in a microcentrifuge (5804 R; EPPENDOREF,
Germany) at 12,500g. A portion of the supernatant was
used for protein determination. The remainder was passed
through a desalting column (Sephadex G25™ Pharmacia;
AMERSHAM, Sweden) for enzyme assays. Soluble pro-
tein concentrations were determined by the Bradford assay
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) using bovine serum albu-
min as a standard (Bradford 1976).

Enzyme assays

Phosphoenolpyruvate carboxylase activity was measured
in a buffer containing 112 mM Tris (pH 8.5), 5 mM
NaHCO;, 0.2 mM NADH, 2 mM glucose 6-phosphate,
5 mM MgCl, and 3 U ml~" malate dehydrogenase. This
assay was initiated by the addition of 5 mM of
phosphoenolpyruvate (Uedan and Sugiyama 1976; Tietz
and Wild 1991).

Rubisco total activity was measured in a buffer con-
taining 100 mM Bicine (pH 8), 25 mM NaHCO;, 20 mM
MgCl,, 5 U ml™' glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nase, 5 Uml™' 3-phosphoglycerokinase, 5 U ml™!
creatine phosphokinase, 5 mM creatine phosphate,
0.25 mM NADH, 3.5 mM ATP. This assay was initiated
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by the addition of 0.5 mM of ribulose-1,5-bisphosphate
after 10 min incubation of the extract at 30°C.

NADP ME activity was measured in a buffer containing
50 mM Tris (pH 7.5), 0.5 mM NADP and 30 mM malate.
This assay was initiated by the addition of 10 mM EDTA.
A control was made with 5 mM MnCl, instead of the
EDTA.

The enzymatic activities were determined following
NADH oxidation for Rubisco and PEPC and, following
NADP reduction, for NADP ME at 340 nm. Activity was
expressed, for Rubisco, as nmol CO, consumed per second
in relation to total chlorophyll content and, for PEPc and
NADP ME, as NADH (or NADP) per second in relation to
total chlorophyll content.

Statistical analysis

Statistical analyses were carried out using “Statistica”
software (STATSOFT Inc., Tulsa, OK, USA). Analysis of
variance (ANOVA) was used to determine statistical sig-
nificance between leaves and stem gas exchange and the
species effect in interspecific comparison of enzymatic
activities. The specific differences in enzymatic activities
and chlorophyll content were tested using Student’s ¢ test.

Results
Phenology

Budburst occurred between 17 and 20 April 2003 (Fig. 1).
Individual leaf area increased quickly after budburst and
reached its maximum level at the beginning of May
(16 cm’ on average). The leaf mass per area (LMA)
decreased before budburst and then increased to reach
107 g m™? in July, whereas the stem mass per area pro-
gressively increased throughout the year.

Seasonal variations of CO, efflux and predawn
leaf water potential

The maximal Pg occurred at the end of May, reaching
10 umol m™2 s~" (Fig. 2a). We observed a large decrease
in leaf Pg between the end of May and July. Stem gross
photosynthesis was the highest just after budburst
(3.5 umol m2s~' or 31.9 umol kg”' DW s~ and
remained low (about 0.5 pmol m~2s™") throughout the
year. Leaf-stem differences in Pg were statistically signif-
icant except at the end of May (budburst period) and July
(drought period).

Until July, Rd decreased (in absolute value) in leaves
and stems, varying from —4 pmol m~2 s~ for stems and
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Fig. 1 Leaf (or stem) mass per area of leaves (open circles) and
current-year stems (solid circles). Stem area has always been
measured for a constant stem length. Points are mean £ SE. Black
arrows indicate budburst in April and leaf-fall in November

—2.5 ymol m 2 s~! for leaves at the end of April to

around —1 pmol m~2 s~ for both tissues in July (Fig. 2b).
After this period, Rd remained stable for stems and leaves.
Leaf Rd was significantly different from that of stems at the
end of April.

Between June and August, a hot and dry period occur-
red, and predawn leaf water potential, ¥4, reached
—1.88 MPa, on average, in August (Fig. 2c). Later in the
year, values were around —0.5 MPa. The water constraints
led to a large decrease in leaf assimilation, but this had less
influence on that of stems.

Seasonal variations of chlorophyll content, chlorophyll
a/b ratio and stem chlorophyll distribution

At the bud stage, the chlorophyll content was three times
higher in stems than in leaves (Table 1). On 24 April, the
chlorophyll content in leaves was four times higher than in
stems. After budburst (24 April), stem chlorophyll content
decreased, whereas leaf chlorophyll content continued to
increase. Between June and the leaf-fall period, chlorophyll
content progressively decreased as much as 95% in leaves.
In stems, it remained low (0.25mgg 'DW on 8
December). Chlorophyll a/b values were between 1.7 and
2.4 times lower in stems than in leaves, except at budburst
and leaf-fall. The chlorophyllous cell area was high just
after budburst, amounting to 82.3%. For the three later
dates, it remained between 47.2 and 50.9%. These results
were consistent with the values of stem chlorophyll con-
centration (Chl. a + b), as the same pattern has been
observed (Table 1).

The chlorophyll was evenly distributed in parenchyma
tissues (cortical and medullary parenchyma) on the stem

13
1 F
10 -

Pg (umol m?s™)

Rd (umol m? 3'1)
=T N R S R I N e )
T

Vg (MPa)
T

C
1 1 1 1 1 1 1 1
april may june july aug sept oct nov dec
Time (month)

Fig. 2 Seasonal variation of a area-based gross photosynthesis rate
(Pg = Rl — Rd) in leaves (open circles) and current-year stems (solid
circles), b area-based dark respiration rate in leaves (open squares)
and stems (solid squares), and ¢ pre-dawn leaf water potential (‘\¥'p,q).
Points are mean + SE. Black arrows indicate budburst in April and
leaf-fall in November

sections that were sampled in April (Fig. 3a). At this time,
the peridermal layers were totally red, and thus possessed
chlorophyllous cells. In December (Fig. 3b), chlorophyll
was more represented in medullary parenchyma and xylem
than in cortical parenchyma and less in peridermal layers.
These layers showed green and yellow fluorescence, which
is characteristic of polyphenols and lignin accumulation.

Seasonal variations of enzymatic activities and total
soluble protein content

The Rubisco activity was similar for leaves and stems
in buds and during the budburst period (around 18 nmol
s~' mg~" chlorophyll, Fig. 4a). Following this, the activ-
ity in stems decreased and remained lower than in leaves
until November, with values ranging between 10 and
20 nmol s~' mg™" chlorophyll. For stem PEPC, the pat-
tern of activity, beginning with budburst, was similar to
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Table 1 Dry-matter-based chlorophyll content and chlorophyll a/b ratios of leaves and current-year stems selected for five dates in 2003 (Bud

stage: 4 April; end of budburst period: 24 April)

Bud stage April 24 June 18 August 26 December 8
Leaves Chl. a + b (mg g 0.34 £ 0.03 4.33 £ 0.13 5.38 £0.98 3.67 £ 0.27
Chl. a/b 2.73 £ 0.21 3.70 + 0.09 3.69 £ 0.02 3.32 £ 0.08
Stems Chl. a + b (mg g~ ") 1.05 £ 0.21 1.12 £ 0.07 0.42 + 0.02 0.38 = 0.05 0.25 +£ 0.03
Chl. a/b 1.91 £ 0.09 239 £ 0.11 1.97 + 0.02 1.85 £ 0.01 2.02 £ 0.03
Chl. cell area (%) 82.30 £+ 0.88 47.19 £ 0.75 50.06 £+ 0.56 50.86 + 0.62
Chl a+ b * sksesk sk sksksk

The chlorophyllous cell area was also presented as the percentage of the total surface of the stem section. Data are mean &+ SE, with3 <n <9

for Chl. a + b and Chl. a/b values, and n > 10 for Chl. cell area

Significant differences between leaves and stems: * P < 0 05, ** P < 0.01, *** P < 0.001

Fig. 3 Comparison of
chlorophyll distribution on
current-year stems sections
sampled in April (a) and
December (b). cp cortical
parenchyma, mp medullary
parenchyma, ph phloem vessels,
sc sclerenchyma, xy xylem
vessels. Scale bar = 70 pm (a),
150 um (b)

that observed for leaves from the bud stage onwards, albeit
with a 1-month lag (Fig. 4b). Between the end of May and
November, PEPC and Rubisco activities progressively
increased. During summer, PEPC activity was about
13 times higher in stems than in leaves. Expressed in
protein units, PEPC activity was three times higher in
stems than in leaves, which indicates that this difference
between the two tissues is not due to a difference in
the yield of protein extraction. NADP ME activity was
always higher in stems than in leaves (Fig. 4c). After
budburst, enzymatic activity decreased in leaves and
remained stable throughout September, whereas it
increased in stems. During the whole season, PEPC and
NADP-ME activities were significantly higher in stems
than in leaves, and the leaf-stem differences were always
significant (P < 0.05).

Total soluble protein content changed according to the
physiological activity of leaves and stems (Fig. 5). Soluble
protein content was always lower in stems than in leaves,
except at budburst. For example, values were 34.4 and
8.6 ugmg ' DW in June for leaves and stems,
respectively.
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Interspecific variability of enzymatic activities

The Rubisco, PEPC and NADP-ME activities measured in
current-year stems were highly variable between the eight
species (Fig. 6). There was, systematically, a significant
species effect on enzymatic activities: P < 0.005 for PEPC
activity and P < 0.001 for Rubisco and NADP-ME activ-
ities. Nevertheless, for all species, the PEPC activity was
always significantly higher than the Rubisco activity.
Moreover, the PEPC activity was also significantly higher
than NADP-ME activity except in A. glutinosa and
F. excelsior. The greatest PEPC activity (around
40 nmol s~ ' mg™" chlorophyll) has been measured in
P. abies and P. sylvestris. The greatest Rubisco and NADP-
ME activities (16.6 and 24.9 nmol s~' mg~" chlorophyll,
respectively) were measured in F. excelsior.

Discussion

Pg was obviously higher in leaves than in current-year
stems throughout the entire season, except during budburst
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Fig. 4 Seasonal variation of a Rubisco activity; b phosphoenolpyru-
vate carboxylase (PEPC) activity; and ¢ NADP malic enzyme (NADP
ME) activity in leaves (open circles) and stems (solid circles). The P
value indicates the statistical difference in enzymatic activities
between leaves and stems during the whole season. Points are
mean + SE. Black arrows indicate budburst in April and leaf-fall in
November

and during the drought stress, during which the leaf-stem
difference was not significant. The stem maximal values
were similar to those mentioned in the literature (Pfanz
et al. 2002) and to those obtained for the same species by
Damesin (2003). The natural drought stress that occurred in
July 2003 had no negative effect on stem photosynthesis,
whereas leaf photosynthesis decreased from 10 to
2.5 pmol m~2 s~' between the end of May and July. The
pattern of dark respiration was very similar (no significant
difference) between leaves and current-year stems, except
in the budburst period. The maximum Pg that was
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Fig. 5 Seasonal variation of total soluble protein content in leaves
(open circles) and current-year stems (solid circles). Points are
mean + SE. Black arrows indicate budburst in April and leaf-fall in
November

measured for current-year stems occurred during budburst
when tissues are immature (i.e., low stem mass per area),
whereas for leaves it occurred at the end of May (i.e., when
LMA reached about 100 g m~2). The maximal photosyn-
thetic rate of current-year stems occurred when the total
chlorophyll content and the Rubisco and PEPC activities
were maximal. The difference between leaf and stem in
contribution to their “photosynthetic biochemical
machinery” appears early in the season, just after the
budburst period (end of April). Indeed, the chlorophyll
content and the Rubisco activity in stems—both expressed
in dry matter units (data not shown)—were already low in
comparison with leaves whereas the soluble protein content
was still similar for leaves and stems just after budburst.
The stem chlorophyll content was consistent with pub-
lished values for the same species (Pfanz et al. 2002;
Damesin 2003). The high chlorophyll values observed
during the budburst period could explain, in part, the high
values of the stem photosynthesis rate. The decrease in
chlorophyll content in stems after the budburst period was
probably linked to tissue growth, which was caused at least
in part by the decrease in light penetration inside the stems,
resulting from radial growth. Most studies showed the
presence of chlorophyll inside the stems, with an abun-
dance in the cortical parenchyma (van Cleve et al. 1993;
Wittmann et al. 2006; Berveiller et al. 2007). The location
of chlorophyllous cells near xylem vessels could be
advantageous in terms of the carbon source. Indeed, Hib-
berd and Quick (2002) have shown in celery and tobacco
that malate, a potential carbon source arising from the
roots, could be decarboxylated in chlorophyllous cells that
border the vascular system of the stems. In F. sylvatica, the
first step of carbon assimilation by PEPC could take place
directly in the stems. Another explanation for this partic-
ular distribution would be the presence of light inside the
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Fig. 6 Interspecific comparison 50
of PEPC, Rubisco and NADP B PEPc a a
ME activities among various O Rubisco a
tree species. Activities were 40 | B NADP ME a a a
measured on current-year stems
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stems. It is surprising because only 0.01% of the incident
red light (660 nm) reaches the pith of a 1-year-old stem of
F. sylvatica (Pfanz et al. 2002). A recent study has also
shown that vessel fibres and tracheids in woody plants can
conduct light efficiently along the axial direction of stems,
via their lumina or cell walls (Sun et al. 2003).

Although Rubisco exhibited an activity four times
higher in leaves than in current-year stems, PEPC activity
was more than ten times higher in current-year stems than
in leaves. The enzyme activities were measured on samples
harvested in light conditions. H6ll (1974) showed that cell-
free preparations of the wood of R. pseudoacacia fixed
CO; in dark conditions, especially by the PEPC-driven
dark pathway. This possibility has to be checked to show if
any difference occurred between PEPC activities in stems
under dark or light conditions. At the seasonal scale, no
correlation has been shown between Pg and Rubisco
activity or Pg and PEPC activity for F. sylvatica. The same
result was obtained from the interspecific data [Pg data
from Berveiller et al. (2007) and PEPC activities from this
study] The PEPC:Rubisco ratio was equal to 0.095 in
leaves (a classical value of C; plants) of F. sylvatica
between May and September, whereas it was equal to 2.5
in current-year stems (an intermediate value between Cj
and C, plants) for the same period. In the various other
studied tree species, the PEPC:Rubisco ratio varied
between 2 and 4 , except for P. abies, for which it was
equal to 7. Expressed in a protein based unit, the range of
PEPC:Rubisco ratio was from 1.4 to 2.2 (3.8 for P. abies).
One explanation for the high PEPC activity in stems would
be that, as in C4 metabolism, PEPC supplies malate for
NADP ME and then, by malate decarboxylating, NADP
ME supplies CO, for Rubisco. This would explain, in part,
the high activity of NADP ME that is detected in stems.
Furthermore, an immunohistochemical study has shown
the presence of PEPC and NADP ME around the
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Fagus
sylvatica

Pinus
sylvestris

Tilia Betula Quercus Fraxinus Alnus Picea
cordata pendula robur excelsior glutinosa abies

vasculature of grape berries (Famiani et al. 2000). These
two enzymes are also localized in the same tissues of beech
stems. A two- to fourfold elevation in the activity of
cytoplasmic NADP ME has been observed in potato plants
in which the PEPC gene (ppc) was overexpressed (Hausler
et al. 2001). It seems that these two enzymes are closely
linked and that stems probably invest more energy in PEPC
and NADP-ME production than leaves. The high NADP-
ME activity in comparison to leaves also may be explained
by the generally high NADPH demand during lignin bio-
synthesis  [particularly at the cinnamyl alcohol
dehydrogenase (CAD) step], which carries on late into the
growing season in stems, as was seen by the presence of
yellow fluorescence in the stem slices sampled in
December.

