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Introduction

INTRODUCTION

La conception de la forét francaise a fortementu@/oes dernieres décennies pour la société
qui lui reconnait un nombre croissant de rélese EBt désormais dite multifonctionnelle et
représente un enjeu croissant au niveau écologijsecial tout en présentant des intéréts en
termes de production. Sur le plan économique (foncjui lui est déja tres ancienne) la forét
doit assurer la production de bois d’ceuvre, de Beirituration et de bois de chauffage, afin
de répondre aux besoins de la société. Sur le ialogique, la forét joue un réle dans la
régulation du climat (séquestration du carbonensdé lutte contre I'érosion et les
inondations et dans la conservation de la bioditéekggétale et animale. Sur le plan social,
du fait de la prise en compte de sa valeur patrial@met de sa fonction paysageére, la forét est
devenue un lieu d’accueil des activités (loisitdture...).

Au niveau européen et national, on observe unrigain d'intérét pour les peuplements
hétérogénes et plus particulierement pour les pewgts inéquiens et plurispécifiques
(Duchiron 1994; Otto 1997). Les peuplements mélang#rent en effet une meilleure
résilience vis-a-vis des perturbations et des ateédsrels (vents, sécheresses, pathogénes,
ravageurs...) ou anthropiques (pollution) tout ssugant la ressource forestiere. Par ailleurs,
sur les marchés du bois, on s’attend a une augtientie la plus-value financiere associée
aux bois issus de ces foréts écocertifiées. Eneneati'orientation sylvicole, tous les
documents actuels d'aide a la gestion recommarhelemélange. lls préconisent de maintenir
le mélange la ou il existe en respectant les esseminoritaires et, lorsque les peuplements
sont purs, de le créer en favorisant son appanitédarelle ou en l'introduisant par plantation.
Néanmoins, les questions sur les modalités d'dbtert de maintien du mélange restent trés
ouvertes en raison du manque de connaissances sumportement des essences constituant
ces mélanges. Il est cependant reconnu que danmseapements hétérogenes, le dosage du
couvert (pendant la phase de régénération) coast@uprincipal outil pour controler le
devenir de la régénération et pour assurer le sudee l'installation des peuplements
(composition spécifique, structuration verticalegs connaissances actuellement disponibles
sur la dynamique de croissance des essences a&sspotiennent principalement d'études
faites dans des peuplements réguliers monospéesfiques connaissances sont difficilement
extrapolables aux peuplements mélangés (Spellm@@2)1En effet, les différentes essences

qui peuvent former un mélange réagissent de maseifique a 'ombrage dispensé par le
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Introduction

couvert adulte, aussi bien en termes de surviengtérmes de vitesse de croissance et de
morphologie.

En préalable a I'élaboration des interventionsaiquer pour assurer une bonne gestion de
ces mélanges, le gestionnaire a besoin de connaessacientifiques sur les performances
ecophysiologiques et sur la plasticité phénotypideeces espéeces face au principal facteur
ecologique contrblant la régénération qui est &paibilité en lumiere. Or de telles données
font actuellement défaut. Ces différences inteifjppées de tolérance a I'ombrage ont
souvent été décrites empiriguement, mais n’ont faits'objet d’'une analyse détaillée
permettant d’attribuer I'avantage compétitif poar lumiere de ces especes, soit a une
meilleure efficience d’acquisition des ressourcest a une meilleure efficience d’utilisation
de ces ressources. Une hypothése probable sulétartoe a 'ombrage est que le bilan de
carbone devient négatif du fait des faibles nivedassimilation de COqui ne compensent
pas les pertes respiratoires et qui ne permettstig constitution de réserves suffisantes.
Cette hypothése n'a cependant jamais été testéarriére plan se profile une question déja
trés ancienne mais qui demande des réponses @oisgs basées sur des approches moins
empiriques : quels sont les traits fonctionnels qaiactérisent le degré de tolérance a

'ombrage de semis forestiers ?

L'objectif général de ce travail de recherche é@@tudier la variabilité interspécifique et la
plasticité (variabilité intraspécifique) du coltsasié au déploiement de la surface
assimilatrice. Si cette variabilité existait, ibgissait de comprendre quelle était la part due a
des différences morphologiques et celle due a d#srahces biochimiques. Ensuite, il
s’agissait de voir si les colts de constructioneétasusceptibles d'expliquer les différences
interspécifiques de tolérance a 'ombrage.

Il s’agissait plus particuliéerement :

- de caractériser la diversité du colt associéémlotement de la surface assimilatrice
chez des semis de quelques essences feuilluestéretiqques des foréts sur plateaux
calcaires lorrains, et dans une moindre mesuré¢roikeespéces de la forét tropicale humide
guyanaise,

- d’analyser la plasticité du codt associé au dépient de la surface assimilatrice

chez les semis de ces especes dans un gradiemhided,
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- de relier cette diversité et cette plasticitéa &dmposition biochimique des feuilles,
notamment celles de composés colteux tels quénée®ofs (composés connus pour leur forte
variabilité face au climat lumineux). Pour celaecuméthode optique non invasive (le Dualex)
a été testée comme outil permettant une estimatipide de la teneur en composés

phénoliques dans I'épiderme.

Cette thése se présente sous forme d’'une syntHageelle est associée un article publié et

deux articles soumis pour publication. Quelquesaaa complétent le document.

Dans la premiére partie, apres avoir défini lesamst de régénération naturelle et de forét
hétérogene, j'ai expliqué le choix du dispositibéxmental, le choix des especes étudiées et
jai discuté de l'utilisation des photos hémisphj@égs pour caractériser le climat lumineux.
Un bref historique sur la perception de la toléeaad’ombrage, sous un angle écologique et
ecophysiologie a été présenté en deuxieme parie. jukstifie comment le colt de
construction associé au déploiement de la surfasendatrice s’integre dans la tolérance a
'ombrage. Dans la troisieme partie, j'ai expliqgggqu’est le colt de construction, comment
il est mesuré, en faisant également une synthésiedraphique sur les facteurs de variation
du colt de construction. L'ensemble des résultpisbliés ou soumis a publication)
concernant la variabilité interspécifique du coétadnstruction de la surface assimilatrice et
de sa plasticité en réponse a 'ombrage obtenusoats de mon travail de thése ont été
analysés et discutés dans la quatriéme partie
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1. La Régénération Naturelle

1. LA REGENERATION NATURELLE EN FORET
HETEROGENE

1.1.La forét hétérogene

A I'opposé des peuplements réguliers qui sont @eplements forestiers composés d’arbres
d’'une méme espéce et de méme age, issus la ptlpteimps de plantations, on distingue les
peuplements forestiers « complexes ». lIs peuvamet iééguliers ou mélangés (Duchiron

1994 ; Otto 1997). Les peuplements irréguliers somposés d’arbres d’ages et de tailles
différentes, les peuplements mélangés sont compbiespéces différentes. Dans ces deux
types de peuplement, la régénération s’exprimenmané de facon uniforme, il en résulte une

mosaique de taches de régénération en foncticen ldeniere.

1.2.La régénération naturelle

La régénération naturelle est une technique quiafpel a 'ensemencement spontané : elle
s’oppose aux techniques d’enrichissement ou detgilan. Il s’agit de I'ensemble des
processus dynamiques qui permettent de reconstituerouvert qui a été entamé (Foggie
1960 ; Alexandre ), c’est aussi la population dashen sous-bois (Rollet 1969).

La forét n'a pas besoin de 'homme pour se régéndre cycle normal de croissance,
fructification, dégénérescence, permet aux jeupasssde prendre la place des arbres morts
naturellement, que se soit de vieillesse ou panéwent climatique ou parasitaire. Dans une
forét de production, dont I'objectif est de récoltkes arbres avant leur dépérissement, ayant
un age de récolte généralement inférieur a la énddila durée de vie naturelle de l'arbre, le
maintien de semenciers de qualité est une pripaté bénéficier de régénération naturelle.
Les avantages de la régénération naturelle sonbream. Par exemple, elle préserve le
patrimoine génétique local, elle occasionne destra qui perturbent peu le sol. Elle peut
étre plus ou moins facile a obtenir en fonction Kexistence de semenciers, de
'environnement forestier et de la qualité du $2dr le seul maintien de petites ouvertures
dans le peuplement, elle permet de diminuer le del{gestion. Cependant, obtenir une bonne
régénération naturelle demande une certaine c@ame du milieu et des exigences
ecologiques des especes qui le constituent.

En France, cette évolution progressive de la gegtcestiere vers la régénération naturelle

s’est accélérée depuis la tempéte de 1999, erylaatidans les régions trés touchées comme
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1. La Régénération Naturelle

la Lorraine. La charte partenariale pour la restiom apres tempéte demande de donner la
priorité¢ a la régénération naturelle des essenteseeprovenance locales adaptées aux
stations, et d'éviter les reboisements artificisluf si ils sont indispensables (stations
difficiles, absence de semenciers des essencegrcbées, inadaptation des génotypes
présents.), (recommandations n° 31 et 33, site 1). C'etaid& de l'influence de la lumiere,
sur les jeunes arbres des sous-bois, qui présemd d'intérét pour le forestier. En effet,
toute son action doit étre dirigée vers le dévetopgnt des jeunes régénérations naturelles

qui constituent l'avenir de la forét.

1.3.Le choix du dispositif expérimental

La forét expérimentale devait comporter un peuplegnieégulier et mélangé en essences
feuillues, caractéristiques des foréts francaigepldine. Le site devait contenir en particulier
un mélange d’essences dans la régénération, ae dagjuvéniles établis ou la phase de
croissance en compétition avait commencé mais in’pgs terminée. Pour répondre a la
guestion de tolérance a I'ombrage, ce peuplemerdideontenir une variabilité importante
d’éclairement : des trouées de tailles diversedestzones de trés faible éclairement. Enfin,
afin de minimiser toute interférence avec d’aufeeteurs écologiques autre que celui de la
lumiére, nous souhaitions une station relativerhemtogéne au niveau du sol, ou la pression
du gibier n’était pas trop importante.

L’étude a donc été réalisée dans une forét natuesil cours de régénération. La forét
domaniale du Graoully se situe en Moselle (57),|lawommune d’Ars-sur-Moselle, pres de
Metz [49°05" N en longitude; 6°02’ E en latitud8)0 m d’altitude]. La strate arborée est
dominée par le hétre et I'érable sycomore. En s@iagie on trouve en plus I'érable
champétre, I'érable plane, le fréne, le charmailleul, I'alisier blanc, I'alisier torminal et
'orme. Le peuplement est un ancien taillis sousi@sur plateau calcaire et n’a subi que
guelques rares prélevements depuis 1989. La pesdmachablis offre des conditions de
lumiére tres contrastées pour les jeunes semiglithat est tempére, la température moyenne
annuelle est de 10,1°C (avec un minimum de 1,6°(@amvier et un maximum de 18,7°C en
juillet), la hauteur moyenne annuelle des prédioits est de 745 mm (données
météorologiques de la station de Metz-Augny, supédsiode de 1946-2001). Le sol est
calcaire et relativement homogéne. Afin de compléétude sur la diversité du colt de
construction, nous avons choisi d’étudier d’autespeces appartenant a I'écosysteme

tropical, ou les especes se révelent davantagetdés a 'ombrage. Pour cela, un site a été
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1. La Régénération Naturelle

choisi en forét tropicale humide, sur le disposéKpérimental de Paracou en Guyane

Francaise [5°15' N en longitude, 53° W en latitetene altitude comprise entre 10 et 50 m].

Ce dispositif est localisé a 50 km au Nord-Ouestderou.

1.4. Autécologie des especes

Les 9 especes sélectionnées dans cette étude cates trés communes dans les foréts

tempérées. Ces espéces présentent des dynamiquesoideance initiale fortement

contrastées. En forét tropicale trois especesampéraments différents ont été choisies.

Tableau 1-1 : Autécologie des espéces étudiées lsusite du Graoully en été 2003 et 2004 (Rameatial.