A second explanation would be that, in stems, PEPC
indirectly plays a part in nitrogen assimilation. Indeed, in
C; plants, PEPC takes place in the anaplerotic fixation of
CO, and the synthesis of dicarboxylic acids that are used as
respiratory substrates (Rosendahl et al. 1990; Lasa et al.
2002). By delivering a carbon skeleton to the Krebs cycle,
the high PEPC activity probably leads to an increase of
2-oxoglutarate, which is a precursor of nitrogen assimila-
tion, leading to amino-acid synthesis. This hypothesis was
also proposed by Holl (1974) to explain the high amount of
14C detected in aspartic acid, which is a precursor of
amino-acid production. Moreover, because of the high CO,
concentration inside the stems, the pH of the beech bark is
around 5.5 (Pfanz and Aschan 2001) and, in these condi-
tions, the main form of carbon is CO,. In order to maintain
a suitable pH for cellular activity, PEPC certainly plays a
part in the CO,/HCOj;™ balance, as HCO;™ is the substrate
of PEPC. It would be interesting to examine carbonic
anhydrase activity to determine its importance in the CO,/
HCO3;™ balance inside stem tissues in relation to PEPC
activity.
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Conclusion

In contrast with leaves, stems exhibited a high PEPC
activity and a low Rubisco activity, the highest activities
occurring when CO, gas exchange was the highest. The
leaf PEPC:Rubisco ratio that was measured in current-
years stems of all studied species was intermediate between
Cs- and Cy-plants. Establishing PEPC characteristics (pH,
PEPC and malate sensitivities) of stems in comparison with
leaves could let us to know if stem PEPC is close to that of
C4. The particular location of chlorophyllous cells near the
xylem and the high NADP-ME activity measured in stems
suggest the use of a potential source of carbon that arises
from xylem vessels, but further investigations (especially
immunocytolocalization of PEPC and Rubisco inside
stems) are needed to confirm this hypothesis.
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Chapitre IV — La PEPC des tiges de l'arbre : une implication possible dans un métabolisme C4 ?

PRESENTATION

L'étude présentée dans le chapitre 11 a révélé, pour la premiére fois, de fortes activités PEPC
dans les tiges d'especes ligneuses. Depuis quelques années, de nombreux auteurs soupgonnaient
I'implication de cette enzyme dans I'assimilation de carbone par la tige. Plusieurs hypothéses furent
proposées pour expliquer le réle de la PEPC dans le métabolisme carboné de la tige.

Puisque la Rubisco est présente également dans la tige, I'nypothese la plus répandue était qu'un
métabolisme de type C, (annexe 3) puisse avoir lieu dans la tige des espéces ligneuses, plantes a
métabolisme C;. Cette hypothése s'appuie principalement sur I'étude d'Hibberd & Quick (2002). Cette
étude a révélé notamment des activités importantes d'enzymes décarboxylantes typiques de plantes a
métabolisme C, (NADP ME, NAD-ME et PEPCK) et la présence de cellules chlorophylliennes dans
les tissus répartis autour des vaisseaux des tiges et pétioles de tabac, plante a métabolisme Cs. En
fournissant du *C-NaHCO; ou de *C-glucose au niveau des racines, ils ont découvert peu aprés que le
marquage avait intégré la matiere organique insoluble (notamment I'amidon) des tiges et des pétioles
de la plante. Les auteurs ont suggéré que ces tissus pouvaient présenter un métabolisme de type C,
avec l'utilisation de CO, dissout dans le xyleme ou provenant du malate, préalablement synthétiser au
niveau des racines via une PEPC puis décarboxylé ensuite au niveau des tiges (figure 19).

a Cellule photosynthétique b CO,
de la tige — 'l
;
Malate :
Photosynthése) l A = > Feuille C,
tige *
co /’ \\
Malate Y] Malate / \\\
feaing I/ N Vaisseaux
périvasculaire \ 7
\ / conducteurs
\ N3
\ K
Respiration \; //
Malate / ‘
¥ co, } racine Ma‘late Tige C,
BEE, J *

Xyleme Cellule du cortex Phlogme

racinaire

Figure 19 : (a) I'nypothése d'Hibberd & Quick suppose qu'une PEPC fixe le CO, au niveau des racines, en formant du
malate, et que ce malate est ensuite transporté par le flux xylémien au niveau des feuilles afin d'y étre décarboxylé (via la
NADP-ME, NAD-ME et PEPCK). A partir du pyruvate, le PEP est régénéré par des la PPDK au niveau des tiges puis
renvoyé dans la racine via le phloéme. (b) Analogies probables entre une feuille d'une plante a métabolisme C, et la tige de
tabac, plante a métabolisme Cs. D'aprés Hibberd & Quick (2002).

Si le méme équipement enzymatique découvert chez le tabac est présent chez la tige, un métabolisme
de type C, peut alors avoir lieu. Nous avons déja vu dans le chapitre Il que la PEPC est présente a de
forts niveaux d'activité et que les rapports d'activité PEPC/Rubisco sont intermédiaires entre ceux des
métabolismes C; et C,. Mais un métabolisme de type C, nécessite également que les processus
d'assimilation de CO, impliquant d'abord la PEPC puis ensuite la Rubisco soient séparés dans I'espace
(annexe 3). De plus, la PEPC des plantes C4 présente des particularités biochimiques différentes de
celles de la PEPC des plantes & métabolisme Cs;, notamment au niveau de I'affinité de lI'enzyme pour
son substrat, le PEP, et sa sensibilité aux différents effecteurs comme le glucose-6-phosphate et le
malate.
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Afin de vérifier s'il y a ou non un métabolisme de type C,
chez les tiges ligneuses, nous avons travaillé sur les
caractéristiques biochimiques de la PEPC afin de les comparer a
celles de la PEPC des plantes a métabolisme C, Par
immunocytochimie, nous avons également localisé la Rubisco et
la PEPC sur des coupes de tiges. Nous avons choisi de travailler
sur les jeunes tiges de l'année de hétre prélevées peu apres le
débourrement (figure 20) car c'est a cette période que la tige
présente la plus forte activité photosynthétique (voir chapitre I1).

Cette étude a fait I'objet d'une collaboration étroite avec le groupe
"Signalisation et régulation métabolique™ de [I'Institut de
Biotechnologie des Plantes (Jean Vidal, IBP, Orsay) et le Centre
Commun de Microscopie Electronique (Jeril Degrouard, CCME,
Orsay).

Figure 20 : Proxyphotographie d'une
ASPECTS TECHNIQUES jeune tige de Il'année de hétre

) R R o prélevée peu de temps aprés le
Cette etude fat I'une des toutes premieres a étudier la PEPC  débourrement (fin avril). Barre

dans les tiges. Les techniques de microscopie électronique et de  d'échelle =1cm.

Western Blot ont nécessité plusieurs séances de mise au point

pour adapter les protocoles connus au matériel végétal.

La préparation des échantillons en vue de l'observation au microscope électronique a transmission
(MET) fat I'une des étapes la plus longue de ce travail. En effet, il existe peu d'études ayant traité cet
aspect sur les tiges ligneuses. Il a été nécessaire d'ajuster les protocoles connus pour une bonne
préparation des échantillons de tige (annexe 4). La fixation chimique a nécessité le passage des
échantillons plusieurs fois sous vide afin d'éliminer le maximum de bulles et de permettre une
meilleure pénétration du fixateur dans le tissu. Les temps dans les bains d'éthanol ainsi que le nombre
de bains ont été augmentés afin d'assurer une bonne déshydratation des tissus. Ces mises au point ont
été faites sur du matériel ayant une structure proche de celle qu'aurait la tige peu aprés le
débourrement. Nous avons choisi de faire les tests sur les minuscules tiges présentes dans les
bourgeons de hétre.
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Figure 21 : (a) représentation schématique d'une section de tige de bourgeon de hétre avec un faisceau criblo-vasculaire
défini par le phloeme et le xyleme et (b) électronographies de cellules de I'épiderme de cette tige. Barres d'échelles : (1)
2 um, (2) 500 nm, (3) 10 um et (4) 500 nm.
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Les images obtenues a partir de ces mises au point nous ont permis de valider le protocole de
préparation des échantillons de tige pour la microscopie électronique. Les images ont révélé une
variabilité de la densité de granas chloroplastiques dans les tiges des bourgeons de hétre. Les cellules
périphériques présentaient des chloroplastes quasi agranaires alors que les chloroplastes des cellules
du xyleme possédaient beaucoup plus de grana (figure 21). Chez les plantes a métabolisme C,4, les
chloroplastes des cellules du mésophylle possédent beaucoup de grana et peu ou pas de grains
d'amidon alors que les chloroplastes des cellules de la gaine périvasculaire sont plus gros, agranaires et
ont de nombreux grains d'amidon.

Concernant les manipulations de Western Blot (protocole en annexe 5), la mise au point était centrée
sur l'extraction et la purification des protéines solubles totales. La technique employée a I'|BP se
déroulait en trois phase : (1) extraction "classique™ comprenant notamment du tampon HEPES, du
dithiothreitol (DTT) et du MgCl,, (2) précipitation des protéines solubles au sulfate d'ammonium
(NH;)2S0,4, (3) filtration sur colonne de dessalage (Sephadex G25) pour éliminé le sulfate
d'ammonium résiduel pouvant interférer avec le Western Blot.

L'ajout de polyéthyléne glycol (PEG 4000) fat indispensable a la bonne extraction de la PEPC des
tiges. Ce compose est utilisé comme agent mouillant notamment pour préserver les protéines extraites
de l'oxydation par les poly phénols et tannins présents dans les feuilles et tiges des arbres. Mais a
concentration habituellement utilisée dans I'extraction des protéines de la tige (7 a 10 %), le PEG
interférait avec le sulfate d'ammonium empéchant la précipitation des protéines. Il s'est avéré que le
probléme était résolu pour une concentration de PEG de 3 % (m/m).

PRINCIPAUX RESULTATS

Les protocoles de préparation des échantillons de tige du bourgeon (annexe 4) ont donné de
bons résultats sur les jeunes tiges de hétre prélevées peu aprés le débourrement (figure 20).
Contrairement aux observations faites sur la tige du bourgeon, la densité de grana est faible quel que
soit le tissu observé ce qui est caractéristique d'une adaptation des chloroplastes a I'obscurité. Les
chloroplastes des cellules des parenchymes (cortical et médullaire) de la tige étudiée (aprés le
débourrement) contiennent de gros grains d'amidon indiquant une activité photosynthétique.

Les caractéristiques biochimiques de la PEPC ont été suivies sur les tiges et feuilles. Il s'agissait
de mesurer I'activité de I'enzyme, de déterminer sa masse moléculaire (voir protocole Western Blot en
annexe 5), sa sensibilité au pH, son K, apparent et sa cinétique de réponse au malate (ICsp), un
inhibiteur compétitif (figure 22).
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Figure 22 : exemples de cinétiques de I'activité PEPC permettant le calcul de son pH optimum (a), du K, PEP (b) et de
I'IC50 malate (c).
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Comme dans I'étude précédente (chapitre II), nous montrons que l'activitt PEPC est plus
importante dans les tiges que dans les feuilles et que les rapports des activités PEPC/Rubisco sont
supérieurs a ce qui est rencontré classiquement chez les plantes en C;. Que ce soit dans la tige ou dans
la feuille de hétre, les caractéristiques biochimiques de la PEPC sont similaires a celles d'une
PEPC de plante Cs : Ky, apparent = 0.3 mM (2.5 chez une plante C,) et ICso = 0.10 mM (1.0 chez une
plante C,). L'analyse SDS-PAGE précédant la détection par immunoblot a révélé des profils
protéiques similaires entre feuille et tige de hétre, avec une Rubisco plus abondante dans la feuille,
ce qui est en accord avec les résultats d'activités Rubisco publiés auparavant (chapitre I11).

Le métabolisme C, est caractérisé par une séparation spatiale des processus de fixation du

carbone et de capture de la lumiére. Le cas le plus répandu correspond a une séparation tissulaire du
processus de concentration du CO,, ayant lieu dans les cellules du mésophylle et impliquant la PEPC,
et du processus photochimique, ayant lieu dans les cellules de la gaine périvasculaire (anatomie
Kranz) et impliquant la Rubisco. Il existe également la possibilité d'une séparation intracellulaire des
deux processus cités ci-dessus. La cellule montre alors une polarité dans la densité des chloroplastes et
dans les deux processus du métabolisme C, : la partie proximale de la cellule contient beaucoup de
chloroplaste ou la Rubisco y est préférentiellement localisée. Ce type de séparation spatiale a été
récemment découvert chez Borszczowia aralocaspica, plante de désert asiatique (Voznesenskaya et
al., 2001), et Hydrilla verticillata, plante aquatique (Magnin et al., 1997).
Concernant les tiges de hétre, c'est la premiere fois qu'une étude montre une co-localisation de la
PEPC et de la Rubisco sur cet organe. Bien qu'une quantité plus importante de Rubisco ait pu étre
observée dans les cellules du xyléme, les enzymes PEPC et Rubisco dans la tige ne montrent pas de
distribution préférentielle, que ce soit entre les différents types cellulaires observés (parenchyme
cortical, xyleme, parenchyme médullaire) ou au sein méme des cellules.

L'absence de séparation spatiale des enzymes PEPC et Rubisco et les caractéristiques de la PEPC des
tiges suggerent donc qu'un métabolisme de type C, n'a pas lieu dans les tiges de hétre.
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Summary

e Here, the kinetic properties and immunolocalization of phosphoenolpyruvate
carboxylase (PEPC) and ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco)
in young stems of Fagus sylvatica were investigated. The aim of the study was to
test the hypothesis that there is a C,-like photosynthesis system in the stems of this
G, tree species.

e The activity, optimal pH and L-malate sensitivity of PEPC, and the Michaelis-
Menten constant (K,,) for phosphoenolpyruvate (PEP), were measured in protein
extracts from current-year stems and leaves. A gel blot experiment and immunolo-
calization studies were performed to examine the isozyme complexity of PEPC and
the tissue distribution of PEPC and Rubisco in stems.

* Leaf and stem PEPCs exhibited similar, classical values characteristic of C;
PEPCs, with an optimal pH of c. 7.8, a K, for PEP of c. 0.3 mm and a IC,, for L-malate
(the L-malate concentration that inhibits 50% of PEPC activity at the K, for PEP)
of c. 0.1 mm. Western blot analysis showed the presence of two PEPC subunits
(molecular mass c. 110 kDa) both in leaves and in stems. Immunogold labelling did
not reveal any differential localization of PEPC and Rubisco, neither between nor
inside cells.

* This study suggests that C,-type photosynthesis does not occur in stems of
F. sylvatica and underlines the importance of PEPC in nonphotosynthetic carbon
fixation by most stem tissues (fixation of respired CO, and fixation via the ana-
plerotic pathway).

New Phytologist (2007) 176: 775-781
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Introduction

In forest ecosystems, carbon (C) fluxes include plant respiration
and photosynthesis. Although leaf photosynthesis represents
the major part of the C assimilated by the plant, it is known
that flowers, fruits and stems are able to photosynthesize
(Aschan & Pfanz, 2003, 2006; Aschan eral, 2005). We
showed that current-year stems of European beech (Fagus
sylvatica) are able to assimilate the equivalent of 40% of the C
lost by respiration over a whole season (Damesin, 2003). Stem
photosynthesis has been shown to be active in various tree
species, with some of them exhibiting an instantaneous
positive net CO, assimilation (Berveiller ez /., 2007).

The major source of assimilated C in stems is thought to be
respiration (Nilsen, 1995; Cernusak & Marshall, 2000; Pfanz
et al., 2002; Wittmann et al., 2005, 2006). Because of the
high CO, concentration inside stems and their low permea-
bility to gaseous diffusion (Pfanz ez al., 2002), very little
external CO, reaches the chlorenchyma. CO, fixation in
stems certainly occurs through ribulose-1,5-bzsphosphate car-
boxylase/oxygenase (Rubisco) in the Calvin—Benson cycle.
Rubisco activity was detected for the first time in bark tissues
of Populus tremuloides by Schaedle & Brayman (1986), and
we recently showed that young beech stems exhibit Rubisco
activity, which remains nearly constant over the whole season
(except just after budburst, when it is highest) (Berveiller &
Damesin, in press). However, it has been proposed that phos-
phoenolpyruvate carboxylase (PEPC; EC 4.1.1.31) can play a
role in the regulation of CO, concentration and cytosolic pH
by capturing part of the CO, (in its hydrated form) respired
by stems. Holl (1973, 1974) was the first to report PEPC
activity in wood of Robinia pseudoacacia. More recently,
PEPC was detected in the bark chlorenchyma of Pinus sylves-
tris (Ivanov et al., 2006) and in the whole stems of various tree
species (Berveiller & Damesin, in press).