1993) et des espéces étudiées sur le site de Panamo été 2003 (Ecofog.cirad, site 2)

Nom Francais Nom Latin Famille Stade de successiomemperament
Hétre commun Fagus sylvatica L. Fagacées dryade sciaphile
Erable Acer L demi ombre
Aceraceae postpionniere, nomade
sycomore pseudoplatanus L. - ombre
Erable plane  Acer platanoidesL. Aceraceae postpionniére, nomade  demi ombre
Erable A Acer campestre L. Aceraceae postpionniere, nomadehe“qphlle )
champétre demi ombre
A Fraxinus excelsior (. L héliophile -
Fréne commun Oleacées postpionniere, nomade, -
L. demi ombre
Tilleul a . Tilia cordata Mill Tiliacées postpionniére, nomade  demi ombre
petites feuilles ' '
Alisier Sorbustorminalis L .
. Rosaceae postpionniére, nomade  thermophile
torminal L.
Alisier blanc Sorbus aria L. Rosaceae postpionniére, nomade héliophile
Orme de Ulmus glabra L .
Ulmaceae postpionniere, nomade  demi ombre
montagne Huds.
Gaulette Licania alba Chrysobalanaceae dryade sciaphile
Blanche
Manll &mphoma Clusiaceae postpionniére demi-ombre
marecage globulifera L.F
Diaguidia Tachigali melinonii  Caesalpiniaceae postpionniere héliophile
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1.5. Estimation du climat lumineux

En sous bois, les trouées et taches de lumiére feadamentales pour la survie et la
croissance des jeunes semis dont les exigencesetitfselon les différents stades juvéniles.
Il est donc important de savoir quel climat lumixeregne dans telle ou telle station
forestiere. Dans une station de plein découvertngenen sous-bois, la lumiére varie
perpétuellement, et ce de facon considérable, sulireeure, I'époque de l'année et I'état du
ciel. Toute mesure instantanée du climat luminetest donc pas suffisante pour caractériser
le climat lumineux. A 'opposé des observations aléms sur de longues durées ont une
valeur certaine. Mais il est souvent difficile dialler et de surveiller, pendant plusieurs
mois, des appareils délicats, et souvent coltearticplierement dans les lieux isolés. On
préfére donc utiliser la notion d™éclairement t&l&, rapport entre la lumiére régnant dans
tel ou tel sous-bois et celle du plein découvertrggime moment. Cet éclairement relatif, qui
représente le facteur de transmission optique dmesc présente un intérét certain, a
condition d'opérer par temps couvert bien homoggfire d’éviter les taches de lumiéres

mobiles qui régnent en sous bois (Roussel 195Zindel960).

Les photographies hémisphériques

La photographie hémisphérique est un instrument dianiement facile, peu encombrant,
peu colteux et les photographies peuvent étrectédle trés rapidement. Les progres en
photographies numériques et le développement deidtgy de traitement d’'images a la
puissance de calcul plus importante et de plusdgsaicapacités de stockage, ont renouvelé
l'intérét de cette méthode (Canham 1988). Cettenigcie (numeérique ou non) a été utilisée
pour décrire la structure de la canopée, pour diantes radiations et le microclimat au
dessous de la canopée, pour estimer le pourcedag®uée et I'indice foliaire (Anderson
1964 ; Ducrey 1975a ; Ducrey 1975b ; Chazdon aettiAi987 ; Riclet al. 1993 ; Dufréne
and Bréda 1995 ; Chaal. 1997 ; Bréda 2003 ; Jonckheetal. 2005).

Sur le terrain, lintensité lumineuse du couverteRiier est appréciée par le biais du
pourcentage de trouée, a I'aide d’'une photograp@irisphérique numérique, exploitée avec
le logiciel Gap Light Analyser (GLA V2.0, Institutef Ecosystem Studies, New York, USA,
site 3), qui donne pour chaque photographie un gemtiage de rayonnement transmis,
exprimé par rapport au rayonnement incident théerigalculé en fonction de la position

géographique du point considéfnnexes A et B, matériel et méthodes).
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Les photographies hémisphériques sont prises asusl@e chaque plant avec un appareil
photographique (Coolpix 4500, Nikon, Japan) equdpé convertisseur fish-eye (FC-ES8,
Nikon). Cet objectif fish-eye est capable de capgerrayonnements lumineux sur 180°. La
région du ciel photographiée (demi sphére) estinsiéfinie en 8 classes d’azimut et 20
classes de zénith. Suivant la qualité optique olgjdctif fish-eye, la conversion de I'image
hémisphérique en une image plane sera plus ou rpoéusse, le fish-eye optique que nous
avons employé utilisait un systéme de projectidaipm

La photographie est orientée par rapport a ladmaie du soleil, I'objectif est placé face au
ciel, aligné sur le Nord magnétique et mis de nivdaes photographies hémisphériques
doivent étre prises dans des conditions de cidbume, lorsque le rayonnement est diffus :
t6t le matin ou tard le soir. De nombreux logicidlBnage ont été développés pour faciliter
l'exploitation des données: (Beckest al. 1989), Hemiview (Delta-T Devices Ltd,
Cambridge, UK), WInSCANOPY (Regent, Instrument JQuebec Canada), GLA (Frazer
and Canham 1999).

Le logiciel GLA permet de calculer la structure be canopée et sa transmission, le
pourcentage d’ouverture du site, le LAl (Leaf Aledex, mesure la surface de feuille par
unité de surface au sol,’m?), le pourcentage de radiations diffuses et digedte point le
plus critique est sans aucun doute le seuillagecgusiste a passer d’'une image en niveaux
de gris a une image en deux couleurs ou le norésepte la végétation, et le blanc le ciel.
Cependant, méme avec le logiciel GLA, le seuillagessite toujours une sélection
manuelle, ce qui engendre une source d’erreurddulé la subjectivité). Dans tous les cas,
afin d’éviter un biais de I'opérateur, toutes lémimgraphies ont été exploitées par la méme
personne et dans les mémes conditions. Le seudlsgéxé en utilisant I'histogramme des
pixels (a la valeur de fréquence minimale) puisifiérvisuellement. Des logiciels
contiennent des filtres (RBG, rouge, bleu et vatt) permettent d’accentuer les contrastes
des objets (ici le feuillage par rapport au ciBks études ont montré que la couleur rouge ou
bleu augmente les contrastes (réduit le nombrebadspmixtes) et donc facilite le choix du
seuillage (qui devient moins critiquable) (Fernateal. 2003). Si une feuille est illuminée,
elle n’est pas distinguable du contour du ciel guésla différence de brillance est trop petite
pour étre détectéd=n augmentant la résolution de la photographienétange des pixels
diminue, ce qui facilite la séparation entre Id etela végétation (Hale and Edwards 2002)
Les photographies hémisphériques comptent 3,9amdlde pixels, elles sont prises a la plus
grande résolution possible de I'appareil. De phaser sur une ouverture focale de 1/125 ou

plus permet d’éviter les effets de mouvement de#lés di au vent.
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1. La Régénération Naturelle

Le PAR (radiations photosynthétiguement activedjusliet direct transmis a travers la
canopée au dessus de chaque plant est calculél'selearture de la canopée et s’exprime
par rapport au PAR recu au dessus de la canopget(Ty; respectivement), (Machado and
Reich 1999). Le pourcentage de rayonnement théorique transmisSF(G
GSF= (Tyir + Tair) / 2), est calculé en supposant une proportioteédga radiations diffuses et
directes au dessus de la canopée. Les valeurs #esG® moyennées sur une période
commencant du ®l mai (date ou toutes les espéces ont débourré ot eso train de
débourrer) et finissant au 31 aolt (date des ®gpjtour les espéces tempérées ettu 1

janvier au 31 décembre pour les especes tropicales.
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2. LA TOLERANCE A L'OMBRAGE

2.1. Définition de la tolérance a 'ombrage

La tolérance a l'ombrage est un concept écologiem@loyé pour décrire la capacité
génétique et physiologique d’'une plante a s’étahlils a persister a I'ombre. Il existe une
grande variabilité interspécifique de capacité olérance a I'ombrage parmi les especes
ligneuses. Aux extrémités de la gamme, les espget@antes a 'ombrage sont capables de
se développer quand peu de lumiéere est dispondiies sont sciaphiles, tandis que les
especes intolérantes a 'ombrage ne peuvent pagwsdopper dans des niveaux de faible
lumiere, elles sont héliophiles.

Des quantifications de tolérance a d'ombrage de&ces ont été établies en se basant sur les
caractéristiques autécologiques des espéeces, etasant de maniéere relative et qualitative
les unes part rapport aux autres (Baker 1949 nbdlieg 1979 ; Burns and Honkala 1990). Il
en ressort, la notion de tempérament d'une essepieclasse les espéces selon trois
catégories : les tolérantes, les hémitolérantede®tintolérantes. Ainsi les especes «
intolérantes » nécessitent de bonnes conditionsvelfture du couvert pour croitre, les «
hémitolérantes » tolérent I'ombrage pendant quslgumases de leur cycle de vie, et les «
tolérantes » peuvent se reproduire et survivre dindaibles conditions de croissance
trouvées sous fort ombrage.

La compréhension de la tolérance a 'ombrage sespdupar l'identification de traits
fonctionnels : analyse de survie, probabilité dertalibé, afin d’ajouter une approche
guantitative (Kobeet al. 1995 ; Kobe 1996 ; Kobe and Coates 1997 ; diral. 2002;
Wyckoff and Clark 2000 ; Wyckoff and Clark 2002).e< études confirment les
comportements mais en plus, elles ajoutent uneivatétrique.

Plus tard, il a été suggéré que la tolérance adrage était basée sur des capacités de plus en
plus élevées d'acquisition du carbone a faiblengité lumineuse (Givnish 1988 ; Messabr

al. 1999 ; Walters and Reich 1999). Ainsi, de nombreustides ont travaillé sur la
photosynthese et sur l'interception de la lumieBazzaz 1979 ; Boardmaet al. 1981 ;
Walters and Reich 1999 ; Landhéusser and Lieff@&LR A faible niveau de lumiére, le
potentiel d’assimilation du carbone par unité demiasse est plus important chez les espéces
tolérantes que chez les intolérantes, ce qui ex@laj la performance des espéces tolérantes

en milieu ombragé (Bazzaz 1979 ; Givnish 1988).udes études sont en accord avec cette
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2. La Tolérance a 'Ombrage

hypothése (Niinemets and Kull 1999 ; Kazda and €&a000) mais d’autres non (Kitajima
1994 ; Reictet al. 2003).

Enfin, il est apparu que non seulement l'activit®tpsynthétique de la feuille devait étre
considérée mais aussi le gain de carbone au noe#aplante entiére et que toute la balance
carbonée devait jouer un réle (Bjorkman 1981 ; Retal. 2003). La survie d’'un semis est
assurée par le maintien d’'un bilan carboné positit-a-dire qu’il assimile plus de carbone
par la photosynthese qu'’il n’en dépense pour lpirason et le renouvellement des organes
caduques.

La capacité de croissance a 'ombre est donc ldtatsd’interactions complexes a I'échelle
de la feuille et de la plante entiere (Givnish 1988essieret al. 1999). La physiologie et la
morphologie foliaire (Bjorkman 1981), I'allocatiate biomasse a I'échelle du plant (Grubb
and Metcalfe 1996) et l'architecture des semis [faam 1988) sont considérées comme

particulierement importantes pour I'efficacité ddilisation de la lumiére.

2.2.Latolérance a 'ombrage a I'échelle de la feuille

De nombreuses études sur I'acclimatation de la hodogie et de la physiologie de la feuille
a 'ombre ont révélé des adaptations qui optimidantapture de la lumiére a 'ombre
(Boardman 1977 ; Bjorkman 1981).

La réponse de la photosynthése a I'éclairement ldseplantes d’ombre (0) par rapport aux
plantes de lumiére (I) montre une intensité lumasede compensation (IC) plus faible, une
intensité saturante (IS) plus faible, une photdsys¢ a intensité saturante (PS) plus faible, un

rendement quantique apparent plus él@)éef une respiration a I'obscuritéplus faible.
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Figure 2-1: Courbes de saturation de la photosynthése en foneti de la densité du flux de photons chez
une plante de lumiére (en trait gras) et une planted'ombre (en traits fins). Les autres facteurs
(concentration en CQ atmosphérique, température 25°C) sont maintenus ostants. IC, intensité de

compensation; IS, intensité saturante @, rendement quantique foliaire (site 4).

En d'autres termes, les plantes d'ombre présembenintensité photosynthétique optimale et
une intensité de compensation plus faible, maiseifieacité dans l'absorption des photons
plus élevée (plantes des sous bois). Inversemesplantes de lumiére sont moins efficaces
dans la capture des photons mais elles fixent dagarde C@(plantes des trouées).

A I'ombre, la diminution de I'assimilation photogyétique a lumiére saturante par unité de
surface est associée a une diminution de la comatiEmt en azote par unité de surface, qui
entraine une diminution de la concentration en roploylles, en protéines, en enzymes du
cycle de Calvin et en particulier une diminutionl@eoncentration de la Rubisco par unité de
surface. En revanche, exprimé par unité de madserdo la concentration en azote des
plants d'ombre et de lumiére est la méme. Par eptis plants d’ombre (ou les especes
tolérantes a l'ombrage) investissent une plus grafrdction d’azote dans l'appareil
photosynthétique (Hikosaka and Terashima 1996 n&waad Poorter 2001). Ainsi, I'activité
photosynthétique par unité de masse séche deefeldlinbre est beaucoup plus sensible aux
changements de la surface spécifique des feuiBed,(n’g?) qu'a la partition de l'azote
(Evans and Poorter 2001).

De plus, 'augmentation de la surface spécifique fdeilles des plants d’'ombre entraine une
diminution de la respiration par unité de surfgmeisque la respiration est essentiellement
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lie a la quantité de biomasse. Les feuilles d’@r{bu des espéces tolérantes a 'ombre) ont
ainsi un point de compensation plus faible que depeces intolérantes (Loach 1967 ;
Boardman 1977; Bazzaz 1979). Les feuilles d’'omlmet £apables de maintenir un bilan
carboné positif a des intensités lumineuses plidefa que les feuilles de lumiere. Ces
résultats montrent que ce n’est pas l'acquisitian cdrbone qui permet d’expliquer la
toléerance a I'ombrage, mais plutdt la surface dppm des feuilles (Kitajima 1994 ;
Landh&usser and Lieffers 2001 ; Regtlal. 2003).

Une hypothese formule que plus une espéce esatddéa 'ombre, plus sa surface spécifique
est grande (Givnish 1988). Cet investissement méfiel du carbone pour la surface des
feuilles permettra d’augmenter I'interception (Ryaand Sims 1994 ; Reich al. 1998). Or,
tout en augmentant le gain de carbone, cette dilnmae I'épaisseur des feuilles augmente
leur fragilité et leur vulnérabilité face aux heries (Kitajima 1994 ; Poorter and de Jong
1999 ; Walters and Reich 1999 ; Reithal. 2003). De plus, 'augmentation de la surface
spécifique des feuilles avec 'ombrage s’accompagnerent d’une diminution de la densité
des feuilles (Chaboktt al. 1979 ; Griffin 1994 ; Veneklaas and Poorter 199Bgs
observations sont assez diverses a ce sujet iretant effectivement répertorié de grandes
surfaces spécifiques des feuilles chez les esptaiésantes par rapport aux especes
intolérantes (Niinemets 1997 ;Beaudet and Mess#&81; Niinemets 1998 ; King 2003),
tandis que d'autres ont observé l'inverse (Kitajit®¥4 ; Poorteet al. 1997 ; Walters and
Reich 1999 ; Reiclet al. 2003). Mais suivant les études et les especegngparaison ne

pouvait se faire exclusivement sur le méme climatiheux.

2.3.Latolérance a 'ombrage a I'’échelle de la planterdiere

La forme de la couronne, I'arrangement des brandeesombre de feuilles, la taille et la
forme des feuilles, la distribution et l'orientatiodes feuilles contribuent a modifier

I'efficience d’interception de la surface foliaire.

L’architecture des semis est donc un élément détamh pour la capture de la lumiere
(Canham 1988). L'efficacité d’interception de lanliére d’'une couronne est caractérisée par
un indice, le STAR (Shoot silhouette by Total I&a€a Ratio). Il s’agit du rapport entre la
surface foliaire totale et la surface foliaire effeement interceptrice (pour une orientation

du soleil donnée et intégrée sur 'ensemble depsooours). Ce rapport varie en fonction de
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la géométrie de la tige feuillée de l'orientaticglative des feuilles (ou aiguilles) et des
directions de la lumiere. Habituellement, les tigesillées situées a 'ombre ont un plus
grand STAR que celles se situant a la lumiére {(#en1996). Les tiges feuillées d’'ombre
tendent a s’étaler et a s’incliner horizontalementfavorisant la croissance des branches
latérales pour intercepter un maximum de lumietan@hais and Sinoquet 1998 ; Farcgie

al. 2001). Ainsi, une architecture plus plagiotropmite I'auto-ombrage et augmente
I'efficacité d’interception de la lumiére (Mille#t al. 1998). Pourtant de nombreuses études
montrent qu’il N’y a pas particulierement de diéfdces interspécifiques d’interception de la
lumiere entre les especes tolérantes et les espétodérantes a 'ombrage (Poorter and
Werger 1999 ; Valladarest al. 2002 ; Pearcgt al. 2004; Delagranget al. 2006).

Les différences entre les espéces tolérantes @tiantes se situent plus au niveau de la
plasticité morphologique. Les especes toléranted slavantage capables de modifier
I'architecture de leur couronne que les especegnantes, ceci leur permettant d’augmenter
linterception de la lumiére dans des environnemeahbragées. Les espéces intolérantes
montrent moins de plasticité morphologique, avee aroissance en hauteur et une forte
dominance apicale (Messier and Puttonen 1995 ; éanl996).

La croissance et la survie des semis en sous bbfsreement influencée par l'allocation de
biomasse entre les organes au dessus et au désssak Les plants d’'ombre ou les espéces
tolérantes a I'ombrage allouent plus de biomasda partie aérienne (surtout dans les
feuilles) que les plants de lumiére ou que les @péntolérantes (Welander and Ottosson
1998 ; Valladarest al. 2002). Ce changement d’allocation de biomasse asficé des
feuilles augmente le LAR (surface relative du planig?) et permet une meilleure
interception. Or, un investissement colteux powdpre des feuilles (organes les plus
colteux) diminue le stock possible de composépquirait aider la plante a lutter contre les
dommages (les composés phénoliques par exemplajnigns, I'allocation du carbone a la
tige feuillée au dépend du systéme racinaire pastconsidérée comme un trait adaptatif de
la tolérance a 'ombrage (Givnish 1988 ; Reéthl. 1998 ; Lamberst al. 1999).

Les études a I'échelle de la plante entiére onttréarombien il était important de considérer
la tolérance a I'ombrage a différents stades dedeida plante, dans la mesure ou celle-ci
varie fortement (Kneeshaet al. 2006). Les différences de tolérance a 'ombrageeeles
especes s'estompent avec la taille et la plupast epeces deviennent moins tolérantes
lorsqu'elles grandissent. L’augmentation de ldgale I'individu entraine une diminution du
LAR et donc du rapport entre la biomasse photogfithe et la biomasse non

photosynthétique. Ainsi, les colts de constructien,surtout les colts de maintenance,
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augmentent avec la taille de la plante. Ces caisiities ne favorisent pas le maintien d’un
bilan carboné positif (Givnish 1988). Pour chaquspeee et pour chaque niveau
d’éclairement, il y a une taille maximum permetténimaintien d’'un bilan carboné positif
(King 1990 ; Messieet al. 1999).

Ainsi, I'équilibre carboné de la plante entiére efé&p non seulement de la capacité
photosynthétique des différentes feuilles, maisledgant de leur capacité a intercepter
I'énergie lumineuse et des colts énergiques podiupe et maintenir la surface assimilatrice
et les organes non photosynthétiques. Tandis gagcbap de chercheurs conviennent que la
tolérance a I'ombrage change considérablement pksnespeces, les discussions sur les

origines physiologiques et morphologiques de ci#&rdnces persistent.
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3. LE COUT DE CONSTRUCTION

3.1. Définition du co(t de construction

A partir de la photosynthese, la plante élaboredldsstrats (du glucose). Une partie de ce
glucose est utilisé pour la respiration qui foudst I'énergie. Cette énergie est utilisée, soit
pour la maintenance de la biomasse existante etljadasorption des minéraux, soit pour la
croissance, c’est a dire pour les processus degrilusse associés a la production de la
nouvelle biomasse. L'énergie nécessaire a la @otsset a la maintenance correspond a de
'ATP et des réducteurs (NAD(P)H). Enfin, 'autrarfie des substrats, apporte les squelettes
carbonés qui servent a la production de diverseiaules (acides organiques, sucres
structuraux et non structuraux, lignines, protéiqpdeenols, lipides). Le colt de construction
correspond au carbone investi pour fournir une etiecroissance c’est a dire des squelettes
carbonés et de la respiration de croissance assad#&éréduction de ces squelettes.

Energie Maintenance ATP
Lumineuse absorption NAD(P)H

v 4
| Sucres |—>| Respiration |—>| Energie |

L 2
| Squelettes | : ATP | T T ™\
Croissance »

NAD(P)H |

v

>

y

sanbiuebiQ sapioy
XNeJNoNnis uou saions H
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saulglold
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sapidi
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Figure 3-1: Représentation du devenir du glucose pduit par la photosynthése entre la respiration de
maintenance, la respiration de croissance et la foniture des squelettes carbonés. Le co(t de constrtion
(CC) est la somme du carbone investi pour la respition de croissance et la fourniture des squelettes
carbonés. Le glucose équivalent (GE) prend en congpte degré d’oxydation de la matiére organique (les
réducteurs, NAD(P)H) mais ne prend pas en compte lguantité d’ATP exigée pour les réactions

biochimiques.
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Le gain de carbone d'une plante entiére, exprimréupdaé de biomasse, intégré sur une
journée, est représenté Figure 3-2. Une fractioncalbone fixé pendant la journée est
respirée a nouveau. Cette respiration est emplpgée fournir I'énergie et/ou la puissance
réductrice nécessaire a la maintenance (pour léevament des minéraux par les racines et
pour le transport des composeés). La fraction résteorrespond au carbone investi pour une
nouvelle croissance qui inclut la fourniture degedgttes carbonés et la respiration associée a

la réduction de ces squelettes.

prélévement

//_ des minéraux /;y/’—

squelettes carbonés +
respiration de croissance

| |

/[C] = biomasse colits de
construction

squelettes carbonés croissance

Figure 3-2 : Représentation du gain carboné totaltedu devenir du glucose fixé. (A) Séparation du gkose
dépensé pour la respiration et du glucose investiatis les squelettes carbonés. (B) Séparation du ghse
dépensé pour la respiration de maintenance et le glevement des nutriments, et du co(t de constructio

(respiration de croissance plus squelettes carbor)ésdaptation de Poorter and Villar (1997).

Le colt de construction se définit comme étant lantjté de glucose nécessaire a la
fabrication d’'un gramme de biomasse (de tige, délée de racine, etc.), (Penning De Vries
et al. 1974). Pour chaque grande classe de composés rigaks (lipides, lignines,
protéine, etc.), une quantité de glucose est exupes produire les squelettes carbonés et
pour fournir I'énergie nécessaire (ATP et NAD(P)Hux réactions selon la voie
biosynthétique la plus probable. Il existe actueat quatre méthodes de détermination du

co(t de construction.
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3.2.Méthodes d’estimation du co(t de construction

» Estimation du codt par analyse de la compositionmigue

Il s’agit ici de déterminer la composition biochgue totale (Merinat al. 1984 ; Lafitte and
Loomis 1988 ; Poorter and Bergkotte 1992) et dadper chaque concentration de composé
par son colt, calculé selon la voie biosynthétitpeplus probable. L'ensemble sommé
fournit le coOt de construction de I'organe ou delante considéré(e). Cette détermination
ne peut étre exhaustive et repose sur l'identificatie groupes de composés ayant des codts

de construction similaires. Poorter utilise le®gaties de composés biochimiques suivantes :

Tableau 3-1 : Taux de glucose nécessaire pour fauer un gramme des différentes classes de composés

biochimiques, selon Penning de Vries 1983.