Some reports have recently proposed the possibility of a C-
type pathway occurring in tree stems (Damesin, 2003; Ivanov
et al., 2006; Wittmann ez al., 2006; Berveiller & Damesin, in
press). This concept is based on the paper by Hibberd &
Quick (2002), which showed that photosynthetic cells of
tobacco (Nicotiana tabacum) stems and petioles surrounding
xylem and phloem possess high activities of enzymes charac-
teristic of C; photosynthesis, especially the decarboxylating
enzymes. These enzymes (NAD- and NADP-ME) allow the
rapid decarboxylation of four-carbon organic acids, for exam-
ple malate, fed from the xylem and phloem, thus releasing
CO, for photosynthesis. This system suggests that this C,
metabolite is synthesized via root PEPC activity, thus fulfilling
the criterion of spatial separation of carboxylation activities (e.g.
PEPC and Rubisco) characteristic of C plants. If such tissues
surrounding the vessels have in tree stems the same enzymatic
equipment as in tobacco stems, a similar C,-like photosynthesis
system may be present. However, tree stems have relatively high
PEPC:Rubisco activity ratios (10 for a C-plant leaf, 1 for a

New Phytologist (2007) 176: 775781
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C;-plant leaf, and 3 in tree stems; Berveiller & Damesin, in
press) such that the classical C, photosynthesis system may also
operate in the concentrically organized tissues of tree stems.
This suggests a partial, or total, separation of PEPC- from
Rubisco-containing cells. To the best of our knowledge, trees
do not have a C; PEPC-encoding gene, but such a system may
use a C;-type PEPC, provided that its activity is high enough
to sustain the C flux required by the pathway. In the present
work, these questions have been addressed by investigating
the biochemical properties and localization of PEPC (with
respect to those of Rubisco) in stems of Fagus sylvatica.

Materials and Methods

Plant material

Samples of leaves and current-year stems of Fagus sylvatica
L. (Fig. 1a) were obtained at the end of April 2006 from three
adult trees at the University campus (University Paris-Sud,
Orsay, France). Sampling was performed (at midday on the
light-exposed part of the trees from the outer crown, at a
height of ¢. 2—4 m, with a pruning hook) a few days after
budburst; at this stage, young stems contained maximal
amounts of soluble protein and showed high PEPC activity
(Berveiller & Damesin, in press). Except in the case of
chemical fixation, all the samples were immediately immersed
in liquid nitrogen and stored at —80°C until use.

Protein extraction and enzyme assays

Frozen material (300 mg) was powdered under liquid nitrogen
and ground in a buffer, as described in Gousset-Dupont ez 4.
(2005). The addition of 3% (weight/weight (w/w)) polyethylene
glycol (PEG) 4000 to the extraction medium was found to be
required for maximal recovery of PEPC activity. Enzyme assays
and the determination of the kinetic properties of PEPC were
performed as described in Echevarria ez a/. (1994). The substrate
(PEP) and 1-malate response curves were determined at optimal
(7.8) and suboptimal pH (7.3), respectively, to allow calcula-
tion of the Michaelis-Menten constant (X ) for PEP (PEP
concentration for 50% of maximal PEPC activity) and the
IC,, for L-malate (the L-malate concentration that inhibits
50% of PEPC activity at the K for PEP). Total soluble protein
contents were determined by the technique of Bradford
(1976), with bovine serum albumin (BSA) as a standard.

Gel blot experiment

Aliquots (50 pg of proteins) of leaf and stem extracts were
subjected to sodium dodecyl sulphate—polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE; 8% acrylamide) (Laemmli, 1970)
and immunoblot experiments were performed as described
in Giglioli-Guivarc’h ez al. (1996) using anti-C- and anti-N-
terminal peptide antibodies and a chemiluminescent assay

www.newphytologist.org  © The Authors (2007). Journal compilation © New Phytologist (2007)
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Fig. 1 Proxy photograph of a Fagus sylvatica
leafy stem sampled at the end of April (a), and
a semithin section of stem observed under a
brightfield (b) and an epifluorescence (c)
microscope. Bar: (a) 1 cm; (b, ¢) 50 ym. cp,
cortical parenchyma; ep, epidermis; mp,
medullary parenchyma; ph, phloem; sc,
sclerenchyma; xy, xylem.

(Supersignal West Dura Signal; Pierce, Rockford, IL, USA)

according to the manufacturer’s instructions.

Sample preparation for light and electron microscopy

For epifluorescence observations, a transverse section (0.5 mm
thick) of current-year stem was observed under an epifluore-
scence microscope (Axiophot; Zeiss, R6dermark, Germany)
equipped with a blue excitation filter (BP 450-490) and an
emission filter (LT 520). For brightfield and ultrastructure
observations, small pieces of middle and apical portions
of the stems were fixed in 3% glutaraldehyde and 1%
paraformaldehyde in 100 mm cacodylate buffer (pH 7.3) in
the presence of 1% (weight/volume (w/v)) tannic acid, 2% (w/v)
sucrose, 0.1% Brij-35, and 2 mm CaCl, at room temperature
for 6 h. It was necessary to place the mixture (fixer plus samples)
in a vacuum for a few minutes (three times) to thoroughly
impregnate the samples with the fixer. The samples were then
washed with the cacodylate buffer and postfixed in 2% OsO,
in cacodylate buffer for 1.5 h. They were then dehydrated
though an ethanol series (10-95%) and embedded in Spurr’s
resin (Spurt, 1969). Transverse semithin sections (700 nm thick)
of stem pieces were mounted on slides, stained with solution
(Azure IT 1% in water + methylene blue 1% in 1% borax) and
observed under a standard upright microscope (BX 40;
Olympus, Tokyo, Japan). For electron microscopy, transverse
ultrathin sections (60 nm thick) of stem pieces were mounted

© The Authors (2007). Journal compilation © New Phytologist (2007) www.newphytologist.org
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on copper grids coated with Formvar (Monsanto Co., St Louis,
MO, USA; polyvinylformal) and C, stained in uranyl acetate
and lead citrate, and viewed under a transmission electron

microscope (EM 300; Philips, Amsterdam, the Netherlands).

Immunogold labelling

Small stem samples were fixed in 0.5% glutaraldehyde and 4%
paraformaldehyde (in the same buffer described above), dehydrated
through an ethanol series and embedded in LRWhite resin
(London Resin Co., Reading, UK). Ultrathin sections (60 nm
thick) were collected on nickel grids coated with Formvar and C.
The antisera used for immunogold labelling were anti-sorghum
leaf C; PEPC antiserum and anti-maize leaf Rubisco large-subunit
(LS) antiserum. They were used at a dilution of 1 : 1000 for
Rubisco and 1 : 2000 for PEPC. The sections were stained with
uranyl acetate. Some grids were coated with a preimmune serum
as a control. The density of labelling was determined by counting
the gold particles on several electron micrographs (8 <7 < 15)
and by calculating the number per unit area (um?).

Results and Discussion

Anatomy of young current-year stems

A few days after budburst, young stems of European beech
were found to be wholly green (Fig. 1a) and phloem, xylem

New Phyrologist (2007) 176: 775-781
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Table 1 Kinetic and regulatory properties of phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) from leaves and current-year stems of Fagus sylvatica

PEPC activity at optimal pH

PEPC activity at pH 7.3

Optimal pH (nmol min~" mg™" protein) (nmol min~* mg~" protein) PEP K., (mm) L-malate 1C5, (mm)
Leaves 7.8 89.7+4.4(3) 48.5+5.0 (6) 0.25+0.08 (5) 0.07 £0.04 (4)
Stems 7.7 1245+ 15.4 (4) ns 62.6 £4.1(5) ns 0.29£0.07 (5) ns 0.11£0.06 (4) ns

Values are mean + SD (n). Data for stems and leaves were compared using a Student's ¢-test (P = 0.05).
PEP K., Michaelis-Menten constant, PEP concentration for 50% of maximal PEPC activity; L-malate IC5,, the L-malate concentration that inhibits

50% of PEPC activity at the K, for PEP; ns, not significant.

and sclerenchyma were well developed (Fig. 1b). At this
growth stage, the epidermis consisted of a single cell layer and
the stem exhibited chlorophyll (Fig. 1c) and chloroplasts
(Fig. 2a,b,c) in all cell types. In both cortical and medullar
parenchyma, numerous chloroplasts could be seen, in
contrast to the xylem, which contained numerous vessels (i.e.
dead cells). These results are in good agreement with previous
observations on the distribution of chlorophyll in the stem by
epifluorescence microscopy (Dima et al., 2006; Levizou &
Manetas, 2006; Pilarski & Tokarz, 2006; Wittmann et al.,
2006; Berveiller ez al., 2007; Berveiller & Damesin, in press).
In all tissues, the chloroplasts contained few grana stacks,
which is a characteristic feature of light-adapted chloroplasts
(Boardman, 1977). In contrast to our observations on buds
and older stems (data not shown), there was no apparent
gradient of grana stacks from the epidermis to the medullar
parenchyma. On the basis of the presence of grana stacks and
large starch grains, especially in parenchyma cells (Fig. 2a,c),
the chloroplasts seemed to be photosynthetically functional.

Stem PEPC characteristics

We determined some biochemical properties of stem and leaf
PEPCs. The leaf enzyme is a typical C;-type PEPC known to
be involved in the replenishment of tricarboxylic acid (TCA)
cycle intermediates to sustain amino acid synthesis via the
anaplerotic pathway (Latzko & Kelly, 1983; Lepiniec et 4l.,
1994; Stitt et al., 2002).

SDS-PAGE analysis (Fig. 3a) showed very similar protein
profiles for leaves and current-year stems, with the large sub-
unit of Rubisco (c. 55 kDa) being the quantitatively predom-
inant protein of the extracts. It was also noted that Rubisco
was less abundant in stems than in leaves, in accordance with
Rubisco activity measurements (Berveiller & Damesin, in
press). Western blot analysis using C- and N-terminal PEPC
antibodies as probes (Fig. 2b) revealed two PEPC bands with
similar intensities (¢. 110-kDa), which should correspond to
different isoforms (as the subunits are intact proteins). Indeed,
C, plants possess several genes encoding PEPC (classically four)
which are differently expressed according to the organ (Svensson
et al., 2003; Gousset-Dupont ez al., 2005; Lebouteiller ez /., 2007).

The optimal pH for the enzyme was 7.8 and 7.7 in leaf and
current-year stem extracts, respectively (Table 1). On a pro-
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tein basis, the PEPC activity was 1.3-fold higher in current-
year stems than in leaves (the difference was nonsignificant),
when measured at both the optimal pH and at pH 7.3. The
activity ratio (pH 7.8 : 7.3) generally reflects the phosphor-
ylation state of the enzyme; that is, the ratio decreases when
the phosphorylation state increases (Echevarria ez al., 1994).
It was found to be 1.9 and 2.0 for leaves and stems, respec-
tively, suggesting that the enzyme has a similar phosphoryla-
tion state in the two organs (at the stage of harvest).
Substrate response curves (PEP) were hyperbolic in shape,
with similar K values of 0.25 and 0.29 mm for leaves and
stems, respectively (Table 1), which are close to values charac-
teristic of a C;-type PEPC; C-type enzymes have K| values
of ¢. 2.5 mm (O’leary, 1982). The r-malate ICy ) values were
also typical of C; plant PEPCs and 10-fold lower than those
displayed by C, plant PEPCs (O’leary, 1982). Taken together,
these results show that the current-year stem PEPC exhibits
the typical kinetic properties of a C; plant enzyme, with no
large increase in content (as compared with leaves). This is not
indicative of the occurrence of a C,-like system in this organ.

Localization of Rubisco and PEPC in stem tissues

C, plants are classically characterized by a spatial separation
of the photosynthetic pathway in two structurally and
biochemically specialized photosynthetic cell types (Kranz
anatomy). In addition, recent results have shown that C-like
photosynthesis may occur in single cells of C; plants, for
example Hydrilla verticillata (Magnin et al, 1997) and
Borszczsowia aralocaspica (Voznesenskaya ez al., 2001); in
H. verticillata, an aquatic plant, the C, system is inducible,
while in B. aralocaspica there occurs a polarity in specialized
chloroplasts. In stems of F sylvatica, we have reported a
relatively high PEPC:Rubisco activity ratio (Berveiller &
Damesin, in press). This prompted us to examine whether the
two carboxylases are totally or partially separated in the
concentrically organized cells of tree stems, such thata C-like
photosynthesis system could be operative in this organ, in
addition to the system proposed by Hibberd & Quick (2002).

In current-year stems of F sylvatica, Rubisco and PEPC
were detected in all investigated tissues (Fig. 3d—i). Until now,
the only study considering this aspect of tree stem photosyn-
thesis was that by Buns ez 2/. (1993). These authors detected
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New
Phytologist

Rapid report Research ©779

Immunogold labelling

Morphology

Xylem cells

MP cells
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Rubisco

Fig. 2 Ultrastructural anatomy of current-year stems of Fagus sylvatica (a, b, ¢) and immunogold labelling of phosphoenolpyruvate carboxylase
(PEPC) (d, e, f) and the Rubisco large subunit (g, h, i) in these stems. (b) Arrows indicate the secondary wall in the process of formation during
tracheid development. ¢, chloroplast; CP, cortical parenchyma; MP, medullary parenchyma; Rubisco, ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/
oxygenase; s, starch; tr, tracheid; v, vacuole; w, wall. Bars: (a, ¢) 2 ym; (b) 5 pm; (d-i) 0.5 um.

a low density of Rubisco labelling in twigs of Zaxus baccata in
comparison to needles. Similarly, our results showed a low
density of Rubisco and PEPC labelling (Table 2). The high
labelling detected in the cytosol in the case of PEPC (a
cytosolic enzyme), and in chloroplasts in the case of Rubisco
LS, together with a low background (statistically different
from PEPC and Rubisco labelling and close to that of the pre-
immune serum; data not shown), showed that the technique

© The Authors (2007). Journal compilation © New Phytologist (2007) www.newphytologist.org

is valid and particularly well adapted to this material. It appeared
that the chloroplasts accumulated significantly more Rubisco
(approximately twice as much) in xylem cells than in cortical
or medullar parenchyma cells. This observation supports the
Hibberd and Quick hypothesis as it suggests a functional link
between these cells and xylem vessels. The vessels provide
CO, (probably via malate and corresponding decarboxylating
enzymes) to xylem cells, thereby elevating its concentration in

New Phytologist (2007) 176: 775-781
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Table 2 Immunogold labelling of phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) and ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco)

in the different cell types of current-year stems of Fagus sylvatica

Number of gold particles per pm?

Cell fraction CP cells Xylem cells MP cells
PEPC Cytosol 7.2+£0.7 (14)? 7.1+£0.6(13)2 6.4+0.4 (8)?
Organelles 2.4+0.6 (14) 1.3+0.2 (13) 1.0+£0.2 (8)
Rubisco LS Chloroplasts (starch grains omitted) 16.8 2.4 (10) 31.5+3.1 (15)° 19.6 £ 1.5 (14)2
Cytosol + other organelles 3.5+ 0.5 (10) 6.0+1.3(15) 3.5+0.4 (14)

The number of gold particles per pm? is given as mean + SD (n). Within the same row, a different superscript letter indicates a significant

difference at P < 0.05 (Student's t-test).