Codt de
Groupes de composeés construction
(g glucose.g)

Lipides 3,03
Phénols solubles 2,60
Protéines (issues du N 2,48
Lignine 2,12
(STuch;s totaux structuraux 122
Sucres totaux non structuraux 109
(TNC) '
Acides organiques 0,91
Minéraux 0

Un exemple détaillé du cheminement permettant diubtle colt de construction de la
lignine est détaillé dans le travail d Amthor (3)0 Il estime la quantité de glucose
nécessaire a la fabrication de 1g de lignine. Saaipae la lignine est un dérivé de 3 alcools
monomeres (alcool p-coumarylique, alcool conifepyéi et alcool sinapylique), il analyse
d’abord les réactions biosynthétiques responsaldda synthese de ces 3 monomeres a partir
du glucose. Puis, il analyse la polymérisation €& monomeres pour former la lignine, en
incluant dans les calculs la respiration nécesgaine fournir les NAD(P)H et les ATP

nécessaires a la biosynthese et a la polymérisddsmonomeres.
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Les différences de colt de construction des congpgsa@stituant une méme classe de
composeés sont de l'ordre de 5%, elles sont petibesparées aux differences de colt de
construction qui séparent les différentes classesaimposés (qui peuvent différer d’'un

facteur 3), (Penning De Vriegt al. 1974). Bien que la fraction minérale ne nécessite n
énergie ni squelette carboné (car elle nest pathsiisée dans la plante), son absorption par
les racines et son transport dans la plante rezjdien’énergie. Or, ces colts de transport et
d’absorption sont assimilés a des processus detenaimce. Ainsi, aucun glucose n'est

considéré nécessaire pour leur construction.

Equation 3-1 : Détermination du colt de constructia d’aprés la méthode biochimique

CC,or =CC,p xLIP+CC, c x PHE + CCro; X PROT +CC, XLIG+ CC,o. XTSC
+CCc XTNC +CC,, x AO

CCror: Colt de construction total de I'organe ou du ptamsidéré (g glucose’dvs)

LIP, PHE, PROT, LIG, TSC, TNC, AO: concentration lgrides, composés phénoliques,
protéines, lignines, sucres structuraux, sucres swoncturaux et acides organiques |de
I'organe ou du plant considéré (4 yS)
CClp, CGCoyg, CCrrot, CCs, CCrsc, CCrne, CCao: colt de construction des lipides,
composés phénoliques, protéines, lignines, sudrestgraux, sucres non structuraux| et

acides organiques (g glucoséns)

Les codt de construction des lipides, composés ghiggies, protéines, lignines, sucres
structuraux, sucres non structuraux et acides ajgas sont des constantes indiquées dans le
Tableau 3-1. Les méthodes de dosage des diffégemipes de composés biochimiques sont
précisées eAnnexe F.

L’'avantage de cette méthode est qu’en comparaféireliftes espéces ou traitements, si des
différences de CC sont observées, il est possikasoir quelles classes de composés sont a
I'origine de ces différences. Par contre, le cogd difféerents composés est calculé selon le
chemin biosynthétique le plus probable, or il n’esis certain que la biosynthése suive
systématiqguement cette voie. De plus, les détetinima biochimiques nécessaires pour ce
type d'analyse sont plutdt laborieuses, il esidiliéf de récupérer et de séparer compléetement
et précisément tous les composés biochimiques ldaiissu. En sommant 'ensemble des 8

classes de composés Merigtcal. (1984) n’obtient que 70% de la masse de ses édbasti
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3. Le Colt de Construction

de feuille. Ceci limite I'exactitude avec laqudkecolt de construction d'un tissu peut étre
déterminé. Pour toutes ces raisons, des méthodssgpides et plus faciles ont été mises au

point.

» Estimation du codt par analyse de la compositiogmlentaire

Basés sur l'observation que les composés coltentx ggmeralement plus réduits que le
glucose et les composés peu colteux sont plus sxydéDermitt and Loomis (1981) ont

constaté que le colt de construction était étratenié a I'état d'oxydation/réduction de la
biomasse. A partir de la composition élémentaitedegré d’oxydation de chaque atome de
C, H, O, N, S constituant la biomasse et de la éoda I'azote absorbé, ils ont calculé le

degré de réduction (r) de la matiere végétale.

Equation 3-2 : Calcul du degré de réduction de la atiére végétale
r=4c+h-2x+kn+ms

r : degré de réduction de la matiére végétale @ééctron g-MS)
c, h, X, n, s : nombre de moles de carbone, d’'dggite, d’oxygéne, d’azote et de soufre dans
la MS (mol g"'MS)

k : différence de degré d’oxydation entre l'azotarse (k = +5 pour N@ et k = -3 pour
NH;") et I'azote final (N).

m : différence de degré d'oxydation entre le sosfsarce ( m = +6 pour S©) et le soufre

final.

Le terme « équivalent de glucose » (GE) dénoteolabme de moles de glucose exigé pour
fournir les squelettes carbonés. Comme I'oxydatiompléte d’une mole de glucose libere

24 moles d’électrons, le GE est calculé a l'aidéEguation 3-3.
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Equation 3-3 : Calcul des équivalents en glucose B} nécessaires a la formation du squelette carbén

GE : équivalent de glucose (mol glucosenS)
r : degré de réduction de la matiére végétale (tigdéctron g MS)
24 . nombre de moles d'électrons libérées lors aleydation compléte d'une mole de

glucose.

Si on reprend la Figure 3-1, I'estimation de GEnpren compte le degré d’oxydation de la
matiére organique (les réducteurs, NAD(P)H), maspnend pas en compte la quantité
d’ATP exigée pour les réactions biochimiques. Le €& calculé d’aprés le stade de
réduction de la molécule considérée tandis que & &3t calculé d'apres la voie
biosynthétique la plus probable. Le t

Tableau 3-2 expose pour différentes moléculesgpad entre le CC et le GE.

Tableau 3-2 : Equivalent en glucose (GE) et colt deonstruction (CC) et efficience de biosynthése (kg
pour différents constituants de plantes. Le GE estalculé d'aprés la composition élémentaire de la
molécule. Le CC est calculé selon le chemin biosyétique le plus probable. Eg est le rapport GE/CC,
d’'apres Williams et al., (1987).

Composé GE _ CcC _ Efficience de biosynthése
(g glucose d) (g glucose &) (Eg)

Acides organiques 0,852 0,852 1

Acides caprylic 2,290 2,412 0,950

Diplacol 1,943 2,310 0,841

Lignine 2,063 2,431 0,849

Hemicellulose 1,132 1,296 0,874

Monoterpéne 2,663 2,868 0,928

Tannin 1,471 1,591 0,924

Il a été convenu de fixer un méme facteur de ctimeentre le GE et le CC quelque soit la
composition chimique du matériel végétal. L'effieoe de biosynthése (Eg) est ainsi estimée
a 0, 89 (Williamset al. 1987). Eg représente la fraction du colt provedastréducteurs qui

ne sont pas incorporés dans la biomasse, maisigtowrni I'ATP.
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Equation 3-4 : Calcul du coit de construction d’apés la composition élémentaire

cC = [GE]x[18015]
Eg

CC : co(it de construction (g glucoségS)

GE : équivalent en glucose (mot ¢1S)

180,15 : masse molaire du glucose (g ol

Ey : efficience de biosynthese 0,89 (Williams etl&I87)

Cette méthode a I'avantage de nécessiter peu g&amlElle est toutefois limitée par le colt
élevé de I'analyse élémentaire. La déterminatiomydjéne par pyrolyse peut provoquer des

problemes, dus a la formation des oxydes (Lafitik lcoomis 1988).

» Estimation du codt par la chaleur de combustion

De la méme maniére que pour la méthode baséeasmalyse €lémentaire, cette méthode est
basée sur I'estimation du GE (équivalent en glucdsequantité d'électron est également un
facteur prédictif de la chaleur de la combustionsque la chaleur libérée pendant les
mesures calorifiques est le résultat de l'oxydatomplete du matériel. Cette oxydation
complete correspond au déplacement d'électron diaisen de type méthane (C-H) a une
liaison de type dioxyde de carbone (C=0).

Pour utiliser la méthode calorimétrique, il suffie déterminer la concentration en azote
organique, la teneur en cendres et la chaleur abgstion du matériel végétal (en brdlant un
gramme de biomasse dans un microcalorimetre etemumant la chaleur qui s’en dégage).
Plus il y a de chaleur dégagée, plus le colt dstoaction est élevé. Ainsi, brller un gramme
de lipides, libére plus d'énergie que de brlilegramme de sucres non structuraux (glucose,

fructose, sucrose).
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Figure 3-3 : Corrélation entre la chaleur de combutson (AHc) et les équivalents en glucose (GE) pour 545
composés organiques. Les données contenant du seufont issues de Cox et Pilcher in Williamst al.
(1987), toutes les autres sont issues de Weast, @)9in Williams et al. (1987). Les valeurs de GE pour les
composés contenant du soufre sont calculées avec,®OH,SO, comme produit issus de la combustion. La
différence de chaleur dégagée entre ces deux réacis est estimée a 303,4 kJ mbB (Baker et al. 1955 in
Williams et al. 1987). Les données contenant de I'azote lié direchent a 'oxygéne (n = 22) d’autres forme
d’azote (n = 102) ou du soufre (n = 134) sont répaes séparément de celles ne contenant que du caneg
hydrogéne et/ou Oxygéne (n = 287). CH(O) : losangbtancs ; CH(O)N losanges noirs ; CH(ON)S (m =
+4) : triangles blancs et CH(ON)S (m = +6) : carrénoirs, in Williams et al. 1987.

Pour l'azote, le produit final de combustion étéhtson degré d’oxydation est égal a 0.
Néanmoins, une partie peut produire de lI'acidaqut (degré d’'oxydation +5) mais I'erreur
commise en considérant que tout l'azote se retr@mes forme de Nreste marginale (<
0,5%).

De méme pour le soufre, les produits finaux de amstibn sont S@ et H,SO, (degré
d’oxydation respectivement +4 et +6). On considgre le produit final est ¥0;, il n'y a
pas lieu de tenir compte de la concentration erai®s da calcul du colt de construction
puisque que c’est le méme degré d’oxydation deulace et I'erreur commise est négligeable

compte tenu des faibles concentrations en S daris#is végeétaux.
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Equation 3-5 : Calcul du codt de construction d’apés la chaleur de combustion

kxNy, 18015
X
140067 24

(0,06968< AH . - 0,065)% (1- MIN) +
CC =

Eg
CC : coit de construction (g glucos® g
AHc : chaleur de combustion de I'échantillon (K) g
Min : minéraux (g gMS)
Norg : azote organique (§'HS)
n : degré d’oxydation de I'azote source (n = +5m¥8@; et n = -3 pour N)
n’ . degré d’oxydation de I'azote final ; n’= 0 ¢da produit final est le B
k : difféerence de degré d’oxydation de I'azote eré source et le produit final
k=n-n"orn'=0donck =n
180,15 : masse molaire du glucose (g hol
14,0067 : masse molaire de I'azote (g Mol
24 : nombre d'électrons impliqués dans la réduatione mole de glucose
Ey : efficience de biosynthese 0,89 (Williaetsal. 1987)

La premiére partie du premier terme de I'équationrespond a la corrélation entre les
équivalents en glucose (GE) et la chaleur de cotidrude la matiére organique (Figure 3-
3 ; Williamset al. 1987). La deuxieme partie du premier terme perrietpdimer la relation
par rapport a la matiere seche, puisque la matiéggtale contient des minéraux. La
deuxieme partie de I'équation corrige par rappdiazote contenu dans la biomasse. Le tout
est divisé paEy (efficience de biosynthése) qui est le rapporteshénergie contenue dans
les tissus et I'énergie nécessaire a leurs syrdhEgepermet ainsi de convertir I'équivalent
glucose (GE) en colt de construction (CC).

La méthode calorimétrique est plus rapide a mettr®euvre que la méthode biochimique.
Elle nécessite toutefois un calibrage du microdalétre (Annexe D) Encore une fois, la
relation est compliquée par I'utilisation de I'efftnce de biosynthése (qui est un paramétre
estime). Hélas, comme toutes les méthodes rapides iun inconveénient, il s’agit d'une
approche globale et si des différences de CC dosereées, 'origine biochimique de ces

différences reste inconnue.
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» Estimation du codt par la teneur en carbone

L'état de réduction des différents composeés eséléoa leur teneur en carbone (Vertregt and
Penning De Vries 1987). La teneur en cendres, eteat en carbone de la matiére végétale
suffit & évaluer le colt de construction. La c@tiéhn entre la teneur en carbone et le codt de

construction d'un certain nombre de composeés estréedans la

Figures-4.
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Figure 3-4 : Rapport entre le colt de constructioret la teneur en carbone des composés modéles desdiv
groupes de constituants de la biomasse de la plante Acides organiques ; 2. Glucose/sucrose/amidp8.
(Hémi)cellulose ; 4. Protéines (issu de Nf); 5. Prunasine (un glucoside cyanogénique); 6.chle
caféique (un phénol) ; 7. Chalcone de Narrengeninug flavonoide) ; 8. Umbelliferon (une coumarine) 9.
Lignine ; 10. Diplacol (un favonoide) 11. nicotine (issu de NH,", un alcaloide ; 12. Lipides ; 13. Limonéne
(un monoterpéne) ; a. Protéine (issu de N§) ; b. Acide Ellagic (un tanin) ; c. Prunasin (issude NG;) ; d.
Nicotine (issu de NQ@). La ligne de régression est adaptée pour les ptsnde 1 a 13. Des colts de
construction sont issus Penning Vries et al. (19741983), Merino et al. (1984) ; Lambers et Rychter

(1989). Les codts pour I'acide ellagic sont une eépmentation (Lambers and Rychter 1989).

Cette régression n'est valable que siJNBst la source exclusive d’azote. Si I'azote esi is
de NG, le colt des protéines (points a et d) se sitea bu-dessus de la régression et la

regression n'est plus valide. Dans de telles siust I'azote organique (N) doit étre
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déterminé séparément, la formule inclut alors uft @dditionnel pour la réduction des

nitrates.

Equation 3-6 : Calcul du codt de construction d’apés la teneur en carbone

Cun }X(l— MIN)+5325x N,

(1- MIN)

CC : co(t de construction (g glucose §IS)

CC= {— 1,041+ 5,077x

Ciat €t Norg : cOntenu en carbone total et en azote organigjge MS)
MIN: contenu en minéraux (g'dVS)
MS : matiére séche (g)

La premiere partie du premier terme correspondguhtion de la droite de la

Figure3-4 (Poorter 1994). La seconde partie du premierdecorrige d’apres les minéraux
contenus dans la biomasse. Le second terme conegspocodt additionnel pour la réduction
des nitratesCi; et Nyt : sont déterminés par analyse élémeni@irsmexe F) En déterminant
séparément la concentration en nitrates, il essiplesde déterminer la concentration en N
organique (Norg) a partir de N . Les minéraux peuvent étre assimilées aux cendres

(déterminés par calcination). Cette méthode egtlsinnapide et peu colteuse.

e Comparaisons des différentes méthodes d’estimatiarcolt

Williams et al. (1987) ont comparé 3 méthodes d’estimation du celtonstruction : la
méthode basée sur I'analyse biochimique, la méthadee sur I'analyse élémentaire et la
méthode basée sur la chaleur de combustion. Se®8 méthodes ils ont estimé les codts de
construction des feuilles d’arbustes du maquisf@alien (chaparral). Les deux méthodes
basées sur I'estimation du GE (analyse élémenairghaleur de combustion) étaient trés
fortement corrélées, la calorimétrie avait toutefteindance a surestimer les valeurs de co(t
de construction par rapport a I'analyse élémentaigeméthode biochimique surestimait de
20% a 22% le colt par rapport a la méthode baséa suicrocalorimétrie. Cette différence a
éte attribuée aux sources d'erreur multiples acegmgnt les nombreuses analyses

biochimiques. Plus tard, ces 3 méthodes d'estimatia coldt de construction ont été
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comparées en y ajoutant la méthode basée sur éarterm carbone (Lafitte and Loomis
1988). Finalement, la méthode basée sur I'analyéenentaire donne les plus basses
estimations, suivies de la méthode du carbone deegt and Penning De Vries (1987), puis
la méthode de la chaleur de combustion et finalénbenméthode de l'analyse de la
composition biochimique de Vertregt and Penningviies (1987).

Ici, jai comparé les valeurs de colt de constarcthbtenues par la méthode du contenu en
carbone avec celles obtenues par la méthode c&ligme, sur 29 échantillons couvrant une
large gamme de valeurs de colt de constructionfgdiéles, de pétioles , de tiges et de
racines de deux espéces tempérées). Les deux ragtboat bien corrélées & 0.89, n = 29,

p < 0.0001) mais la méthode calorimétrique a teoeladn donner des valeurs de codt de
construction plus faibles que celle basée du potmge de carbonéAnnexe A). Les
différences de valeur entre les deux méthodes d®itibrdre de 13 % (en moyenne 146
0,09 g glucose YMS en microcalorimétrie contre 1,2D,10 g glucose § MS & partir de la
teneur en carbone). Ces différences peuvent étes dwx conditions d’étalonnage du

microcalorimeétre.
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O - B /'/ - )
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CC calorimétrie(g g'UCOSG._d)

Figure 3-5 : Corrélation entre le coit de construdbn (g glucose g MS) estimé par calorimétrie (Williams
et al., 1987) et estimé par la méthode de la teneen carbone (Vertregt et Penning de Vries, 1987) su
différents organes (feuilles, tiges, pétioles et chis) de deux especes tempéréeA. (platanoideset F.

excelsio) récoltées sur le site du Graoully (n = 29). La bsectrice est représentée en pointillés.

Un résultat similaire a été obtenu sur des échamsilde chéne pédonculé cultivés sous

ombrieres (Barthod and Epron, 2001, non publiés kaleurs de colt de construction
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obtenues avec les deux méthodes étaient égalemeament corrélées 4= 0,76 ; p<
0,001).

3.3. Les déterminants biochimiques du codt de construatn

Dans cette étude, la méthode du contenu carborté ahéisie pour analyser le colt de
construction. Cette méthode nécessite la déterimmatu contenu en minéraux, en azote

organique et en carbone total.

* Les cendres et les minéraux

Normalement, le contenu en minéraux (MIN) est daléupartir des contenus en cendres, en
nitrates et en carbonates car la masse des cendresflete pas directement la minéralo-
masse. Lors de la calcination, les nitrates setilistnt, la perte de ceux-ci entraine une sous-
estimation du poids des minéraux. A l'inverse, ldesla calcination, des carbonates issus de
la réaction des acides organiques avec le dioxgdeatbone atmosphériques apparaissent.
Ceci entraine une surestimation du poids des miré@es deux corrections se compensent
partiellement. Comme les dosages des carbonatesit(pge acido-basique) et des nitrates
(par spectrophotométrie) sont relativement longguet les minéraux ne représentent que 5%
de la biomasse veégétale, les minéraux sont assindlé& cendre§Annexe F) Cette
approximation d'utiliser les cendres au lieu desdraux entraine une surestimation du CC

de 1,5% en moyenne.

» L’azote et les protéines

bY

Le contenu en protéine (PROT) est calculé a pdeirN,qen considérant qu’il y a en
moyenne 0,16 gramme de N par gramme de profAimeexe F).

L’azote organique correspond a l'azote total auqulietonvient de soustraire l'azote
inorganique (les nitrates). Les nitrates ne remité&se en général que quelques pourcent de
I'azote total. Assimiler I'azote total a I'azoteganique entraine une surestimation du CC de
0,3% en moyenne.

L’azote total et le carbone total ont été dosés gralyseur élémentaire dont la précision

absolue est de *+ 0,2¢Annexe F).L’erreur due a I'analyseur élémentaire sur 'azné&aine
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une erreur de 0,02% sur le CC. L’erreur due a limsaur €élémentaire sur le carbone entraine

une erreur de 0,3% sur le CC.

Le probléme concernant la nature de la nutritiootéz de la plante est plus délicat a
résoudre. Si I'azote provient exclusivement de;Nk plante n'a pas besoin de fournir
d’énergie pour réduire les NOen NH,". Par contre si 'azote provient des N@t si il est
réduit dans les tiges ou les racines, ce codt dectidon doit alors étre inclut. La réduction
des NQ dans les feuilles (durant la période diurne) dé da dépend des équivalents
réducteurs générés dans les chloroplastes. Par siatréduction a lieu dans les organes non
photosynthétiques ou dans les feuilles a I'obséuté réduction des NQutilise le pouvoir
réducteur généré par I'oxydation du glucose. Loedgs racines des plants sont exposées aux
deux formes d’azote (NQDet NH;") il est difficile de déterminer le ratio de NGet NH,"
prélevé. Dans ce cas, soit les études supposentegueitrates sont la source exclusive
d'azote, soit les études supposent une alimentadimmoniacale (ou une réduction
photosynthétique des nitrates). Dans le premier leasétudes conduisent a une estimation
haute du colt de construction, dans le deuxiéemdemgtudes ne considéerent pas le colt de
réduction des nitrates, elles conduisent a unenaitn basse du codt de construction. Dans
notre étude, nous avons calculé le colt de congiruen considérant une nutrition
ammoniacale et donné systématiquement la valeusesmondant a une nutrition sous forme
de nitrate, sachant que la valeur vrai se situedéa$ deux.

Pour résoudre ce probleme, I'une des solutionstsigatravailler sur sol acide (un sol de
source exclusivement ammoniacale). Une autre solusierait de vérifier en conditions
contrélées la préférence nutritionnelle de chagsmeee étudiée or nous avons choisi de
travailler in situ.

Pour vérifier la nature de la nutrition azotéegdanposition isotopique en azote des feuilles a
été déterminée. Lors du processus de minéralisatonle nitrification de l'azote, un
fractionnement isotopique se produit durant leglesl molécules contenant N se
transforment plus rapidement que celles contenant. Le résultat est que le N de la
matiére organique est plus riche’@ que le N de 'ammoniaque et lui-méme plus riche q

le N des nitrates. Comme I'abondance naturell&¥mesurée dans une plante est proche de
celle de sa source d’azote, I'utilisation des mesisotopique$N sur les feuilles fournit des
informations sur l'acquisition de l'azote par lamte. Cet outil est particulierement bien

adapté pour la mise en évidence de différencesspéeifiques de nutrition azotée.
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Les signatures isotopiques semblables de N danfed#ies d’'ombre et de lumiere du hétre
et de I'érable sycomore soutiennent I'hypothéselegiplantes emploient la méme source de
I'azote quelque soit le climat lumineux. En revantds différences de signatures isotopiques
de N dans des feuilles des différentes espéceserdissupposer des nutritions azotées
différentes.

Ainsi, lorsqu’il s’agit d’étudier la plasticité dhe méme espece les erreurs faites sur de CC
des plants d’'ombres et de lumiére sont les mémeisdipe la nutrition est la méme), la
comparaison intraspécifigue n’est pas erronée éeuvs relatives). En revanche comme les
especes n'utilisent pas la méme source d’azoteellefaite sur le CC de chaque espece n’est

pas la méme, les comparaisons interspécifiquesimedélicates.

» Les composés phénoliques

Les phénols solubles sont extraits du matériel tatgdec une solution de méthanol, puis
dosés par colorimétrie avec le réactif de Folinc@ieu(Annexe F).Les phénols sont des
composés codteux et sont connus pour varier avelahat lumineux. Un de leur nombreux
réle étant de protéger la feuille contre les raymnents UV. Dans le cadre de cette étude, il
est donc important de bien les déterminer.

Les composés phénoliques présents dans la feuwhé extrémement difficiles a doser
puisque chaque méthode est plus ou moins spécifijuee catégorie de composés
phénoliques. La plupart des méthodes nécessiteptegnier lieu I'extraction des composeés
phénoliques, or certains phénols protégent laléedis rayonnements UV et sont insolubles
tandis que d’autres, situés dans le mésophile salobles mais ne protegent pas la feuille
contre les rayonnements UV. De plus, ces méthodeségessitent une extraction prennent
du temps. Elles limitent les applications dans é#sdes sur le terrain qui exigent des
comparaisons multiples et rapides parmi des gémetgp parmi des plantes soumises a des
environnements contrastes.

Récemment, des méthodes employant la fluorescdriosophyllienne ont été développées
pour évaluer les propriétés absorbantes des feuilens I'UV. Le rapport entre la
fluorescence chlorophyllienne induite par un rayamant UV et par rayonnement visible est
lié a la transmittance de I'épiderme dans la régign(Bilger et al. 1997 ; Barnest al. 2000

; Burchardet al. 2000 ; Markstadtest al. 2001 ; Ceroviet al. 2002 ; Krauset al. 2003a).
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Une pince a feuille portative (Dualex®, Dual Extita, prototype, CNRS-LURE, France,
fluorimetre a double excitation) est utilisée patwaluer de facon non destructive les
composés phénoliques présents dans I'épidermefdeille (Goulaset al. 2004 ; Cartelagt

al. 2005),(Annexe B)

Figure 3-6 : Photographie de la pince a feuille paative (Dualex®, Dual Excitation, prototype, CNRS-
LURE, France, fluorimétre a double excitation).