CP, cortical parenchyma; MP, medullary parenchyma; Rubisco LS, Rubisco large subunit.
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Fig. 3 Sodium dodecyl sulphate—polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE; 8% acrylamide) of total soluble protein (a), and western
blot analysis of phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) with anti-
N-terminal (N,.,) and anti-C-terminal (C,,,) antibodies (b) from leaves
(L) and current-year stems (S) of Fagus sylvatica. (b) Arrows indicate
the two PEPC isoforms. MM, molecular mass markers.

the vicinity of Rubisco. This hypothesis may be supported
further by the presence of light in vascular tissues of tree stems
(Sun etal., 2003). However, the uniform localization of
PEPC in all tissues, the absence of a preferential distribution
of chloroplasts in cells, and the PEPC kinetic data suggest
that a C-like system based on the separation of carboxylating
enzymes, or on the single cell system (as described in
B. aralocaspica), is not operative in stems. The current dogma
is that Rubisco refixes CO, liberated by respiration in stems,
thus making O, available for this process under light conditions.
This is important in this organ to avoid anoxia and perturba-
tion of wood formation (Pfanz ez /., 2002). In this context,
PEPC should also actively contribute to CO, refixation in the
light, but allows this process to be continued in the dark.
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V) IMPACT D'UN APPORT
D'AZOTE SUR L'ASSIMILATION
DE CARBONE PAR LA TIGE
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Chapitre V — Impact d'un apport azoté sur l'assimilation de carbone par la tige

PRESENTATION

L'azote est, avec le carbone, la ressource principale pour la croissance de la plante. L'azote
existe sous différentes formes dans le sol, principalement sous forme de nitrate (NO3") et d'ammonium
(NH,"). Les plantes supérieures sont capables d'absorber et d'assimiler les deux formes azotées mais
cette absorption dépend, entre autre, des concentrations de I'une ou de l'autre forme dans le sol. Ainsi,
comme chez les plantes herbacées (Lee & Drew, 1989), la présence d'ammonium dans le sol inhibe
fortement I'absorption de nitrate chez les arbres des foréts tempérées (Finlay et al., 1989; Rennenberg
et al., 1996; Kreuzwieser et al., 1997; Gessler et al., 1998). Alors que le nitrate représente la forme
prédominante en milieu agricole, c'est 'ammonium qui est majoritaire dans les sols forestiers (Glass &
Siddigi, 1995). Aprés avoir été absorbé, I'azote est principalement assimilé au niveau des racines, chez
les arbres, ou des feuilles, chez les plantes herbacées, puis sera distribué vers les différentes fonctions
de la plante.

Les stratégies d'allocation de I'azote dans les différents constituants de la plante dépendent de son
mode de vie. De maniére générale, alors qu'une espéce annuelle investira une grande proportion de son
azote dans la reproduction et la formation des graines, une espece pérenne adoptera plutét une
stratégie de conservation des ressources. Ainsi, chez la majorité des arbres a feuillage caduc (hétre,
chéne, charme, ...), l'azote investi initialement dans la construction des feuilles (période de
débourrement) sera remobilisé vers les réserves azotées de la plante (période de sénescence foliaire),
sous forme notamment de protéines de stockages localisées dans les compartiments ligneux aérien et
souterrain.

Les métabolismes de I'azote et du carbone sont ainsi étroitement liés. La plante investit une grande
partie de l'azote dans la fonction de photosynthése et notamment dans les thylakoides (chlorophylle,
chaine de transport d'électrons, etc.) et dans la Rubisco. La Rubisco représente prés de 40 % des
protéines solubles totales de la plante (Spreitzer & Salvucci, 2002). Lorsque la quantité d'azote dans la
feuille augmente, le contenu et l'activité Rubisco augmentent ce qui se traduit alors par une
augmentation de I'assimilation de carbone. La relation entre I'assimilation a éclairement saturant (Amax)
et le contenu en azote a été montrée chez de nombreuses espéces. Selon I'espéce et la structure de la
feuille (LMA), la relation est généralement robuste et linéaire mais la pente varie (Field & Mooney,
1986; Evans, 1989).

Bien que l'azote soit majoritairement investit dans la Rubisco (& hauteur de 15-20 %, Evans,
1989), d'autres enzymes n'en restent pas moins impliquées dans les interactions entre le métabolisme
carboné et le métabolisme azoté. C'est le cas de la PEPC, située a un important carrefour entre le
métabolisme carboné et le métabolisme azoté (figure 23). En effet, I'assimilation d'azote nécessite des
squelettes carbonés tels que I'acide oxaloacétique (OAA) et I'a Ketoglutarate. Lorsque la demande est
élevée, la PEPC fournit, via la voie anaplérotique, des composés carbonés supplémentaires (OAA,
malate) au cycle de Krebs afin de compenser les "pertes" vers la synthése d'acides aminés tels que la
glutamine et le glutamate (Huppe & Turpin, 1994). Plusieurs études ont fait état d'une stimulation de
la PEPC (augmentation des transcrits et de l'activité) dans les racines et les feuilles de plusieurs
especes de plantes lorsqu'elles sont soumises a un apport en ammonium (pour revue, Lepiniec et al.,
1994).

L'étude interspécifique (chapitre Il) montre une relation linéaire entre la photosynthése des
tiges et leurs contenus en azote. D'aprés nos connaissances, c'est la premiére fois que cette relation a
été montrée sur des tiges d'arbres. A I'échelle de l'individu, l'azote est alloué principalement aux
feuilles avec une répercussion sur la photosynthése foliaire.

Est-ce qu'un apport supplémentaire d'azote a la plante induit aussi une augmentation d'azote

dans les tiges avec une stimulation de leur photosynthése ? Est-ce que la PEPC des tiges peut
également étre stimulée par cet apport supplémentaire en azote ?
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Afin de réponde a ces questions, nous avons mené une expérimentation en conditions semi-
contrblées sur de jeunes hétres (4 ans). Pour s'abstenir le plus possible de l'influence des réserves
azotées sur le fonctionnement de I'arbre, les hétres ont été plantés en pot en décembre 2005 puis
arrosés sans aucun apport d'engrais durant toute I'année 2006. Ces arbres ont ensuite été soumis, un
mois avant le débourrement, a différents traitements azotés :

e Traitement T1 : NPK 2-3-4 (g par élément),
e Traitement T2 : NPK 5-3-4 (g par élément),
e Traitement T3 : NPK 10-3-4 (g par élément).

Au cours de I'été 2007, les tiges de I'années ont été étudiées. Le métabolisme azoté a en partie été suivi
par la mesure des activités GOGAT et GS. En ce qui concerne le métabolisme carboné, nous avons
mesuré les échanges gazeux (obscurité et éclairement saturant), le contenu en azote total et les
activités PEPC et Rubisco.

PRINCIPAUX RESULTATS

Les traitements T2 et T3 ont eu pour conséquence l'augmentation du contenu en azote d'un
facteur 1.6 et 1.4 (par rapport au traitement T1) dans les feuilles et tiges de I'année. Malgré un apport
azoté plus important, le traitement T3 a eu donc un effet plus faible que le traitement T2 sur la
guantité d'azote total alloué aux organes. Nous supposons que l'apport trop important en
ammonium (issu de l'urée apporté par I'engrais utilisé) a causé une acidification du milieu ce qui a eu
pour effet d'inhiber son absorption. Les activités GS et GOGAT mesurées sur les tiges de I'année
n'ont révélé aucune différence significative entre les traitements (résultats non présents dans l'article).
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L'activité GS mesurée sur les feuilles a été stimulée par les traitements azotés T2 et T3 alors que
I'activitt GOGAT n'a pas changée. Puisque I'assimilation d'azote a lieu préférentiellement dans les
racines chez les arbres (voir plus haut), ce résultat suggere que la voie photosrespiratoire a été
stimulée, la GS utilisant le NH," libéré par l'une des étapes de la photorespiration, au niveau du
complexe glycine décarboxylase.

Comme nous l'avons également montré lors de I'étude interspécifique (chapitre 11), cette étude-ci
révele une relation positive entre la concentration en azote total dans les tiges et I'assimilation
brute des tiges. Contrairement a ce qui est généralement observé chez les feuilles, i.e. relation linéaire
entre assimilation et azote, nous avons montré une relation hyperbolique entre I'assimilation brute et le
contenu en azote, du type :

 9.73x (N —4.67)
" 1.28+ (N —4.67)

ou Py correspond a l'assimilation brute maximale mesurée a eclairement saturant et N, la concentration
en azote total de la tige de l'année. La valeur 9.73 correspond a une assimilation théorique maximale
(en umol CO, kg™ s™) dans le cas ol la concentration en azote est trés importante, et la valeur 4.67 & la
concentration d'azote (en mg N g™) pour P4=0.

Le méme type de relation a été obtenu entre la concentration en azote total dans les tiges et la
respiration & l'obscurité. La refixation de CO, par la tige calculée a partir des mesures d'échanges
gazeux est similaire aux études précédentes mais plus le contenu en azote de la tige augmente, plus
le taux de refixation augmente passant ainsi de 60 % de refixation dans le traitement T1 a plus de
73 % dans le traitement T2. Bien que la concentration en azote soit également reliée a la respiration, il
semblerait donc que plus la quantité d'azote augmente, plus son allocation dans les processus de
refixation de CO, est importante.

Les relations trouvées chez les feuilles permettent de calculer un seuil d'azote 4 0.5 mmol N g™, seuil &
partir duquel la photosynthése est fonctionnelle (Field & Mooney, 1986). Nous montrons dans cette
étude que ce seuil serait de 0.33 mmol N g™ pour les tiges de I'année de hétre. Cela suggére donc que
la photosynthese des tiges est fonctionnelle a des concentrations en azote plus faible que dans la
feuille.

Généralement, plus le contenu en azote de l'organe photosynthétique augmente, plus la quantité
d'azote alloué a la Rubisco augmente et donc plus l'activité Rubisco augmente (Evans, 1989). Cette
observation n'a pas été observée ni sur les feuilles, ni sur les tiges de I'année de hétre au cours de cette
étude. En revanche, l'activité PEPC a augmenté avec la concentration en azote dans I'organe. Nous
suggérons alors que l'apport d'azote a la plante a stimulé la photosynthése des tiges en
augmentant l'incorporation de carbone par la PEPC dans le métabolisme carboné. Les
métabolismes carboné et azoté au niveau de la tige semblent étre en étroite relation.

Des expériences de marquages au **C et éventuellement °N permettraient de connaitre les interactions
entre le métabolisme azoté et carboné dans la tige. Quelle est la part de carbone assimilé par la tige et
réinvestit a une échelle locale ? Est-ce que des squelettes carbonés produits par la photosynthese des
tiges sont utilisés au niveau racinaire pour I'incorporation de lI'azote dans le métabolisme ?
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Effect of soil nitrogen supply on the carbon assimilation by tree
stems

Abstract

The nitrogen (N) is one of the most important resources for the plant. A soil N supply generally
enhances the photosynthesis because most of N is especially allocated in Rubisco and thylakoids. This
is well known in leaves for which photosynthesis (gas exchange, Rubisco activity, chlorophyll
content) is positively correlated to the leaf N concentrations. In order to confirm this observation in
stem, N concentrations, gas exchange and Rubisco and PEPC activities were measured in current-year
stems of young European beeches (Fagus sylvatica L.) which were submitted to different soil N
supply. The CO, refixation rate of stems increased from 58.5% to 74.3% when stem N concentration
increased from 5.7 to 10.1 mg g*. A hyperbolic relationship was obtained between stem gross
photosynthesis and N concentration, declining to zero at 0.3 mmol N g™. Regarding carboxylating
enzymes, stem PEPC activity was higher in stems than in leaves and increased with stem N
concentrations whereas Rubisco activity did not change between treatments in both tissues. In spite of
low nitrogen investment in stem photosynthesis (low PNUE), these results show that (1) stem invest
more N to CO, refixation when more N is available, (2) stem photosynthesis is able to operate at very
low N concentration and (3) stem PEPC is probably involved in stem carbon refixation by supplying
concurrently carbon skeleton to root N assimilation.

Key Words:
Stem photosynthesis, nitrogen, PEPC, Rubisco, Fagus sylvatica.
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Introduction

Along with carbon (C), nitrogen (N) is the most significant resource for plant growth. In
temperate ecosystems, soil nitrogen is a limiting element for plant growth because its concentration is
kept low due to losses by leaching and microbial consumption (Tischner, 2000). The N uptake occurs
predominantly in roots by nitrate (NO3") and/or ammonium (NH,") (Pate, 1973). In forest trees, N
assimilation occurs mainly in roots while it occurs in leaves and roots of herbaceous plants (Martin &
Plassard, 1997). Whereas nitrate typically predominates in agricultural soils with high N turnover,
neutral pH and good aeration, ammonium plays an important role in forest soils (Glass & Siddiqi,
1995). Like in herbaceous plants (Lee & Drew, 1989), nitrate uptake by roots of most tree species is
strongly inhibited when ammonium is available (Rennenberg et al., 1996; Kreuzwieser et al., 1997;
Gessler et al., 1998). However, in some species like ash and oak, ammonium has a positive effect on
nitrate uptake (Stadler et al., 1993). In trees, the ammonium uptake generally shows a seasonal course
with maximum uptake rates in mid-summer (Gessler et al., 1998). The N uptake during bud break in
spring is very low because the N demand could be almost completely satisfied by remobilized N from
storage tissues (Millard & Proe, 1992; Millard, 1994). Indeed, during the leaf-fall period, a large part
of the leaf N is stored in shoots as vegetative storage proteins (VSPs) that constitute the predominant
proteins in dormant organs, especially the woody compartment (Stepien et al., 1994; Rowland &
Arora, 1997). In summer, the bark apparently works as a transit area for nitrogen components and, in
particular, for the free amino acids synthesized in the roots and carried in sap (Gomez & Faurobert,
2002).

The woody compartment is known to be an important source of C loss by respiration (Granier et al.,
2000; Damesin et al., 2002), but the stems are also able to assmilate C (Pearson & Lawrence, 1958;
Wiebe, 1975; Kharouk et al., 1995; Pfanz et al., 2002). This photosynthesis occurs particularly in the
bark chlorenchyma and mainly consists of the refixation of C lost by respiration (Cernusak &
Marshall, 2000; Damesin, 2003). Refixation of CO; in young stems may compensate for 60-90% of
the potential respiratory C loss and may sometimes exceed CO, release (Wittmann et al., 2001,
Damesin, 2003; Berveiller et al., 2007a). The other processes potentially involved in the decrease of
CO, release under illumination, i.e. photorespiration and inhibition of mitochondrial respiration, do
not play a predominant role in stem carbon exchange (Wittmann et al., 2006). Although
proportionately much lesser than leaves, some ecophysiological characteristics of stem photosynthesis
are similar to those of leaves such as the positive response of gas exchange to light and temperature
(Wittmann et al., 2001; Wittmann & Pfanz, 2007), the positive response of electron transport rate to
light (Manetas, 2004), and the presence of Rubisco (Schaedle & Brayman, 1986; Berveiller et al.,
2007b; Berveiller & Damesin, 2008). Over a whole season, current-year stems of European beech
(Fagus sylvatica) are able to assimilate the equivalent of 40% of the C lost by respiration over a whole
season (Damesin, 2003).

A great number of papers concerning the interaction between C- and N-metabolisms in leaves are
available. Both depend on each other and both pathways are regulated by each other. Plant especially
allocates N to the leaves and to the photosynthesis function, i.e. Rubisco, thylakoides. Strong
correlations exist between C assimilation rate or Rubisco activity and leaf N concentration (Evans,
1989). The phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) is an important cross point between the two
metabolisms as it takes place in supplying oxaloacetate to the Krebs cycle, thus ensuring a continuous
replenishment of C,-dicarboxylic acid, which is necessary for nitrogen assimilation and amino acid
biosynthesis (Huppe & Turpin, 1994). We recently showed a very high activity of PEPC in young
stems in comparison with leaves of European beech (Berveiller et al., 2007b; Berveiller & Damesin,
2008) and that stem photosynthesis is positively correlated to the nitrogen concentration in a
interspecific study (Berveiller et al., 2007a). Contrary to leaves, interactions between C- and N-
metabolisms in woody stems are poor documented except concerning the role of woody compartment
as a N storage tissue during the winter period. In this context, we conducted experimentation on young
European beeches planted in pots with three levels of N fertilization. Our goal was to determine if N
has an impact on tree carbon metabolism, especially on CO, exchange. The N has a generally a
positive impact on the stem respiration (Ryan, 1991) but is this the case with stem photosynthesis?
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Materials and Methods
Site description, plant materials and nitrogen supplies

The experiment was conducted on the campus of the University of Paris-Sud (48°42" N, 02°10’ E), 25
km south-west of Paris, France. At this location, near the laboratory, a set of nine four—year—old
European beech trees (Fagus sylvatica L.) were planted outside in 90 litres pots during winter
December 2005. The soil subtracts consisted of a mix of 50% (v/v) peat and 50% (v/v) sand; its
characteristics are detailed in Table 1. It was a sand soil, poor in nitrogen, with a high C/N ratio and
rather neutral-basic. All the trees were watered every two weeks (depending on the rain) during the
whole of 2006 without any supply of soil nitrogen. The detailed characteristics of the soil substrat are
detailed in table 1.
In March 2007, i.e. one month before budburst, all the trees were subjected to fertilizer ("Opta Fond
Plus" (BHS, Vemar, France) NPK 10-15-20 + 25% SO3 + trace elements), at a proportion of 20 g per
pot. At the same time, three trees were subjected to an additional supply of 7.5 g fertilizer per pot
("Optacote 40N" (BHS, Vemar, France) NPK 40-0-0) and three other trees to 20 g per pot of
"Optacote 40N". "Opta Fond Plus" and "Optacote 40N" consist of coated and compacted granules that
slowly release nitrogen into the soil during six month. Thus, three treatments (with three trees per
treatment) were achieved (expressed in grams of each element):

e Treatment T1: NPK 2-3-4,

e Treatment T2: NPK 5-3-4,

e Treatment T3: NPK 10-3-4.

Gas-exchange measurements

In the middle of June 2007, three current-year stems of each trees were collected and gas exchange
was measured with the LI-6400 portable photosynthesis system (LI-COR, Lincoln, NE) and the
conifer chamber (Li-Cor Model 6400-05). Measurements were made at 20°C, with a CO,
concentration of 390 umol mol®, 60 % relative humidity and 1400 or 0 pmol m? s* of
photosynthetically active radiation (PAR) to determine CO, efflux rates in the light (R,) and in the
dark, i.e., dark respiration rate (Ry) (for further details of method employed for gas exchange see
Berveiller et al. (2007a)). With assuming that an inhibition of respiration in light is unlikely to occur
(Wittmann et al., 2006), stem gross photosynthesis (Py) may be calculated as:

P =R, -R| ean. (1)

From gas exchange measurements, the refixation rate was calculated as follows:

R -R
Refixation rate (%) = ?Xloo eqn. (2)

d

After gas exchange measurements, stem areas were measured to express CO, efflux in terms of area
units. Then, stem tissues were dried at 60°C for 48 h for nitrogen concentration measurements.

Nitrogen concentration

At the end of June 2007, three leaves and current-year stems of each tree were sampled and dried at 60
°C for 48 h. Dry mass (DW) of each sample (sampled in middle of June for gas exchange
measurement and at the end of June) was determined. Subsequently, the samples were cut into small
pieces and ground to a powder (MM200, RETSCH, Haan, Germany). The nitrogen concentration of
the powder was determined with an elemental analyzer at the “Service Central d’Analyse du CNRS”
(Vernaison, France).
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Protein extraction

Frozen materials (500 mg) of leaves and whole stem segments were weighed rapidly, powdered with a
pestle in a prechilled mortar under liquid N, and ground in an extraction buffer containing 100 mM
HEPES (pH 8), 10 mM MgCl,, 7% (w/w) polyethylene glycol 20000, 10 mM dithiothreitol, 10% (v/v)
glycerol, three antiproteases (20 UM 4-amidinophenylmethanesulfonyl fluoride (p-APMSF), 1 uM
pepstatin, 1 pM leupeptin) and an antiphosphatase cocktail (Sigma). During grinding,
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) was added. The homogenates were centrifuged for 25 min at 4 °C in
a microcentrifuge (5804 R; EPPENDORF, Germany) at 15,000 g. An aliquot of the supernatant was
used for protein determination. The remainder was passed through a desalting column (Sephadex
G25™ Pharmacia; AMERSHAM, Sweden) for enzyme assays.

Enzyme assays

According to Berveiller et al. (2007b), PEPC activity was measured at pH 7.8 in a buffer containing
100 mM Hepes, 10 mM MgCl,, 5 mM NaHCOs, 0.2 mM NADH, and 3 U mI™ malate dehydrogenase.
This assay was initiated by the addition of 5 mM phosphoenolpyruvate (Uedan & Sugiyama, 1976;
Tietz & Wild, 1991).

Rubisco initial and total activities were measured in a buffer containing 100 mM Hepes (pH 8) , 20
mM MgCl,, 25 mM NaHCO;, 3.5 mM ATP, 0.2 mM NADH, 5 mM creatine phosphate, 5 U mi™
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 5 U ml™ 3-phosphoglycerokinase, 5 U ml™ creatine
phosphokinase. The assays were initiated by the addition of 0.5 mM ribulose-1,5-bisphosphate for the
Rubisco initial activity and after 15 min incubation of the extract at 30 °C for the Rubisco total
activity.

PEPC and Rubisco activities were determined spectrophotometrically following NADH oxidation at
340 nm. Activities were expressed in pumol CO, or HCO3 consumed per min and per mg proteins for
Rubisco and PEPC respectively. Soluble protein concentrations were determined by the Bradford
assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) using bovine serum albumin as a standard (Bradford, 1976).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with Statistica (Statsoft Inc., Tulsa, OK). The statistical
significances in N concentration, gas exchange, enzyme activities between the three nitrogen
treatments were calculated with analyze of variance (ANOVA). Treatment effects were considered
significant if P < 0.05 (Fisher's LSD test). A nonlinear relationship was fitted between gross
photosynthetic rate and nitrogen concentration using the following relationship:

_ax(N—b),
" ¢+(N-b)

where Pg is the gross photosynthetic rate, N is the total nitrogen concentration, and a, b, and c, the
three parameters obtained by ordinary least-squares estimation.

eqgn. (3)
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Results
Effect of N treatment on the N status of above ground parts

In treatment T1, beech trees accumulated nitrogen in above-ground parts with values reaching 10.2 mg
g™ dry weight (DW) in leaves and 5.67 mg g™ in current-year stems (table 2). Additional supplies of
nitrogen in soil (in treatments T2 and T3) resulted in a significant increase of nitrogen concentration in
the leaves and current-year stems, expressed either in mass-based or area-based units (for stems). The
nitrogen concentrations reached 17.2 and 10.1 mg g™ in treatment T2 and 14.1 and 8.00 mg g™ in
treatment T3, for leaves and current-year stems, respectively. No significant differences were observed
between treatments T2 and T3 either for leaves or current-year stems.

Effect of N treatment on the gas exchange of current-year stems

Whatever the treatment, we observed a reduction of stem CO, efflux upon illumination, i.e. 60%, 74%,
and 68% in treatments T1, T2 and T3, respectively (figure 1). In the treatment T1, dark respiration rate
(R¢) and gross photosynthesis rate (Py) were equal to 1.79 and 1.07 pmol m? s™, respectively. The
additional supplies of nitrogen (treatments T2 and T3) resulted in significant increase of the gas
exchange. Ry increased rates by 83% and 66% between treatments T1 and T2 and between T1 and T3,
respectively; Py increased rates by 126% and 90% between treatments T1 and T2 and between T1 and
T3, respectively. No significant difference was found for CO, efflux in the light between treatments
for which the measurements ranged from -0.71 pmol m? s (treatment T1) to -0.95 pmol m? s*
(treatment T3).

Relationships between gross photosynthesis rate, respiration rate and N
concentration in current-year stems

Expressed in area unit and considering all the data from all treatments, the linear relationship observed
between gross photosynthesis rate and dark respiration rate was significant (r* = 0.88; P < 0.0001,
figure 2). From this correlation, the carbon refixation by stem photosynthesis is calculated as 80% of
the total respiration rate. Expressed in mass-based unit, the relation was also significant with r? = 0.84
(P < 0.0001, data not shown). Regarding each treatment, calculation of the refixation rates were:
58.5% + 4.66 for T1, 74.3% + 1.85 for T2 and 68.2 + 2.17 for T3.

The gross photosynthesis rate values fitted well with the nitrogen concentrations values in current-year
stems of European beech (r? = 0.83; P < 0.0001, figure 3). The response of gross photosynthesis to the
increase of nitrogen concentration followed a hyperbolic-type model. From this nonlinear model, the
maximum gross photosynthetic rate for saturating nitrogen concentration was calculated to be 9.73
umol CO, kg s™.

Effect of N concentration on soluble protein content and enzyme activities

The total soluble protein content increased with increasing tissue N concentrations (figure 4). The
amount of proteins ranged from 6.0 mg g™ for treatment T1 to 10 mg g™ for treatment T2 for stems
and from 19 mg g™ in treatment T1 to 34 mg g™* in treatment T2 for leaves.

Whatever the stem N concentration, Rubisco total activity was always higher in leaves than in current-
year stems of beech (by a factor of about 10-12 times, figure 5a). In average, activity in leaves ranged
from 10.2 to 11 pmol CO, min™ mg™ prot and from 0.85 to 0.91 pmol CO, min™ mg™ prot in current-
year stems. No significant effect of stem N concentration was observed on the Rubisco activities, both
in leaves or in current-year stems.

PEPC activity was from 1.9 to 3.4 times higher in current-year stems than in leaves (figure 5b). The
PEPC activity in leaves ranged from 1.4 pmol min™ mg™ prot in treatment T3 to 1.8 umol min™ mg™
prot in treatment T2. In current-year stems, PEPC activity significantly increased with the N
concentration ranging from 3.4 umol min™® mg™ prot at 5.67 mg N g™ to 5.4 umol min™ mg™ prot at
10.1 mgNg™.
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Discussion

The carbon (C) and nitrogen (N) management in perennial species like European beech is

complex because of the use and remobilization of N reserves, especially in bud-burst period, leaf-fall
period, and in case of stress (Millard, 1994). It is generally difficult to obtain a large and significant
effect of a soil N treatment on the metabolism and growth of trees. In our study, all the trees were
planted in a N-poor soil with sand as main subtract with any supply of fertilizer during the whole 2006
year. In this way, we suggest the C- and N- reserves were partly used during this year to compensate
the lack of N in soil, hoping to observe a positive effect of soil N supply on tree metabolism during
2007.
Although N treatments has not affected the leaf or stem structure (no difference in LMA or SMA with
treatments), a positive effect of the soil nitrogen supply on the trees N status with a significant increase
of total N concentrations in both leaves and current-years stems was observed (table 2). The N
concentrations measured in leaves and stems for the treatment T2 were similar to that is commonly
measured on current-year stems of adult trees, at the beginning of summer, i.e. 20 mg g and 10 mg g’
! for leaves and current year stems, respectively (Damesin, 2003; Berveiller et al., 2007a). Whether in
stems or leaves, the N concentrations increased similarly between treatments T1 and T2 (increase by
1.7 time) or between T1 and T3 (increase by 1.4 time). The amount of N provided by the treatment T3
seemed to be excessive because the N accumulation in leaves and stems was lower in comparison to
the treatment T2. The N source of the fertilizer we used is mainly composed of urea that releases
ammonium through urease enzyme activity. The soil pH decreases when it is solely watered with
ammonium solution (Volk et al., 1992). As a consequence, a high supply in fertilizer (treatment T3)
had probably force the pH down which had limited the N uptake by plant roots and N accumulation in
leaves and current-year stems.

The reduction of stem CO, efflux from dark to light is now well known and is due to C

assimlation by the stem photosynthesis. Stem photosynthesis allows young stems of Fagus sylvatica to
compensate for 70-90% of their CO, loss by respiration, which corresponds to the refixation rate
(Wittmann et al., 2001; Damesin, 2003; Berveiller et al., 2007a). Regarding data from all N treatments
of this study, similar results were found with a linear relationship between gross photosynthesis rate
and dark respiration rate, suggesting that, as in leaves, products of stem photosynthesis are partially
and directly used as substrates for respiration to sustain protein turn-over (McCree, 1969). We found a
hyperbolic relationship between dark respiration rates and stem N concentration (data not shown). It
can be explain by the fact that, because about 60% of maintenance respiration (Rn) supports protein
repair and replacement (De Vries, 1975), stem maintenance respiration rate and tissue N concentration
are correlated (e.g. Ryan (1991)).
Interestingly, the refixation rates increased with increasing stem N concentration. It is explained by the
increase of CO, efflux measured in the dark (Ry) when stem N concentration increased, while CO,
efflux in the light (R)) remained nearly unchanged. It has been reported that allocation of nitrogen to
photosynthetic apparatus increases in herbaceous species with increasing nitrogen availability (Evans,
1989; Makino et al., 1994) but not in trees (Bauer et al., 2001; Ripullone et al., 2003). The
photosynthetic nitrogen use efficiency of current-year stems of beech (PNUE, calculated as C
assimilation rate to N concentration ratio) increased from 9.4 umol CO, (mol N)* s™* to 11.3 and 12.2
umol CO, (mol N)* s?, in T1, T2, and T3 treatments respectively, but no significant differences were
found for PNUE between the N treatments. These values are close to precedent values measured on
current-years stems of adult trees (Berveiller et al., 2007a) but much more lower than values
classically measured on leaves (Poorter & Evans, 1998). As well as needles of conifers, the low N
investment in stem photosynthesis could be the consequence of the long lifespan of these tissues that
rather invest more N in compounds required for longevity (lifespan) and defense (Field & Mooney,
1986; Hikosaka et al., 1998).

Relationships between light-saturated photosynthetic rate and N concentration have been
widely documented for leaves (Field & Mooney, 1986; Evans, 1989). This relationship exists for
stems of various tree species (Berveiller et al., 2007a) and is valid for a given species. These
relationships are generally linear, but in this study, the mass-based and area-based relationships were
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found hyperbolic, that is not surprising because dark respiration is correlated to gross photosynthetic
rate (see above). From data of various plant species, Field & Mooney (1986) show that about 0.5
mmol N g* is the minimum required for a positive net assimilation. In this study, the mass-based
hyperbolic curve declined to zero at 4.4 mg N g, i.e. 0.3 mmol N g™. As a result and compared to
leaves, it seems that stem photosynthesis is able to operate at very low N concentrations.

The photosynthetic capacity is generally related to N concentration primarily because the

protein of the Calvin cycle and thylakoids represents the majority of leaf nitrogen (Evans, 1989).
Rubisco is the major carboxylating enzyme in leaves and its activity is highly correlated to the leaf N
concentration (Sage et al., 1987). Whereas the soluble protein content in leaves and stems of beeches
increased by twice in response to the rise in tissue N concentrations (figure 4), the N treatment had no
significant effect on Rubisco, either in stems or leaves (figure 5a). A possible explanation of the
absence of effect on stem and leaf Rubisco activity is that the beech trees has been so stressed by the
absence of N during one year that N has been then more invested in maintenance of living tissues than
in photosynthesis function. The activation level of Rubisco being very similar in stems and leaves
(69% and 71% respectively), it could be calculated that the Rubisco activities mirrored the
concentrations of Rubisco in both tissues. As a result, Rubisco concentrations were twenty times lower
in stems than in leaves.
As it was shown in previous studies (Berveiller et al., 2007a; Berveiller et al., 2007b; Berveiller &
Damesin, 2008), stem PEPC activity was higher in stems than in leaves of beech suggesting that the
enzyme is involved in stem photosynthesis (figure 5b). While no significant differences were observed
in PEPC activity between treatments for leaves, activity increased by 1.6 times in stems with tissue N
concentration increasing from 5.7 to 10.1 mg g*. This observation goes in the same way that the
positive relationship observed between stem gross photosynthesis and N concentration (figure 3).
PEPC is known to be stimulated by nitrogen supply because it takes place in supplying carbon
skeleton to the Krebs cycle (anaplerotic carbon fixation), thus ensuring a continuous replenishment of
C,-dicarboxylic acid, which is necessary for nitrogen assimilation and amino acid biosynthesis (Huppe
& Turpin, 1994). In forest trees, N assimilation occurs solely in roots, with most of them being
associated with mycorrhizal fungi (Martin & Plassard, 1997). Thus, along with carbon refixation, the
stem PEPC would be able to supply the roots in carbon skeleton for N assimilation.