La mesure de l'absorbance épidermique de la feaile lumiére UV est basée sur l'effet
écran de I'épiderme qui absorbe une partie denteéhe UV incidente et donc diminue la
guantité de lumiére disponible pour I'excitation ldefluorescence chlorophyllienne. Une
lumiéere rouge incidente est employée comme référ@nisque I'épiderme de la feuille est
presque transparent dans cette région spectraléeuile est alternativement illuminée par
deux diodes, I'une dans 'UV (375 nm) et l'autrendde rouge (655 nm) a une fréquence de
modulation de 1 kilohertz. La transmittance de ilépme dans I'UV est calculée par le
rapport entre les intensités des diodes quand @es sburces lumineuses sont menées a la
méme intensité de fluorescence chlorophylliennensiil'absorbance de la feuille aux
rayonnements UV peut facilement étre définie. Ceti&thode non invasive a le grand
avantage d'estimer la pénétration des UV sansrpertles propriétés optiques des feuilles.
Mais, le Dualex® est lui méme spécifigue des corépoprésents dans |'épiderme et
absorbant les UVA (315-380 nm).

Sur un sous échantillon de feuilles, une companaisst établie entre les valeurs
d’absorbance fournies par le Dualex® et cellesrlde sur un extrait méthanolique (sur les

mémes feuilles). Une tres bonne corrélation ents deux mesures a été observée.
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Cependant le Dualex® nécessite au préalable ungratgdn pour chaque espef&nnexe
B).

» Le résidu pariétal et ses constituants

Les lignines et les sucres structuraux (TSC utmde, hémicellulose) sont les constituants
du résidu pariétal. Le résidu pariétal est unectiine colteuse et peut représenter jusqu’a 50
% de la biomasse. Le résidu pariétal est obtenueptactions successives de la matiére
végétale (méthanol, chloroforme puis hydrolyse @cidla part des lignines et des sucres
structuraux est déterminée classiquement (a petieur teneur en carbone respective et la
teneur en carbone du résidu pariétal, Poorter atar\1997) et par une nouvelle méthode

développée dans le cadre de ce travail, baséea simaleur de combustion. La comparaison

de ces deux méthodes est présentéenmexe E.

e Les autres constituants

Les sucres non structuraux et les acides organigoes des composés peu codteux, leur
concentration n'a pas été déterminée. Les lipides extraits du matériel végétal avec une
solution de chloroforme puis déterminés par gratiiméapres évaporation du solvant

(Annexe F).

3.4.Variabilité de la composition biochimique et du CC des tissus

végetaux

» Les facteurs biologiques

Les différences de colt de construction les pludegNes sont observées entre les différents
organes de la plante, du fait de leurs grandegrdifites de composition biochimique. En
moyenne le co(it d’une feuille est de 1,5 g gluap§ees tiges sont un peu moins coliteuses
avec 1,45 g glucose'eet les racines encore moins avec 1,33 g glucogPaporter and Villar
1997). Le colt élevé des feuilles s’explique par ferte teneur en protéines et par leur faible
teneur en minéraux (Poorter and Bergkotte 1992 iffiGret al. 1993). Il existe une
corrélation positive entre les concentrations eot§ines et en acides organiques. Cette
corrélation est expliquée par le fait que toutN&E3;™ transportés aux feuilles y sont réduits.
Comme la réduction des nitrates nécessite dessaoid@niques pour accepter leur charge,
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une partie de ces acides est stockée dans leslgades feuilles (Dijkshooret al. 1968 in
Poorter and Villar 1997). Malgré une forte concatidén en lignines, les tiges des espéces
ligneuses ne présentent pas de co(t particulierenédevé, car les lignines sont
accompagneées d'une augmentation de la concentratioFNC (cellulose) peu colteux. La
mycorrhization des racines fibreusesCitrone volkameriana entraine une augmentation de
la concentration en lipides se traduisant par uiit ptus élevé de 8 % par rapport aux racines
non infectées (Peng al. 1993, in Poorter and Villar 1997). Le plus souyéed différences

de composition entre les tiges et les racines getites, comparées a celles des feuilles. Les
graines et la chair des fruits sont des organescéteux a produire, ils sont caractérisés par
des concentrations élevées en TNC et en lipidede daibles concentrations en minéraux
(Penning de Vries 1983). Contrairement a la cheifrdit, les graines peuvent présenter des
concentrations élevées en protéines. La variat®rladcomposition chimique des pieces
reproductrices des plantes est beaucoup plus grgueleelle des organes végétatifs. Ceci
reflete la fonction de ces pieces a accumuler degposés de stockage de divers types, ou

pour attirer différents animaux dispersants legngsa(Jordano 1995).

Les différences de colt de construction entre I#8rents groupes fonctionnels sont plus
petites qu’entre les différents organes mais Isgltd@ts sont assez contrastés. En moyenne le
colt de construction des feuilles des espécesuggseest supérieur a celui des herbacées
(1,54 contre 1,45, Poorter and Villar 1997). Comparaux feuilles des especes herbacées,
les feuilles des especes ligneuses contiennentsmagnprotéines, moins de minéraux, et
moins d'acides organiques, des quantités semblablépides, sucres, et (hémi)celluloses,
mais des concentrations plus élevées en lignineke etomposés phénoliques solubles. La
composition biochimique des tiges des espécesuggseest semblable a celle des espéces
herbacées, a I'exception des TSC qui montrentaeseatrations beaucoup plus élevées dans
les tiges des plantes ligneuses. Malgré les diifage de colt de construction entre les
especes décidues et sempervirentes, il n'y a pasndnce trés claire qui se dégage (Navas
et al. 2003). Certaines études ont montré que les esperepervirentes ont des colts de
construction plus élevés que les especes cadudlesné et al. 1984 ; Sobrado 1991 ;
Eamus and Prichard 1998 ; Villar and Merino 20 autres études ont trouvé l'inverse
(Merino et al. 1982 ; Chapin Il 1989; Williamst al. 1989). Les feuilles des plantes
caduques ont des concentrations plus élevées &fina®, en minéraux et acides organiques
gue les feuilles des plantes sempervirentes quil@ntoncentrations en composés de défense

plus importante (lignines, phénols), les conceinat en lipides sont semblables
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(Cornelisseret al. 1997 ; Poorter and Villar 1997 ; Reiehal. 2003). Aucune différence n’a
été observée entre difféerentes formes de végétaticiiques (Chapin Ill 1989). Dans ces
climats froids ou en altitude, les lipides jouentndle important dans le stockage d’énergie
expliguant ainsi les fortes valeurs de colt de taoson des feuilles chez les espéeces de
toundra (Villar and Merino 2001).

L’ontogénie influence le colt de construction desilfes. Le co(t de construction des
feuilles caduques diminue avec l'dge (Merigp al. 1984), en revanche les espéces
sempervirentes ne montrent aucune variation (ChApit®89 ; Kull and Tulva 2002). Le
jeune matériel végétal a des concentrations élegggsrotéines (liées a la photosynthese)
tandis que les tissus plus ancien ont subi le dée8t parois cellulaires secondaires et
montrent des concentrations plus élevées en ligniee (hemi)celluloses et en minéraux
(Merino et al. 1984 ; Garyet al. 1998b) Toutefois, 'augmentation parallele de cosgso
colteux (protéines) et non codteux (minéraux) chez jeunes tissus limite la dérive
ontogénique du colt de construction. Par exempleea des espéces herbacées a croissance
rapide ou a croissance lente il n’y a pas de diffées systématiques de colt de construction
méme si la composition biochimique varie (Poorted 8ergkotte 1992 ; Cornelissenal.
1997 ; Reichet al. 1998). Les premiéres ont des quantités plus gratiegsunes tissus par
rapport aux deuxiemes. De méme, les cellules deepatlle des espéces a croissance lente
ont une surface élevée de cellules par rapportotume des cellules et ont des proportions
relativement élevées de composés pariétaux. Laaplgu temps, I'ontogénie explique la
corrélation négative entre les protéines et letiloskes et lignines (Chapin 111 1989). Au
niveau de la plante entiére les variations ontapés de 'allocation de la biomasse entre les
différents organes sont toutefois plus importaoigs les variations ontogéniques du colt de
construction des organes.

L’hypothese selon laquelle une diminution du co@tabnstruction permet d’augmenter la
capacité compétitive des espéces a été proposégilpan 1999. Cette hypothése a été
vérifiée chez les espéces invasives qui préseeterfénéral des colts de construction plus
faibles que chez les especes constitutives dedeguihatives (Baruch and Gémez 1996 ;
Baruch and Goldstein 1999 ; Nagel and Griffin 2001)

S Barthod 35



3. Le Co(t de Construction

* Les facteurs environnementaux

Des feuilles de plantes cultivées a forte dispditébén azote ont des codts de construction de
5 a 7% plus élevés que celles issues de milieuxrpayLafitte and Loomis 1988 ; Griffin
1994). En milieu nutritif élevé, les plants présentdes concentrations plus élevées en
protéines et en minéraux et des concentrationsfalbkes en (hémi)cellulose (Warire al.
1985 ; McDonaldet al. 1986). Par contre, une étude sur le terrain dsiguus especes
méditerranéennes, montre gu'’il n'y a pas de difféeesystématique de colt de construction
entre les feuilles d’individus issus d’emplacementties ou pauvres (Merino 1987). Les
racines développées dans un milieu riche en phosumt legerement moins colteuses que
celles développées dans un milieu pauvre en phosgRencet al. 1993).

Une augmentation de la concentration en, @@biante entraine une diminution du codt de
construction des feuilles de 3%, expliquée paracwimulation d’(hémi)cellulose et par une

diminution de la teneur en protéines et en minéf@rkfin et al. 1993 ; Poorteet al. 1997).

Suite au passage d’'un milieu ombragé a un milieifaux, la capacité photosynthétique
augmente, entrainant une augmentation de la coatienten hydrate de carbone (composés
peu colteux) et en azote pour la fabrication detépres photosynthétiques (composeés
colteux). Ainsi, le co(t de construction exprimé paité de masse reste relativement stable
lorsque la lumiére augmente. Certaines études ontrérune augmentation de 4% du codt
de construction des feuilles avec la lumiére, dgsdtament due a une diminution de la teneur
en minéraux pour les plants de lumiere (PoorterkEvahs 1998 ; Williamst al. 1989). De
plus, la mise en lumiére entraine des concentimtitgvées en lignines, tandis que les plantes
d’ombre accumulent plus de minéraux (Waring et1885; non publié in Poorter et Villar,
1997).

Plus largement, il a été suggeré que les espeegaéad aux habitats contraignants devaient
présenter des CC plus élev@enning De Vriest al. 1974 ; Amthor 1989). Ce point est
particulierement bien illustré par I'étude de Pk@net al. 2001) ou les espéces tolérantes au
stress (especes S de la classification de Grinagrétcelles qui présentaient les CC les plus
élevés.

Il nN'y a donc pas de conclusion générale a tirersai I'effet des différents groupes

fonctionnels de plantes, ni sur les effets degdffits facteurs environnementaux sur le colt
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de construction. En effet, les résultats des étwtes le plus souvent controversés. Les
raisons de ces contradictions sont nombreuses.

L’estimation du CC dépend de l'unité dans laquitlésst exprimé : par unité de masse ou par
unité de surface (Sobrado 1991). Du fait de lardite des méthodes d’estimation du CC, la
comparaison des résultats issus de la littérastrdificile si ceux-ci n’utilisent pas la méme
meéthode. Les différences de valeurs entre les rdéthpeuvent aller jusqu'a 20 %, ce qui
n'est pas négligeable aux vus des faibles varigtimmservées entre les différents groupes
écologiques et les effets des facteurs environntuenLorsque qu’un facteur est étudié il
faut étre sir que les autres parametres sont cagssta que le CC varie selon de nombreux
facteurs écologiques. Les incidences des facteiotegiques et environnementaux sur la
composition biochimique sont particulierement gesgour les protéines, les lignines, les
minéraux, et les TNC. Des corrélations positiveseenomposés colteux et composés non
colteux (protéines et minéraux) et des corrélatinfdgatives entre composés colteux
(protéines et lignines, lignines et tannins) exydiat I'insensibilité du colt de construction
face a ces facteurs (Chapin 111 1989 ; Poorter 1,99dorter and Villar 1997).
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Tableau 3-3 : Liste des variables étudiées, chexlespéces tempérées au niveau des feuilles, au aivde

la tige feuillée et variables environnementales.