Conclusion

As it is commonly observed in leaves, an increase in soil nitrogen supply had a positive impact on
stem gas exchange and stem carbon refixation. Although similar relationships were found between
dark respiration rate and stem N concentration and between gross photosynthetic rate and N
concentration, stem seems to invest more N in the process of CO, refixation when more N is available.
PEPC activity increased in current-year stems with N concentrations suggesting that it is involved both
in carbon refixation and indirectly in N assimilation. PEPC is probably involved in carbon refixation
in stems and concurrently supply root N assimilation in carbon skeleton. Further investigations using
13C as a tracer could be helpful to examine how much C is invested in the different functions of the
stem, particularly N assimilation.
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Chapitre V — Impact d'un apport azoté sur l'assimilation de carbone par la tige

Tables

Soil subtract characteristics

Mean values

-1

Clay (< 2um) g kg

Silt ( 2/50 pm) g kg™

Texture

Sand (50/2000 um) g kg™

Organic carbon (C) gkg*

-1

Total nitrogen (N) g kg
C/N ratio

Organic matter g kg™
pH in water

pH in KCL solution

37.2 £3.0

15.6 £2.04

947 £4.5

40.1 £3.44

0.72 £0.05

518 £1.14

64.1 +3.80

8.37 £0.04

7.95 £0.04

Table 1: Characteristics of the soil subtract used for the planting of young beeches, before any N
addition. Measurements were achieved from soil aliquots of five pots for the texture and from soil
aliquots of nine pots for each other characteristics.

Leaves Current-year stems
N treatment
N concentration LMA N concentration
T1 10.2 £+ 0.13a 67.4 £ 0.76a 5.67 £0.20a 276.7 £ 7.90a
T2 17.2 +0.79b 72.1 +3.74a 10.1 + 1.05b 307.9 £ 34.5a
T3 14.1 +1.27c 70.9 + 3.07a 8.00 £ 0.81ab 294.7 + 8.53a

Table 2: Mass-based N concentrations (mg g™*) and leaf or stem mass per area (LMA and SMA, g m?)
of leaves and current-year stems of Fagus sylvatica L. according to the three N treatments (T1, T2,
and T3). Data are means + SE with n=3. For each organ (leaves or stems), letters (a, b, and ¢) indicate
significant differences between N treatments.
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Chapitre V — Impact d'un apport azoté sur l'assimilation de carbone par la tige

Figures legends

Figure 1: Gas exchange of current-year stems of Fagus sylvatica L. measured as CO, efflux in the
dark (dark respiration rate, Ry), CO, efflux under saturated light (R)) and calculated rates of gross
photosynthetic (Pgy), for each of the three N treatments (T1, T2, and T3). Data are means + SE, with n
= 3. Letters (a, b, and c) indicate significant differences between N treatments, for each parameters
(Rd, R, and Pg)

Figure 2: Relationship between area-based gross photosynthesis (Py) and area-based dark respiration
rate (Rq) of current-year stems of Fagus sylvatica L. trees subjected to the different nitrogen
treatments. Each value corresponds to one of the three current-year stems sampled on each of the nine
trees (three per N treatment).

Figure 3: Relationship between mass-based gross photosynthesis (Py) and mass-based nitrogen
concentration of current-year stems of Fagus sylvatica L. trees subjected to the different nitrogen
treatment. Each value corresponds to one of the three current-year stems sampled on each of nine trees
(three per treatment).

Figure 4: Relationship between total soluble protein content and nitrogen concentration of leaves
(black-filled circles) and current-year stems (open circles) of Fagus sylvatica L. Each point
corresponds to the mean values of each N treatment and mean value of protein content (n=3 for each
ones). The standard errors of the ordinate and abscissa values are shown as vertical and horizontal
bars, respectively.

Figure 5: Relationships between Rubisco and PEPC total activities and mass-based nitrogen
concentration of leaves (black-filled circles) and current-year stems (open circles) of Fagus sylvatica
L. Each point corresponds to the mean values of each N treatment and mean value of enzyme activity
(n=3 for each ones). The standard errors of the ordinate and abscissa values are shown as vertical and
horizontal bars, respectively.
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Chapitre VI — Discussion générale, conclusions et perspectives

Le principal objectif de cette thése était de caractériser la photosynthése des tiges sous des
aspects écophysiologiques et biochimiques, points de vue qui avaient été jusqu'a présent peu
considérés. Dans ce dernier chapitre, nous allons résumer I'ensemble des travaux menés au cours de
cette these en comparant notamment les données recueillies sur les tiges de hétre, notre espéce modéle,
avec celles des feuilles. L'ouverture et le prolongement du travail sont discutés autour de plusieurs
perspectives pour lesquelles seront précisées des pistes de réflexion et d'expérimentation.

COMPARAISON DE LA PHOTOSYNTHESE DES TIGES ET DES FEUILLES

L'assimilation de CO, par la photosynthése foliaire représente la principale source de carbone de

I'arbre. La feuille est un organe a durée de vie limitée et possédant des caractéristiques structurales
spécifiques qui lui permettent notamment d'optimiser la capture de la lumiére et I'absorption du CO..
La tige est, quant a elle, un organe pérenne qui compose le compartiment ligneux aérien de I'arbre. Ses
fonctions principales sont (1) d'assurer le soutien aérien de l'individu, (2) de véhiculer les éléments
minéraux provenant des racines et les sucres provenant des feuilles, (3) et de constituer un organe de
réserve.
La photosynthése des tiges de plantes herbacées (e.g. tabac, (Hibberd & Quick, 2002) et désertiques
ou semi désertiques (e.g. genet, (Nilsen & Semones, 1997) présente des caractéres similaires aux
feuilles avec la présence de stomates, une réponse quasi-identique aux facteurs environnementaux et
pas ou peu d'‘écorce morte (Aschan & Pfanz, 2003). Bien que les cellules du xyleme (rayons)
possédent de la chlorophylle, la photosynthése des tiges des arbres est souvent appelée "photosynthése
corticulaire™ car la majorité du tissu chlorophyllien est situé en périphérie, dans le parenchyme cortical
(Pfanz & Aschan, 2001). Sur le hétre, en comparant les traits structuraux des tiges a ceux des feuilles,
on constate que la tige des arbres ligneux est peu optimisée pour la fonction de photosynthése
(tableau 5 et voir chapitre 11). En effet, sa forte masse surfacique, son fort rapport surface sur volume
et I'augmentation de I'épaisseur de I'écorce au cours de la croissance de la tige freine la diffusion des
gaz et la transmission de lumiére jusqu'aux tissus photosynthétiques.

Feuille Tige de l'année
Caractéristiques
saison juin - juillet saison juin - juillet
x | Masse surfacique (g m?) 50 — 110 110 110 - 610 350
©
S | Rapport poids sec / poids frais 0.3-0.6 0.5 0.2-0.6 0.5
(&S]
2 | Contenu en azote (mg g'l) 6.9 -43 22 6.5-37 10
(%]
% Contenu en chlorophylle (umol g'l) 0.1-5.0 3.8 04-21 0.9
= Rapport Chla/ Chl b 27-38 3.8 19-25 2.0
” Surface (umol m? s™) 1.0-3.0 1.0 0.7-5.0 2.0
g Respiration N 3
S Masse (umol kg™ MS s7) 20-30 10 20-45 7.0
£ 5
O o 2 o1
:g N | Photosynthése Surface (umol m™ s™) 3.0-12 12 0.3-4.0 1.0
(@2}
2 brute Masse (umol kg™ MS s™%) 30— 130 130 1.0-32 2.9
= Fv/ Fm 0.7-0.8 0.8 0.6-0.8 0.78
[%)]
2 | Activité tot. Rubisco (nmol CO, s™ mg™ prot) 40-13 13 07-19 1.0
0ngo
s E
-5
2 | Activité PEPC (nmol HCOy st mg™ prot) 03-19 0.4 11-23 1.3

Tableau 5 : gammes de variations sur la saison de végétation (saison) et valeurs d'été (juin - juillet) de plusieurs traits
écophysiologiques mesurés sur les feuilles et tiges de I'année de hétre au cours de cette étude.
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La tige posséde de la chlorophylle mais également toute la machinerie photosynthétique nécessaire a
la photosynthése (voir chapitre I). La feuille présente généralement une assimilation nette positive
alors que, dans la plupart des cas, la tige ne fait que "refixer" une partie du carbone perdu par
respiration (Cernusak & Marshall, 2000; Pfanz et al., 2002). Chez le hétre, c'est en début de croissance
que la tige présente une photosynthese relativement importante avec une quantité maximale de
chlorophylle (la feuille n'étant pas encore totalement développée) et une compensation totale, en
instantanée, des pertes respiratoires (taux de refixation égal a 100%, voir chapitre I11). En effet, a ce
stade de croissance, I'écorce n'est pas ou peu développée et les tissus chlorophylliens sont distribués
sur toute la section de la tige. Méme si elle est quelque peu altérée, la lumiere pénéetre plus
profondément et peu donc atteindre tous les tissus potentiellement photosynthétiques.
La tige est un organe pérenne alors que la feuille a une durée de vie classiqguement comprise entre un
an (pour la majorité des arbres caducifoliés) et quatre—cing ans (pour les espéces sempervirentes a nos
latitudes). Les feuilles atteignent leur optimum de photosynthése lorsque leur masse surfacique est
maximale, i.e. aprés le débourrement, puis l'assimilation de carbone décroit lentement jusqu'a la
sénescence puis la chute des feuilles qui, chez le hétre, a lieu au mois de novembre. Les tiges de I'arbre
se retrouvent alors dépourvues de leur feuille et I'environnement lumineux change. Pendant la phase
hivernale, Damesin (2003) a calculé un taux de refixation supérieur & 100 % ce qui signifie que la tige
a réalisé une assimilation nette de CO, ; nous avons confirmé cette observation sur d'autres espéces
comme l'aulne, le bouleau et le fréne (voir chapitre Il). Ce gain supplémentaire de carbone en hiver
peut étre bénéfique pour I'arbre, notamment pour l'entretien des tissus et des réserves protéiques
accumulées pendant la phase de sénescence foliaire (remobilisation de l'azote des feuilles vers les
tiges). Pour les arbres vivants en conditions désertiques (e.g. genres Acacia et Cercidium) et possédant
de petites feuilles, la contribution de la photosynthése des tiges pour la croissance et la survie de la

plante est supposée étre importante (Adams et al., 1967; Schaedle, 1975).

La photosyntheése des plantes en C; est caractérisée par l'utilisation de la ribulose-1,5-
bisphophate carboxylase/oxygenase 5 (Rubisco) comme premiere enzyme fixatrice de CO,. Cette
enzyme est trés abondante dans les feuilles. Puisque la tige est capable de photosynthétiser, il n'est
donc pas surprenant que la Rubisco ait été détectée dans cet organe. Les résultats de cette these
montrent qu'elle est présente dans la tige tout au long de la saison de végétation chez le hétre mais
également dans les tiges des autres espéces d'arbres étudiées (voir chapitre I11). Alors que l'activité
est similaire entre tige et feuille en début de saison, celle-ci reste quatre fois plus faible dans les tiges

que dans les feuilles le reste de la saison.
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Figure 24 : schéma synthétique d'une cellule de tige indiquant les différentes voies possibles d'intégration du CO, dans le
métabolisme carboné (en bleu) et impliquant les enzymes PEPC, Rubisco et NADP-ME. Notre hypothese est que la PEPC
fixe prioritairement le CO,. Ce dernier est ensuite libéré par la NADP-ME dans I'environnement proche de la Rubisco. Les

fleches bordeaux indiquent la voie anaplérotique.
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En revanche, l'activité PEPC est plus forte dans la tige. Chez les plantes en C; comme c'est le cas du
hétre, cette enzyme intervient classiquement au niveau de la voie anaplérotique. Le fort rapport des
activités PEPC / Rubisco, la forte activitt NADP-ME et la configuration particuliére des cellules
photosynthétiques dans la tige laissaient a penser qu'un métabolisme de type C, pouvait avoir lieu. Les
résultats publiés sur le tabac (Hibberd & Quick, 2002) ont également appuyé I'hypothese qu'un
métabolisme de type C, puisse avoir lieu dans une plante Cs. Ces auteurs montrent que la tige de tabac
assimile du CO,, celui-ci ayant été préalablement fixé au niveau des racines, transporté par la séve
xylémienne et libéré au niveau de la tige.

Dans la configuration de la tige de hétre, les cellules chlorophylliennes étant généralement localisées
en périphérie de la tige (chlorenchyme), notre hypotheése de départ était que la Rubisco soit localisée
dans le chlorenchyme, et la PEPC proche du xyléme ou la concentration en CO, est la plus forte. Le
CO, serait tout d'abord fixé par la PEPC en profondeur et puis alimenterait, via un transporteur (malate
par exemple), la Rubisco située en périphérie, proche de la source lumineuse (figure 24). Nos résultats
indiguent que la PEPC posséde toutes les caractéristiques d'une PEPC de plantes en Cs et que PEPC et
Rubisco ne présentent pas de distribution différentielle particuliére dans la jeune tige de hétre (voir
chapitre 1V).

Cependant, nous nous sommes penchés sur une période particuliere de croissance de la tige, i.e.
quelques jours aprés le débourrement. Avec I'age, la photosynthése des tiges devient de plus en plus
négligeable face a l'efflux respiratoire (Aschan et al., 2001). Comme la structure de la tige évolue au
cours du temps et que les tissus photosynthétiques se retrouvent de plus en plus en périphérie, il est
possible que le métabolisme soit modifié, et ce d'autant plus que les conditions environnantes changent
(moins de lumiere, plus de CO,, influence de plus en plus importante du flux de seve sur les flux de
COy).

De plus, il faut savoir que la PEPC est une enzyme susceptible de fonctionner a I'obscurité. La
régulation de I'activité PEPC est liée a une kinase (PEPC kinase) qui s'active a la lumiére. L'activation
de la PEPC par la PEPC kinase est plus importante chez les plantes C4 que chez les plantes C; pour
lesquelles les différences d'activité entre lumiére et obscurité sont faibles. 1l serait toutefois intéressant
de mesurer l'activité PEPC sur des tiges prélevées a I'obscurité afin de connaitre la capacité de la tige a
refixer du CO, a l'obscurité.

ASPECTS ECOLOGIQUES ET EVOLUTIFS DE LA PHOTOSYTNHESE DES TIGES

Au vu des résultats présentés dans les chapitres Il et V, la tige possede des caractéristiques
similaires aux feuilles, non pas en terme de valeurs absolues mais en terme de réponse de la
photosynthese aux contraintes environnementales (température, éclairement, contenu en azote,
contenu en chlorophylle). L'existence de ces relations suppose que l'assimilation de carbone par la tige
n'est pas "simplement™ une fonction qui se maintiendrait a un niveau de base et nous suggérons que la
coordination entre les traits mesurés chez la tige est le résultat d'une sélection ancestrale ayant eu lieu
lorsque les tiges étaient le principal organe de la plante a assimiler le carbone. Les données
paléontologiques suggérent effectivement que la fonction de photosynthése est apparue initialement
sur les organes faisant office de support de la plante (les tiges) longtemps avant l'apparition sur des
organes spécialisés (les feuilles). Par exemple, la lignée entierement fossile des Rhyniophites
comprend une plante la plus ancienne connue a ce jour, la Cooksonia qui mesure environ 6,5 cm de
hauteur (-420 MA, fin du Silurien) ; cette plante est composée uniquement d'axes ramifiés, possédant
des stomates et assurant la photosynthése (Raven et al., 2000).