Variables étudiées Unité Nom complet

Au niveau de la feuille

CC (g glucose 9) Co(t de construction des feuilles
RM, (9dh Biomasse relative des feuilles
SLA (m? kg™ Surface spécifique des feuilles
PHE (9 dh Contenu en composés phénoligues
MIN (9 dh Contenu en minéraux
LIP (9dgh Contenu en lipides
LIG (9gh Contenu en lignines
TNC (9dgh Contenu en composes non structuraux
PROT (9 dh Contenu en protéines
Au niveau de la tige feuillée
CC (g glucose 9) Co(t de construction des pétioles
CGCs (g glucose 9) Colt de construction des axes terminaux
RMp CEep) Biomasse relative des pétioles
RMs CEep) Biomasse relative des axes terminaux
CCa (g glucose ) Codt de construction mise en place de la

surface assimilatrice
Environnementales

GSF % Facteur global du site
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4. VARIABILITE INTERSPECIFIQUE ET PLASTICITE DU
COUT ASSOCIE AU DEPLOIEMENT DE LA SURFACE
ASSIMILATRICE

4.1.La notion de colt associé au déploiement de la sade assimilatrice

Le bilan carboné d’'une plante dépend non seulemeri capacité photosynthétique des
feuilles, mais également de leur capacité a inptecel'énergie lumineuse et des codts
énergiques pour produire et pour maintenir la serfassimilatrice et les organes non
photosynthétiques (Givnish 1988 ; Messieal. 1999). Plus le colt du renouvellement de la
surface assimilatrice sera faible, plus le tempsesg&aire au « remboursement » de cette
dépense sera court et donc plus vite les feuillegeddront une source de carbone qui
assureront la croissance et I'entretien de la plantiere (Williamst al. 1989 ; Poorter 1994

; Poorter and Rose 200%5Annexe A).

Le co(t associé au déploiement de la surface dasiicé par unité de surface a été défini
comme étant la quantité de glucose par unité danécessaire a la croissance de la tige
feuillée de I'année (CfK). Jusqu’a présent, la plupart des travaux ontidéns le colt de
construction des feuilles et leur temps de retauirs/estissement en ignorant que les feuilles
ne fonctionnent pas par elles-mémes mais nécessdasrstructures pour étre maintenues afin

d’intercepter la lumiére (Poorter 1994).

Equation 4-1 : Calcul du codt associé au déploiemede la surface assimilatrice

_ CC,xRM, +CCixRM +CC, xRM,,

CcC,
SLAXRM,

CCa: colit associé au déploiement de la surface assiiné (g glucose i)
CC_L. CGs. CGCe: colt de construction des feuilles, axes et pggi¢bu rachis) qui constituent
la tige feuillée annuelle (g glucos&)g
RM_. RMs. RMp: biomasse relative des feuilles, axes et péti@agachis) par rapport a |a

biomasse de la tige feuillée annuelle {§ g
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D’aprés I'équation, le colt de construction assaci@éploiement de la surface assimilatrice
dépend de facteurs morphologiques (contributioatired de chaque organe a la biomasse de
la tige feuillée, surface spécifigue des feuillet) de facteurs biochimiques (co(t de
construction des feuilles et des structures pogteusges annuelles et pétioles) qui dépendant
de la composition biochimique de ces organes. Lg G€la tige feuillée ajoute donc une
composante énergique au colt en matiere sechalpplayer la surface foliaire proposée par
(Pickupet al. 2005).

En supposant que I'assimilation photosynthétiqueadbone est liée a la surface de feuille, le
colt de construction de la tige feuillée de I'anegprimé par unité de surface (&&st une
estimation du rapport entre le colt carboné etir garboné. Ce rapport colt/bénéfice est un
trait qui pourrait étre lié a la tolérance a I'orade. Sous un climat lumineux donné, il est un
indicateur du temps requis pour que la tige fegitlé I'année rembourse son propre co(t et
devienne une source de carbone a part entiere Ipsuautres organes de la tige feuillée.
(Williams et al. 1989 ; Poorteet al. 2006).

La réduction de ce codt, soit au travers de la asitipn biochimique des organes, soit au
travers d’'une augmentation de SLA, permettrait éeduire le temps de retour sur
investissement de la tige feuillée, et d’augmel@eyain de carbone, et plus généralement, la
vigueur de la plante. Par exemple, la vigueur dp®ees invasives par rapport aux especes
indigenes a pu étre associée a un colt de corietrude la feuille inférieur et & un SLA élevé
(Nagel and Griffin 2001 ; Baruch and Goldstein 199gelet al. 2002).

4.2.Les différences interspécifiques de mise en placee da surface

assimilatrice

Les différences interspécifiques de mise en placéadurface assimilatrice ont été étudiées
sur neuf espéces ligneuses des foréts tempéréesiseespeces tropicales plus ou moins
tolérantes a I'ombrage, toutes au stade de seres.plants ont été prélevés en sous bois
correspondant a un rayonnement théorique relatitt@ur Global du Site, GSF) compris
entre 10 % et 20 %. Des effets ontogénig@dsnemets 2006) ne peuvent pas étre
entierement exclus de notre étude du fait de nplie d’échantillonnage, méme si nous

avons pris soin de prélever des échantillons dlegaimilaires.
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» Les différences interspécifiques de colt de conetion des feuilles

La Figure 4-1 représente la gamme de variabilitérgpécifigue du colt de construction des
feuilles (g glucose 9 des espéces tempérées et tropicales étuthémexe A, Annexe B,

Annexe C et Annexe E).

1,7

1,6 ]_ ....... IS -
g | dd
A B . IF& ________ Tnfla | .
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D c Tc I
L 13 Fésa Ap Sg
O
O g2+ I{e

11 Yg

Intolérantes  Mi-tolérantes Tolérantes
1
Especes tempérées Especes tropicales

Figure 4-1: Colt de construction (g de glucose reds par g de biomasse formée) pour 12 espéces
ligneuses feuillues (9 tempérées décidues et 3 ticgdes). Le point représente la moyenne. Le nombtetal
d’'observation est le suivant : pour les especes tpérées :A. pseudoplatanus Ln = 14;F. sylvatical. n =
21; S. torminalis L n =9;S. ariaL.n =19; A. campestre Ln = 19; A. platanoides L.n =24; U. glabra.n =

9; F. excelsior L.n =21; T. cordata n = 17 et pour les especes tropicalekicania alba n = 24; Symphonia
globulifera n = 23; Tachigali melinonii n = 30. Les espéces tempérées sont classées par groupe d
tolérance a 'ombrage. La barre verticale représerd la différence entre le CC calculé en supposant an
nutrition azotée exclusivement ammoniacale (valeuminimale) et le CC calculé en supposant une
nutrition nitrique (co(t maximal). L'écart type entre les différents plants étant négligeable par rapprt

au surcodt d’'une nutrition nitrique, il n'est pas représenté. La ligne horizontale continue représenta
médiane. Les lignes en pointillés représentent legquartiles 25% et 75% des valeurs de co(t de
construction obtenues sur 203 espéces ligneuses différents écosystémes (tempéré, tropicale, boréal)

estimées par différentes méthodes en supposant umetrition nitrique (Poorter and Villar 1997).

Il'y a des difféerences de colt de constructionecihes feuilles des différentes especes
étudiées. Dans certains cas, les valeurs de caitisf@rieures a 1,13U, glabra) dans
d’autres cas, elles sont supérieures a 1,4 g gugb§-. sylvatica). Les différences trouvées
ici varient d’un facteur 0,3 soit 25%. Les difféces de colt sont également importantes pour
les espéces tropicales (1,45 pouk.lalba et 1,29 pour I&. globulifera). Cette variabilité est
susceptible de jouer un rdle important au niveauladdalance carbonée de la plante,
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puisqu’une espece peut dépenser 25% de carboriasepqur la croissance des feuilles ( soit
pour une activité métabolique plus élevée, soir pouinvestissement plus important dans les
mécanismes de protection contre les herbivores®pdthogenes).

Méme en considérant le surcodt résultant d’'uneatdalu des nitrates dans les organes non
photosynthétiques (représenté par la barre d’eréas valeurs observées sont inférieures a
celles observées par Poorter and Villar (1997).i @eat étre du a I'étendue des especes
regroupées dans la synthése de Poorter qui condemespeces issues d’'une large gamme
d’environnement (espéces boréales, méditerranéeterapérées et tropicales), caduques et
sempervirentes, feuillues et coniferes. Notre étndeconcerne que 9 especes tempérées
caduques et 3 espeéces tropicales. De plus, natvailtporte sur des individus récoltés en
sous bois, ce qui pourrait suggérer une certaiaeigité du CC, dont les valeurs a 'ombre
seraient plus faible gu’en pleine lumiére (Williastsl. 1989).

Des variations interspécifiques du CC des feublesient déja été rapportées (Griffin 1994 ;
Villar and Merino 2001). Souvent, ces differences @é soulignées entre différents groupes
fonctionnels d'espéces comme des espéces herlyzaéemgpport a des arbres, des feuilles
caduques par rapport a des feuilles persistantes, ahgiospermes par rapport a des
gymnospermes (Poorter 1994 ; Merino 1987 ; Poamelr Villar 1997 ; Eamuset al. 1999 ;
Villar and Merino 2001 ; Navaat al. 2003). Le CC des feuilles difféere également enage d
plants de stratégie écologique différente (P'yardtaal. 2001) ou encore entre des especes
indigénes et des espéces envahissantes (Barucbadaistein 1999).

Ici, nous observons de grandes variations du celodstruction des feuilles chez des semis
d'arbre a feuilles caduques partageant le mémeoemément. Ces différences de colt de
construction peuvent avoir des conséquences sbilda carboné de jeunes plants sous
couvert.

Il a été montré que le colt de construction degllésud’especes du genfiper était plus
élevé chez les especes héliophiles (qui participarppremier stade de succession) que chez
les especes sciaphiles (qui arrivent plus tardiverdans la succession, Williarasal. 1989).

Ceci différe de nos résultats car, bien que Idgmifices entre nos 9 especes tempérées soient
plus prononcées que celles obtenues entre les essp@®iper, nous n’'observons pas de
relation entre le colt de construction des feudlele tempérament des especes par rapport a
la lumiére. De fortes valeurs de colt de constougtieuvent étre observées chez des espéces
tolérantes F.sylvatica) comme chez des especes intolérarfear{a), tandis que les colts les

plus faibles sont trouvés chez les especes miatolés E. excelsior etU. glabra).
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Cependant, la grande variabilité du CC des feuileggére une grande variation de la

composition biochimique dans les feuilles de casgs arbres.

* Les différences interspécifiques de composition dhimnique des

feuilles

La Figure 4-2 représente la gamme de variabilité interspécifiglee la composition
biochimique des feuilles (mgXy des espéces tempérées étudiées sur le site dullgra

(Annexe A et Annexe C).
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Figure 4-2 : Caractérisation de la composition bidgimique des feuilles de 9 espéces tempérées fewu
Les points représentent les moyennes. Concentratioen minéraux, lipides, protéines, (hémi)celluloses,
phénols et lignine (mg g). Suivant les espéces et les composés mesurésiolmbre total d’observation
varie entre les valeurs suivantes A. pseudoplatanus L: n=16-21 F. sylvatica L :7-21; S. torminalis L.n=
5-9; S. aria L.n= 7-19;A. campestre Ln= 7-19;A. platanoides Ln= 10-24;U. glabran=:5- 9; F. excelsior

L. n= 7-21;T. cordata.n= 7-17. Les espéces sont classées par groupe déramce a 'ombrage. La ligne
horizontale continue représente la médiane. Les lgs en pointillés représentent les quartiles 25% 5%
des valeurs de co(t de construction obtenues sur 2@spéces ligneuses issues de différents écosysteme
(tempéré, tropicale, boréal) estimées par différeis méthodes (Poorter and Villar 1997). Nous n’avons

pas réalisé I'analyse biochimique sur les espécesyicales.
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La composition biochimique des feuilles des newizeees étudiées est dans la gamme des
valeurs rapportées pour des feuilles des espage=ukes de différents écosystéemes (Poorter
and Villar 1997). Toutefois les especes étudiéesritun contenu en lipides plus élevé que
les valeurs issues de la compilation de Poorteanetontenu en lignines inférieures. Nous
observons de grandes variations de la compositmrhimique des feuilles des semis d'arbre
a feuilles caduques partageant le méme environrien@as differences de composition
biochimiques permettent dans certains cas d’exgtitps valeurs hautes ou basses du CC des
feuilles. Par exemple, les feuilles e glabra présentent un faible CC, qui s’explique bien
par une plus grande richesse en minéraux (centles) eellulose que les autres especes et de
moindres concentrations en lipides, en composésaqtigées solubles et en lignine. Les
feuilles contienent donc plus de constituants paitatix et moins de composés colteux par
rapport aux autres espéces. Les colts élevés deedede F. sylvatica et d' A.
pseudoplatanus sont liés a de fortes teneurs en lignines et pidds. Les autres especes
montrent souvent une concentration élevée danslisncomposés colteux (lignines, lipides,
composés phénoliques ou protéines) en méme temseqeoncentration élevée dans un des
constituant peu codteux (minéraux, TSC, TNC ou exidrganiques, les deux derniers
n‘ayant pas été déterminés ici), ou encore un iBoguientre deux constituants colteux ou
deux constituants peu codteux (Chapin 11l 1989 oriaw and Bergkotte 1992). C'est par
exemple le cas pour. cordata qui contient beaucoup de protéines mais peu dénbgnet
peu de composés phénoliques, pBurexcelsior qui contient beaucoup de cendres et de
composeés phénoliques, ou encore pbusylvatica de qui contient beaucoup de cellulose
mais peu de cendres.