A priori, il n'existe pas d'étude ayant fait I'objet d'un travail sur la conservation de la fonction
d'assimilation de carbone sur des organes autres que les feuilles, i.e. tiges, fruits, fleurs, chez les
plantes ligneuses. D'aprés Erika J. Edwards (Yale University, comm. pers.), il y a eu certainement un
nombre important de "gains" et de "pertes" dans I'expression de la photosynthése des tiges au sein de
la plante toute entiere, et ceci est probablement lié a des situations complexes dans lesquelles
différents génes se sont ou non exprimés. Une approche phylogénétique utilisant des approches
comparatives permettrait peut-étre de comprendre pourquoi la photosynthése des tiges a été maintenue
au cours de I'évolution et comment les traits fonctionnels liés a la photosynthése des tiges ont évolués.
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D'un point de vue écologique, on peut rencontrer différents
cas de plantes ou la fonction de photosynthése des tiges est plus ou
moins importante. Certaines plantes, survivantes de groupes
fossiles (e.g. Ephedraceae, Psilotaceae), emploient quasi
exclusivement la photosynthése des tiges comme entrée de carbone
dans la plante (Nilsen, 1995). D'autres plantes ne possedent pas du
tout de chlorophylle. C'est le cas par exemple d'un mutant naturel
d'une espéce d'orchidée, Cephalanthera damasonium (photo ci-
contre). Contrairement au monotrope® qui posséde de toutes petites
feuilles, ce mutant de C. damasonium produit des feuilles
développées tout en étant dépourvues de chlorophylle. Dans ce cas,
I'acquisition de carbone opére par l'intermédiaire de champignons
mycorhiziens associés entre la plante albinos dite myco-
hétérotrophe® et une autre plante photosynthétique (Julou et al.,
2005).

Le cas précédent montre que des plantes peuvent perdre la capacité a synthétiser de la chlorophylle et
a photosynthétiser. On peut alors se demander pourquoi les tiges des arbres n'ont pas aussi perdu la
capacité de photosynthétiser (sachant que les feuilles assurent I'entrée de carbone). Peut-étre est-il
impossible qu'une partie seulement de la plante perde cette capacité ? En terme d'investissement
énergétique, la fonction de photosynthése des tiges représente probablement un cot non négligeable
pour la plante. Si tel est le cas, on peut penser que le maintien de la photosynthése dans la tige
représente réellement un gain pour la plante. Pour répondre a cette question, il serait intéressant
d’établir le rapport codts / bénéfices de la photosynthése des tiges et de I'examiner en fonction des
conditions environnementales et des contraintes du milieu. Selon I'écosysteme (e.g. forét, prairie,
steppe, désert, ...), le climat (e.g. tempéré, boréal, tropical), le microenvironnement (e.g. lumineux,
ombragé) et le type d'espéce rencontrée (e.g. espece pionniére ou tardive ; espece d’ombre ou de
lumiére), il est possible que la plante ligneuse investisse plus ou moins de ressources dans la
photosynthese des tiges.

SOURCE ET DEVENIR DU CARBONE ASSIMILE PAR LA TIGE LIGNEUSE

Comme spécifié dans le chapitre I (figure 5), les sources de CO, sont connues au hiveau de la
tige. La majeure partie du CO, provient de la respiration des tissus vivants en place. Au cours de la
croissance de la tige (augmentation du diameétre), la proportion en masse des tissus vivants diminue
trés fortement les premiéres années, passant de 100 % a 30 %, puis reste relativement stable ensuite a
environ 20 % (Ceschia, 2001). La proportion du xyleme qui véhicule une grande part du CO, respiré
par les tissus sous jacents devient alors importante et influence I'efflux de CO, mesuré (Teskey et al.,
2008).

Bien que la source de CO, réassimilée par la photosynthése des tiges n’ait pas été clairement
identifiée, le CO, semble étre principalement issu de la respiration des tissus de la tige, notamment les
tissus vivants en périphérie. Une expérience utilisant les isotopes stables comme traceur naturel de
carbone a permis de répondre en partie a cette question et de connaitre de fagon plus fine la source et
le devenir du carbone assimilé par la tige (Cernusak et al., 2001). Ces auteurs ont montré que, chez le
peuplier (et le pin), la signature isotopique (5°C) du CO, respiré par la tige passait de -24.2 %o (-
27.7 %0) a l'obscurité, une valeur classiquement observée sur les tiges d'espéces ligneuses (e.g.
(Damesin & Lelarge, 2003), a -15.8 %o (-10.2 %o) a la lumiére (figure 25).

8 Monotrope : genre de plante de la famille des Ericacées, dépourvues de chlorophylle et vivant en sous bois de
foréts denses.

® Myco-hétérotrophe : se dit d'une plante incapable d'effectuer la photosynthése et recevant sa matiére carbonnée
de ses champignons mycorhiziens.
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Nous confirmons cette observation sur le hétre pour lequel le 8*C du CO, respiré par les tiges de
I'année de hétre passe de -23.5 %o & l'obscurité & -15.8 %o & la lumiére (PPFD = 1000 pmol m? s%).
Comme c'est le cas classiquement chez les feuilles, la photosynthése des tiges discrimine donc contre
le 3C : & la lumiére, la matiére organique s'appauvrie en **C et le CO, "non refixer" (et respiré) est
enrichi en **C.

5 I T T T |

—_— ® Populus tremuloides
:0____8/ 10k ¥ Pinus monticola H i
O
(o))
g A5k | Figure 25 : signature isotopique du CO, dégagé
© par les tiges de peuplier (Populus tremuloides)
-ON et de pin (Pinus monticola) en fonction de la
O oot _ lumiére incidente (PPFD). D'aprés Cernusak et
O al. (2001).
3
©
© -25 -
w0

_30 | 1 | L 1 1
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Les auteurs de cette étude montrent également que le CO, respiré par les tiges a I’obscurité, aprées deux
a trois heures d’illumination, est appauvri en *C suggérant que les photosynthétats produits pendant la
phase lumineuse sont "respirés" dés que la tige est replongée dans I’obscurité. Enfin, en supprimant
artificiellement la photosynthése des tiges (exclusion lumineuse pendant quatre mois) il s'avére que le
CO; respiré s'enrichit (de 2.5 %o), mais également la matiere organique totale de I'écorce (de 0.6 %o) et
du bois (de 0.8 %0). Cela montre que la photosynthése des tiges influence directement la signature
isotopique des tissus qui composent la tige.

Afin de savoir si la tige est capable
d'assimiler directement du CO, atmosphérique,
nous avons réalisé une premiére expérience de
marquage au cours de cette thése en se focalisant
sur les trés jeunes tiges de hétre dont on sait
gu'elles présentent, a ce stade, le plus fort taux de
photosynthése brute (voir chapitre 111). C'est
également a ce stade que I'on a le plus de chance
d'observer une assimilation nette de CO, dans la
tige.

Dans ce contexte, nous avons utilisé un appareil
d'échange gazeux LiCor-6400 relié a une "conifer i v _—
chamber”. Entre six et huit tiges de I'année ont €t Figure 26 : tiges de I'année de hétre positionnées dans la
disposées dans la chambre (figure 26) et nous  “conifer-chamber" du LiCor 6400 en vue du marquage au
avons réalisé un marquage au °CO, (99 %, 400  “CO:.

pmol mol™) sous éclairement saturant (PPFD =

1400 umol m?s™), & 25°C et 50 % d'humidité relative, pendant trois heures.

Aprés le marquage, les portions de tiges de la chambre ont été isolées du reste des tiges puis placées
dans un systéeme fermé d'échange gazeux relié a un IRGA (EGM-4, PP Systems). Nous avons alors
suivi la signature du CO, respiré a I'obscurité dans les heures qui ont suivi le marquage (figure 27).
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Nous remarquons que l'air de la piéce était marqué (symboles bleus). En effet, I'air du LiCor 6400 était
éjecté juste sous la chambre, polluant malheureusement l'air de la piece. Malgré tout, ces premiers
résultats indiquent que la tige est susceptible d'assimiler le CO, ambiant puisque les signatures
isotopiques du CO, respiré par les tiges 30 min. aprés le marquage (212.8 %o le 16-avr-07 et 138.0 %o
le 20-avr-07) dépassent celles du CO, de I'air ambiant (87.3 %o le 16-avr-07 et 99.3 %o le 20-avr-07).
Au cours des quatre heures qui ont suivi le marquage, le 8*3C du CO, respiré par les tiges a diminué
progressivement pour atteindre 32.1 %o quatre heures aprés le marquage (a environ 17:00 le 20-avr-
2007). D'autre part, le 3**C du CO, respiré par les feuilles situées a I'extérieur de la tige en position
apicale (122.8 %o0) dépassait également celle du CO, de l'air ambiant. Il se pourrait donc que du CO,
ayant été assimilé par les tiges dans la chambre ait été respiré par les feuilles situées plus haut, en
position apicale.

Bien que l'on ne puisse totalement conclure, cette expérience suggéere que la tige ne refixe pas
uniquement son propre CO, respiré mais qu'elle est aussi capable d'assimiler du CO, atmosphérique.
De plus, les sucres (ou indirectement le CO,) issus de cette assimilation seraient transportés via le flux
de seve xylémienne pour alimenter les feuilles situées en position apicale. D'autres expérimentations
sont nécessaires pour confirmer ces résultats. En s'assurant de l'absence d'une pollution de I'air au
3C0,, ces marquages pourront étre renouvelés en utilisant un spectromeétre laser (TDLS, Campbell
Sci.) pour suivre, en continu, les concentrations en CO, et en *CO, respiré par les tiges. En suivant
la signature isotopique du CO, respiré par la tige pendant les heures voire les jours qui suivent le
marquage, nous pourrons calculer le temps de résidence du carbone assimilé, savoir quels sont les
pools de carbone influencés par les produits de la photosynthése des tiges : est ce que ce carbone est
stocké, e.g. sous forme d'amidon ? Est-il transporté directement vers les autres organes en croissance ?
Est-il totalement ou en partie respiré par la tige ? Si le carbone est stocké sous forme d'amidon,

l'utilisation de la microscopie SIMS (Secondary lon Mass Spectrometry) pourrait nous permettre de
localiser le carbone marqué.

CONCLUSION

Les échanges gazeux mesurés sur le hétre et plusieurs autres especes d'arbres au cours de cette
étude révélent que la photosynthése des tiges présente des caractéristiques proches de la photosynthése
des feuilles, non pas en terme de valeur absolue mais en terme de réponses positives a I'éclairement et
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aux concentrations en chlorophylle et en azote. La machinerie photosynthétique est intacte et les
cellules chlorophylliennes ne montrent pas de distribution préférentielle dans la jeune tige. Sur une
saison de végétation, la jeune tige de hétre présente le maximum de photosynthese peu apres le
débourrement, lorsque le suber n'est pas encore bien développé. La Rubisco est présente dans la tige
mais son activité est faible en comparaison avec la feuille. En revanche, l'activité PEPC est tres
importante dans la tige ce qui suggere que l'assimilation de carbone peut avoir lieu a I'obscurité. Les
forts rapports des activités PEPC/Rubisco mesurés sur la jeune tige pouvaient suggérer I'existence d'un
métabolisme de type C, dans la tige. En utilisant les techniques spectrophotométriques et
immunocytochimiques (par microscopie électronique), nous avons montré que la PEPC de la tige de
hétre est typique de celle d'une plante & métabolisme C; et que Rubisco et PEPC ne présentent pas de
distribution différentielle dans la tige. L'absence de séparation spatiale des processus photochimiques
impligquant la Rubisco et des processus de capture du CO, impliquant la PEPC confirme qu'un
métabolisme C, n'a pas lieu dans la tige, aussi bien a I'échelle cellulaire qu'a I'échelle de I'organe. Il
n'empéche que la tige investit plus d'énergie que la feuille dans la PEPC dont le rdle principal connu
chez les plantes & métabolisme C; est notamment de fournir des squelettes carbonés supplémentaires
au cycle de Krebs lorsqu'il est en partie dérouté vers la synthese d'acides aminés liée a l'assimilation
d'azote. Nous avons pu montrer que lI'augmentation d'azote dans le sol stimule la photosynthese des
tiges, i.e. augmentation de la refixation de CO,, et stimule I'activité PEPC alors que la Rubisco semble
étre insensible. La PEPC, située a une position charniére dans le métabolisme carboné, semble donc
jouer un réle important dans la photosynthese des tiges.

Les expériences qui ont été menées au cours de cette thése nous ont permis de mieux comprendre le
fonctionnement de la photosynthése des tiges, notamment au niveau biochimique et écophysiologique,
aspects jusqu'a présent peu étudiés. Plusieurs pistes d'études trés intéressantes sont encore a
approfondir. D'un point de vue physiologique, le devenir du CO, assimilé par la tige n'a pour l'instant
pas été déterminé et il serait intéressant de connaitre sa voie d'incorporation dans le métabolisme
carboné de la tige et de I'arbre. Cette perspective pourra étre réalisée prochainement en utilisant les
techniques de marquages au *C déja lancées au cours de cette thése. D'un point de vue écologique,
une approche utilisant des données d'especes d'habitats variés permettrait de d'examiner I'importance
de la photosynthése des tiges en fonction de I'écosysteme étudié et de ses contraintes
environnementales. Enfin, en terme de bilan carboné, il serait intéressant de déterminer a I'échelle de
la plante ou de I'écosystéme, la quantité de carbone assimilée, refixée et remobilisée par la
photosynthese des tiges, ce qui permettrait de savoir si ce flux joue un réle négligeable ou non et ce,
en fonction des différentes périodes de I'année.
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Annexe 1

Annexe 1 : Le cycle de Calvin-Benson-Bassham

RuBP
%+ . (ribulose-1,5-bisphosphate)

Phase 1: 3-PGA
Fixation du (acide 3-phosphoglycérique)
carbone

Ru5P [
(ribulose 5-phosphate)

Phase 3 : Phase 2 :

Régénération Réduction ~ 1,3-DPGA

du ribulose (acide 1,3-diphosphoglycérique)
* AD

vers la synthése
de saccharose
ou d'amidon (réserves)

,Q
o Hydrogeéne

@® Carbone

@ Oxygene G3P

(glycéraldéhyde 3-phasphate)

. Phosphore
Groupement
phosphate

L’énergie lumineuse est convertie en énergie chimique (ATP et pouvoir réducteur sous la forme de
NADPH) par la chaine chloroplastique de transfert des électrons (chaine de photophosphorylation).
Cette énergie est ensuite utilisée dans le cycle de Calvin-Benson-Bassham dont I’étape catalysée par la
fonction carboxylase de la Rubisco marque la premiéere étape de la fixation du CO,. D'aprés

http://en.wikipedia.org.
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Annexe 2

‘ Saccharose ‘

Glucose Fructose UDP-Glucose
,;.KATP | _ame PPi ~
- ‘jj

~ - wor Glu-1-P

Glu-6-P () H -

(8)
AP — .
ATP Fru-6-P &——= Glu-6-P
: ATP || . PP
(10)
P87, ADP <"'F'|
Fru-1,6-P,
':|3:
DHAP
;JI
Y
()
2-PGA
(19)
Fi  HCOy !
OAA _ FPEP
NADH ﬂf’zi. 0| ADP
A e
NAD NADP*N\AE.;H fc o,
Malate <= Pyruvate
v NAD*
Pyruvate
co,
NADH
AcetylCoA
Citrate
H.0 \
Fumarate Cycle &
FADH, de Isocitrate
Krebs /
FAD _
Succinate

a. Ketoglutarate (2)
co,

\28) NAD*

SuccinylCoA NADH

NAD

Annexe 2 : La glycolyse, le
cycle de Krebs et la voie
anaplérotique

Au niveau du cytosol, la glycolyse est le
processus qui génere du pyruvate a partir
des intermédiaires hexoses et trioses-
phosphate (dérivés du saccharose ou de
I’lamidon). Ce pyruvate est ensuite
transporté dans les mitochondries pour y
étre métabolisé en acétylCoA au niveau de
la matrice mitochondriale par le complexe
PDH (24 pyruvate déshydrogénase).
L’acétyl-coA intégre dés lors le cycle de
Krebs. Ce processus produit également de
I’énergie sous forme d’ATP et de pouvoir
réducteur, NADH.

Dans le cycle de Krebs, I’acétyl-coA est
oxydé completement en CO, produisant
I’équivalent de 16 NADH, 4 FADH, et 4
ATP par molécule de saccharose. lls seront
utilisés comme substrat par la chaine
respiratoire.

La voie anaplérotique est caractérisée par
la PEPC (21 phosphoenolpyruvate
carboxylase). Cette voie a pour but de
réapprovisionner le cycle de Krebs en
intermédiaires carbonés comme l'acide
oxaloacétique (OAA) et le malate. La voie
anaplérotique est généralement stimulée
lorsque la synthése d'acides aminés,
étroitement liée au cycle de Krebs, récupére

des squelettes carbonés de ce dernier.

1 :invertases 25 : citrate synthase

2 :saccharose P-synthase 26 : aconitase

3 :glucokinase 27 : isocitrate déshydrogénase

4 fructokinase 28 : o ketoglutarate déshydrogénase
5 : UDPG phosphorylase 29 : succinylCoA synthétase

6 :glucomutase 30 : succinate déshydrogénase

7 :nucléoside di-P kinase 31 : fumarase

8 : P-glucose isomérase

9 :P-fructokinase 1

10 : pyrophosphate P-fructokinase
11 : P-fructokinase 2

12 : Fru-2,6-bisphosphatase

13 : aldolase

14 : triose-P isomérase

15 : NAD G3P déshydrogénase
16 : 3-PGA kinase

17 : NADP G3P déshydrogénase
18 : P-glycéromutase

19 : enolase

20 : pyruvate kinase

21 : PEP carboxylase

22 : malate déshydrogénase

23 : enzyme malique

24 : pyruvate déshydrogénase
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Annexe 3

Annexe 3 : Schema simplifié du métabolisme C, indiquant la
séparation spatiale des processus enzymatiques impliqués

Cellule de la
gaine périvasculaire

Cellule du mésophylle

(phosphoenolpyruvate)

Pi

P C (acide oxaloaceuque)*

CO.*.

PEP

\.

.\‘
Pyrophosphate

N

Rubisco

3-PGA
CyC'B de Calvin (acide 3-phosphoglycérique)

RuBP

(ribulose-1,5-bisphosphate)

J

Le CO, est fixé au niveau des cellules du mésophylle par la PEPC. Le malate issu de la dégradation de
I'OAA par la malate déshydrogénase (MDH) est transporté ensuite dans les cellules de la gaine
périvasculaire. La, une enzyme décarboxylase, la NADP-ME (enzyme malique a NADP) se charge de
libérer le CO, qui sera intégrer dans le cycle de Calvin par la Rubisco. Le PEP est régénéré par la
PPDK (Pyruvate-Pi-Dikinase) afin de "boucler” le cycle.

La séparation spatiale des processus de carboxylation est indispensable au bon fonctionnement de ce
type particulier de métabolisme carboné. En effet, le CO, libéré par la NADP-ME se concentre dans
les cellules de la gaine périvasculaire avantageant ainsi la fonction carboxylase (devant de la fonction
oxygenase) de la Rubisco.
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Jour 1

Jour 2

Jour 5

Jour 8

Annexe 4

Annexe 4 : Préparation d’échantillons de tiges de Fagus
sylvatica L. en vue de la réalisation de coupes ultrafines
observées sous MET

Etude morphologique

Jour 3

Jour 4

Fixation : Les échantillons ont été placés dans des tubes Eppendorf 2ml en
Tampon cacodylate 0.1 M ; pH=7.4 avec présence de 1ml de fixateur. Certains d’entre eux ont di étre
3% glutaraldehyde aidés (aiguille montée) afin qu’ils coulent au fond de
1% paraformaldéhyde I’Eppendorf. Dés que tous les tubes étaient préts (une heure dans
1% acide Tannique fixateur), ils furent placés a 3 reprises sous vide (pompe a eau).
2% saccharose Enfin, ils ont été placés sous agitation roller pendant le reste de
2 mM CaCl, la journée et la nuit a 4°C.

0.1% Brij 35
Post-Fixation
Ringage dans le tampon cacodylate 0.1 M 4 fois 15 min a 4°C roller
Post-fixation avec OsO, a 2% dans le tampon cacodylate 0.1 M 1H30 a 4°C roller
Ringage dans le tampon cacodylate 0.1M 15 minutes (changer de tube) roller
Rincage a I’eau MQ 2 fois 15 minutes roller
Déshydratation - Substitution
Déshydratation a 4°C en agitation « roller » dans différents bains d’éthanol :
10% 15 min = 20% 15 min >30% 20 min = 40% 20 min - 50% 30 min = 60% 30 min - 70% la nuit
Les échantillons trop gros ont été recoupés sous alcool et sous la loupe binoculaire dans le sens de la longueur
entre les bains & 50 et 60% EtOH
Certains échantillons (tres petits) ont été mis en gélose avant le bain a 80% pour éviter de perdre le matériel au
cours des changements de bains.
- 80% 30 min = 90% 30 min = 95% 30 min - 100% 3fois 30 min.
Imprégnation
Préparation de la résine d’imprégnation : résine Spurr composée de VCD 10g
DER 736 69
NSA 269
Imprégnation a 4°C en agitation « roller » suivant différents bains :
Ethanol 100% - Résine Spurr
4/5 - 1/5 I’apres midi
> 3/5 - 2/5 la nuit

2/5 - 3/5 la journée

1/5 - 4/5 la nuit

>_ 0 - 100% la journée (ss bouchon) a T°am

>_ 0 - 100% 2 jours
Inclusion
Préparation de la résine d’inclusion : résine Spurr composée de VCD 109

DER 736 69
NSA 269
DMAE 049
Laisser 6 heures dans la résine Spurr + DMAE (cf. ci-dessus)
Inclusion dans des moules plats épais numérotés
iolymérisation a 70°C pendant 10 heures
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Jour 1

Jour 2

Jour5 Jour4 Jour 3

Jour 8

Annexe 4

Etude immunologique

™ Placer chaque échantillon dans les tubes Eppendorf de 2 mL
Ajouter 1.5 ml de fixateur
Aidez les échantillons a couler a I’aide d’une aiguille montée

(" Fixation :
Tampon cacodylate 0.1 M ; pH=7.3 avec
0.5% Glutaraldéhyde
4% Paraformaldéhyde
2 mM CaCl,

2% Saccharose
0.1% Brij 35

> Dés que tout est pres (~1h dans fixateur), placer 3 x 10 min sous
vide (pompe a eau). Placer sous agitation roller le reste de la
journée et pendant une nuit a 4°C.

.
Rincage
Rincages dans le tampon cacodylate 0.1 M -> 4 fois 15 min a 4°C roller
Ringages dans Glycine 0.1 M - 4 fois 15 min a 4°C roller
Ringage dans le tampon cacodylate 0.1M - 4 fois 15 min a 4°C roller

Déshydratation - Substitution

Déshydratation a 4°C en agitation « roller » dans différents bains d’éthanol :

10% 15 min = 20% 15 min =30% 20 min -50% 30 min - 70% 1 h > 90% 1 h

Les échantillons trop gros ont été recoupés sous alcool et sous la loupe binoculaire dans le sens de la longueur
entre les bains a 50 et 60% EtOH

Imprégnations Ethanol 100% - Résine LR-White
213 - 1/3 la nuit
S
1/2 - 1/2 le matin
1/3 - 2/3 I’aprés-midi
1/3 - 2/3 la nuit
>_ _______________________________________________________________________________________
0 - 100% la journée
0 - 100% la nuit
>_ ________________________________________________________________________________________
0 - 100% la journée
0 - 100% le week-end
>_ _______________________________________________________________________________________
Inclusion

Préparation de la résine d’inclusion :
Pour 10 ml de résine LR-White, ajouter 1 goutte d’accélérateur.

N~——
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Annexe 4

Produits chimiques utilisés :

Morphologie

Glutaraldéhyde : solution mere (50%) conservée a 4°C

3% (viv) enfinal > 3ml /100 ml > 1.2ml /40 ml > 1.2 ml /20 ml
Paraformaldéhyde : solution mere (20%) conservée a 4°C

1% (v/v) en final > 1 ml /100 ml = 0.4 ml/ 40ml > 1 ml /20 ml
Acide tannique: poudre

1% (w/v) en final > 1 g /100 ml > 0.2g/20 ml

Saccharose: poudre

2% (w/v) en final > 2g/100ml > 0.4 g /20 mi

Chlorure de calcium: poudre

2mM en final > 2 mmol / 1 1 - 0.08 mmol / 40 ml

PM =110g/mol = 8.8 mg/0.08 mmol 2> 4.4 mg /20 ml

Brij 35: poudre

0.1% (w/v) > 0.1 g /100 ml > 20 mg /20 mi

Immunologie

Glutaraldéhyde : solution mere (50%) conservée a 4°C

0.5% (v/v) en final > 0.5 ml /100 ml = 1 ml/ 100 ml > 0.2 ml/20 mi
Paraformaldéhyde : solution mere (20%) conservée a 4°C

4% (v/v) en final > 4 ml /100 ml - 20 ml /200 ml > 4 ml /20 ml
Saccharose : poudre

2% (w/v) en final > 2 g /100 ml = 400 mg /20 ml

Chlorure de calcium : poudre

2 mM en final > 2 mmol /1 1 - 0.04 mmol / 20 ml

PM =110g/mol - 4.4 mg/0.04 mmol = 4.4 mg /20 ml

Brij 35 : poudre

0.1% (w/v) > 0.1 g /100 ml = 20 mg /20 mi

Glycine : poudre

0.1 Menfinal > 0.1 mol /11 - 2mmol /20 ml

PM =75.07 g/ mol - 150 mg / 20 ml

112






Annexe 5

Annexe 5 : Protocole de Western Blot pour la détection de la
PEPC des tiges de Fagus sylvatica L.

Electrophorése sur gel d'acrylamide

Le gel d'électrophorése constitué de :

Separating Gel, 10 ml Stacking Gel, 5 ml
(8% d'Acrylamide) (4% d'Acrylamide)
Acrylamide a 40 % 2.00 ml 0.5ml
Tampon Tris 1.5 M, pH 8.8 2.50 ml
Tampon Tris 0.5 M, pH 6.8 1.25ml
H,0 5.34 ml 3.14 ml
SDS a 10 % 0.1ml 50 ul
TEMED 10 pl 10 pl
APS 50 pl 50 pl

Le tampon d'électrophorése est constitué de Tampon Tris-glycine 1x (dilution depuis la solution 10x)
+ 0.1 % SDS avec Tricglycine 10x (30.3 g/l de Tris base + 144 g/l de glycine)

Lancement de I'électrophorese a 100V, température ambiante, pendant 2 heures

Western
Tampon de transfert constitué de : Trisglycine 10x (100 ml), Ethanol absolu (200 ml), SDS 20% (5
ml) et H,0 (695 ml)

Transfert a 350 mA constant et a une température de +4°C pendant 1h30-2h00 ou a 30 V pend toute
une nuit et & une température de +4°C.

Révélation

La révélation nécessite la réalisation de tampon de lavage et de blocage :

Solution de lavage : Solution de blocage :

PBS10x 100 ml Caséine 1 g (dans 250 ml d'H20)
H20 900 ml PBS 10x 30 mi

Tween20 3 ml H20 20 ml

Tween 20 300 pl

o0 Laver la membrane de nitrocellulose pendant 5 min a agitation constante dans 20 ml de solution
de lavage

0 Bloguer la membrane avec 20 ml de solution de blocage en agitation pendant une heure
minimum

0 Bloguer la membrane avec 25 ml de solution de blocage contenant les anticorps primaires
(voir article selon la protéine révélée) en agitation pendant une heure minimum

0 Laver deux fois 5 min en agitation avec 20 ml de solution de lavage

o0 Bloquer deux fois 5 min en agitation avec 20 ml de solution de blocage

0 Bloguer la membrane avec 25 ml de solution de blocage contenant les anticorps secondaires en
agitation pendant une heure minimum

o Laver 1 fois 5 min en agitation avec 20 ml de solution de blocage

o Laver 5 fois 5 min en agitation avec 20 ml de solution de lavage

Révéler en contact et en agitation douce avec la solution ECL (1 vol de luminol + 1 vol d'enhancer).
Sceller la membrane avant d'imprimer le film photographique en chambre noire.
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Résumé

L'assimilation de carbone des plantes est principalement assurée par la photosynthese foliaire.
Cependant, d'autres organes sont capables de photosynthétiser et de refixer une partie du carbone
perdu par respiration. C'est le cas des tiges de la plupart des espéces herbacées mais également des
espéeces ligneuses. L'objectif principal de cette thése a été d’examiner chez les arbres, les processus
écophysiologiques et biochimiques, encore trés peu étudiés, de la photosynthése des jeunes tiges.
L’étude s’est focalisée sur le hétre (Fagus sylvatica L.) mais aussi sur d'autres espéeces tempérées. Des
mesures d’échanges gazeux, de fluorescence chlorophyllienne, d’activités enzymatiques ainsi que des
contenus en chlorophylle et azote ont été réalisées. Les résultats montrent une variabilité
interspécifique et saisonniére de l'assimilation de carbone. La photosynthese brute mesurée a
éclairement saturant (Pg) est positivement corrélée aux contenus en chlorophylle et en azote des tiges,
aussi bien en interspécifique qu’en intraspécifique. Chez le hétre, P4 est maximale en début de saison
(3.5 pumol CO, m? s™) puis diminue progressivement avec la formation des tissus périphériques qui
composent I'écorce, pour atteindre des valeurs hivernales de 0.5-1.0 pmol CO, m? s™. L'activité totale
Rubisco est trés faible, comparée aux feuilles, alors que I'activité PEPC montre une activité jusqu'a 13
fois supérieure chez la tige. Ajoutée a la configuration concentrique des tissus et aux observations de
distribution de la chlorophylle dans la tige réalisées sous microscopie a épifluorescence, la forte
activité PEPC mesurée chez la jeune tige de hétre a soulevé I'nypothése d'un métabolisme de type C,
dans la tige. Nous montrons qu'il n'y a pas de distribution radiale préférentielle ni de la Rubisco, ni de
la PEPC dans les tiges et que les caractéristiques biochimiques de la PEPC sont typiques de plantes en
Cs. L'ensemble de ces résultats nous permet de conclure qu’en terme de fonctionnement, la
photosynthese des tiges est similaire a celles des feuilles et que la PEPC semble jouer un réle
relativement important dans la refixation de carbone dans la tige. Ce travail ouvre plusieurs
perspectives notamment sur le devenir des assimilats des tiges et I’'importance de la photosynthése des
tiges dans le bilan de carbone a I’échelle de I’arbre.

Mots clés : photosynthese des tiges, métabolisme carboné, Rubisco, PEPC, Fagus sylvatica.

Abstract

Plant carbon assimilation is mainly provided by leaf photosynthesis. However, other plant
organs are able to photosynthesize and to refixe a part of C lost by respiration. That is the case of plant
stems of most herbaceous species but also of woody species. The main goal of this thesis was to
investigate the little-studied ecophysiological and biochemical processes of photosynthesis in the
young stems of trees. The study particularly focused on the European beech (Fagus sylvatica L.) and
some other temperate tree species. Gas exchange, chlorophyll fluorescence, enzyme activities,
chlorophyll and nitrogen content measurements were achieved. Results show an interspecific and a
seasonal variability of stem carbon assimilation. Light-saturated gross photosynthesis (Pg) is positively
correlated to the chlorophyll and nitrogen contents. For the beech, Py is maximal at the beginning of
the season (3.5 umol CO, m? s™) and decreased with bark tissues growth to reach 0.5-1.0 umol CO;
m? s in winter. In comparison with leaves, the Rubisco total activity measured in young stems is
very low while PEPC activity is up to 13 times higher. Coupled with the concentrically organized
tissues of tree stem and the observations of chlorophyll distribution shown by epifluorescence
microscopy, the high stem PEPC activity suggested the possibility of a C,-type metabolism in young
stems of beech. Immunogold labelling does not reveal any differential localization of PEPC and
Rubisco and leaf and stem PEPCs exhibit classical biochemical characteristics of C3 PEPCs. All these
results allow us to conclude that the stem photosynthesis functioning is similar to the one of the tree
leaves and that PEPC seems to play a relatively important role in stem carbon refixation. This work
opens several prospects on stem carbon assimilation, especially on the stem photoassimilates
allocation and the importance of stem photosynthesis in tree carbon balance.

Key words: stem photosynthesis, carbon metabolism, Rubisco, PEPC, Fagus sylvatica.
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