La différence de CC des feuilles entre les arbessabpéeces ligneuses a feuilles caduques,
semi caduques et sempervirents a pu étre explipaééeur contenu de lipide (Villar and
Merino 2001). La concentration en lipides doit e des facteurs déterminant responsable
de la variation du CC associé a la durée de viefel@tles et du type d’écosysteme. Le
mangue de variation interspécifigue du CC des lEuitdlans des études précédentes était
souvent lié a des corrélations positives entrecoesposés a haut et faible colt (protéines et
minéraux par exemple), (Chapin 111 1989 ; Poort@®4 ; Poorter and Villar 1997), ou encore
a des corrélations négatives entre composés coateure les protéines et la lignine et les
tannins (Chapin 11l 1989) ; les protéines et lagxi Mais dans notre étude, nous observons
des corrélations négatives entre la lignine eme®raux (r = -0,85) et entre la cellulose et

les composés phénoliques (r = - 0,75) qui pouegiliquer les différences interspécifiques
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de CC des feuilles. En effet, les facteurs pringpaxpliquant les variations interspécifiques

du CC des feuilles sont les quantités de minérade éigninegAnnexe C).

Nous avons réalisé une analyse en composantespates (ACP) afin de rechercher les
directions de I'espace qui représentent le miesicderélations entre les différentes variables
étudiées. Afin de juger de la contribution de cledamille de composés a la variabilité

interspécifique des colts de construction deslésuil

L’ACP a permis de faire ressortir deux axes : I'dkeen abscisse explique 34 % de la
variance des différentes especes tempérées. Ceritmee est fortement influencée par le
contenu en lignine (positivement) et le contenurenéraux (négativement). Le second axe,
en ordonnée expliqgue 23% de la variance des difféseespéces tempérées. Cette variance
est fortement influencée par le contenu en progeiee cellulose et le SLA (positivement) et

par le contenu en phénols et lipides (négativement)
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Figure 4-3 : Analyse en composantes principales deariables de la composition biochimique et du co(t
de construction des feuilles par groupe d’espécedse carré des corrélations présente la structuratiordes
variables mesurées et leur corrélation avec les axerincipaux : SLA : surface spécifique des feuillg
CC : colt de construction des feuilles, PROT : coenu en protéines, CELL : contenu en (hémi)cellulose
LIG : contenu en lignines, MIN : contenu en minérax, LIP : contenu en lipides, PHE : contenu en
composés phénoliques. L'axe 1 en abscisse expligBé % de la variance des différentes espéces

tempérées. L'axe 2 en ordonnée explique 23% de lanvance des différentes especes tempérées.
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En positionnant les différents plants selon cex@es, il apparait que les variables choisies
permettent de bien séparer les différentes espésléss se positionnent sous forme
d’agrégats). En revanche, en positionnant les geuge tempérament (intolérantes,
intermédiaires et tolérantes, il s’'avére que lesiabées choisies n’expliquent plus le

tempérament des espéces (les groupes de tolé@moepsrpillés sur le graphique).
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Figure 4-4 : Analyse en composante principales, b& 1 représente les variance expliquée majoritaireemt
par le contenu en lignine (dans le sens positif) & contenu en minéraux (dans le sens négatif). [Xa 2
représente la variance expliquée majoritairement pale contenu en protéines, en cellulose et le SLAdns
le sens positif) et le contenu en phénols et enitips (dans le sens négatif). Le graphe de gaucheépente la
répartition des plants des différentes espéces tedages dans le plan défini par les variables mesurge
alisier blanc (triangles blanc, n = 7), alisier tominal (triangles noirs, n = 4), érable champétre @rrés
gris, n = 7), érable sycomore (carrés blancs, n 3,&rable plane carrés noirs, n = 9), fréne (rondsoirs, n
= 6), hétre (ronds blancs, n = 16), orme (étoile, 1 4), tilleul (croix, n = 7). Le graphe de gauchprésente
la répartition des groupes de tolérance a I'ombragelans le plan défini par les variables mesurées ed
espéces de lumiere (rond blanc, n = 14), les espea® mi-ombre (ronds gris, n = 26) et les especes

d’ombre (ronds noirs, n = 28).

Cependant, I'analyse de la composition biochimigies feuilles de plants croissant en
régénération naturelle en forét tempérée ne perpat de mettre en relation les
concentrations des différents composés biochimigues le tempérament des espéces.

L’analyse de la composition biochimique des fesilgermet d’expliquer les variations du
co(t des feuilles. Cependant les grandes difféeedeecompositions biochimiques entre les

feuilles des différentes espéces ne sont paséefiétans leur totalité par le CC des feuilles.
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Le CC se réevele moins différent entre les diffegenespeces, méme si la composition
biochimique de l'organe est différente, du fait @enpensations qui existent en termes de

co(t énergétigue entre les différents composés.

» Les différences interspécifiques de colt de constion des autres

organes

Les tiges sont en moyenne plus colteuses que déede contrairement a ce qui a été
rapporté (Poorteet al. 1997). Cette différence disparait néanmoins si,nmaerPoorter, nous
incluons le col(t énergétigue de la réduction desates dans les organes non
photosynthétiques. Ce colt de construction élevé (@3 tiges est du a de fortes teneurs en
lignines. Le colt de construction des pétiole efdrieur a celui des feuilles, ceci a déja été
rendu compte dans de nombreuses espéeces (Niiné8g8sAnnexe A). Quoigu’il en soit,

les especes qui ont un codt de construction deléefeimportant montrent également un coat
de construction des tiges et des pétioles élévésyfvatica). Ce n'est pas en accord avec
I'hypothése que les espéces qui ont le moins deosumécanique (moins de lignine) dans
leurs brindilles exigent plus d'appui dans les lfesii(plus de lignine, Pickupt al. 2005

Annexe A et Annexe C).

» La surface spécifique des feuilles

De grandes différences de surfaces spécifiquefeddle (SLA) et d’allocation de biomasse
au sein de la tige feuillée sont observées ensediférentes especggnnexe C). Les
feuilles représentent la majeure partie de la bgsmale la tige feuillée (entre 69% chiez
excelsior et 84% cheF. sylvatica). Les axes terminaux et les pétioles représextaattun en
moyenne 14 et 10 % de la biomasse respective(denexe A et Annexe C)

Le SLA est un trait connu pour contréler la cromssades plantes (Reiehal. 1998 ; Poorter
and Werger 1999 ; Wrighet al. 2004) a travers des processus basés sur la surface
(assimilation photosynthétique, interception deikm). Il y a des différences de SLA entre
les feuilles des différentes espéces tempéréegétudans certains cas, les valeurs de SLA
sont inférieures & 30 Thg ™ (S aria) dans d’autres cas, elles sont supérieures &°4@h{(T.
cordata). Les valeurs de SLA variaient de 4q%nnexe C, fig 3b) Deux des trois especes
tolérantes a 'ombréF. sylvatica et T. cordata) montrent des valeurs élevées de SLA mdais

pseudoplatanus a des valeurs faibles de SLA, semblables a cdkssespéces intolérantes.
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Ceci n'est pas en accord avec I'hypothése que e fconcurrence pour la lumiére
favoriserait les espéces a fort SLA (Givnish 1988inemets and Kull 1998 ; Poorter and
Werger 1999). Nous n’observons pas de corrélatidreSLA et la teneur en tissus pariétaux
(lignines et hémicelluloses), donc les différendesSLA ne sont donc probablement pas dues
a des difféerences de densité des feuilles. Lesuksalde SLA des feuilles des trois espéces
tropicales étudiées varient d’'un facteur 3,7, lks faibles valeurs étant celles Hicania
alba (65 nfkg?), les plus élevées étant cellesTkigiali melinonii (240 nfkg™).

» Les différences interspécifiques de colt au nivedaila tige feuillée

(Annexe A et Annexe C)

La quantité de glucose exigée pour déployer’Idesurface de feuilles varie entre 41 pour
U.glabra et 69 g nif pour Storminalis. Pour des espéces feuillues partageant un méme
milieu, nous observons de grandes difféerencesspéeifiques de CLC(elles different d’'un
facteur 1,7). Néanmoins ces différences ne reflepas le tempérament des difféerentes
espéces. Aux vus de I'Equation 4-1, les différenioésrspécifiques de GCpeuvent étre
attribuées a des maodifications morphologiques édifices de SLA ou de répartition de
biomasse des tiges, des pétioles et des limbesuilkefau sein de la tige feuillée) et/ou a des
modifications biochimiques (différences de coltodastruction des différents organes). Il
n'y a aucune corrélation entre le CC des feuiltde €C, de la tige feuillée en dépit de la
grande variabilité interspécifigue du CC des fesillet malgré le fait que les feuilles
représentent plus de 70% de la biomasse de l&etigiiee. Les variations interspécifiques du
CCa sont expliquées par la variation de SLA, ceci aomdint que les variations énergétiques
nécessaires au déploiement de la surface assioglaont contrblées essentiellement par la
morphologie de la feuille. Le SLA est donc plus ortant que le CC des organes de la tige
feuillée dans la balance carbonée de la plantéafVand Merino 2001 ; Naget al. 2002 ;
Wright et al. 2004).

De fortes teneurs en minéraux peuvent expliquefaildes valeurs dans les CC des feuilles
de tomate (Gargt al. 1998a) et la variation du contenu en lignine ex@ida variation du

CC des aiguilles de jeun®scea abies (Niinemets 1997).
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4.3.La plasticitt du colt associé au déploiement de lasurface

assimilatrice

+ Définition de la plasticité
La plasticité phénotypique (sensus largo) corredpanla variabilité intra spécifique du
caractére étudié. A l'intérieur d’'une méme espéegyhénotype n’'est pas constant. Cette
variation phénotypique peut étre le reflet de Btamce de plusieurs génotypes (existence
d’'un polymorphisme pour ce caractére au sein dpé&ee) ou de la variabilité du phénotype
gue peut présenter un méme génotype placé darsnd@ennements différents suite a une
acclimatation (plasticité phénotypique sensus tsfridans notre étude, nous n’avons pas
vérifié 'appartenance au méme génotype de toupléegs étudiés, donc nous parlerons donc
de plasticité phénotypique sensus largo.
La plasticité de la mise en place de la surfacemdlssrice a été étudiée sur quatre especes
ligneuses au stade semis, plus ou moins tolérantesnbrage. Deux espéces toléranis
pseudoplatanus et F. sylvatica) et deux espéces hémitolérant@s platanoides et F.
execlsior) ont été prélevés dans le méme gradient de lenvigriant de 6 % a 52 % du GSF.
Malheureusement, des valeurs intermédiaires de @8H0%) ont été sous représentées

pour les quatre espéces.

» La plasticité du codt de construction des feuilles

La Figure 4-5 représente la gamme de variabilit€rgpécifigue du colt de construction des

feuilles (g glucose:§) des espéces tempérées étudidesexe A, Annexe C et Annexe E).
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Figure 4-5 : Relation entre le climat lumineux (Fateur Global du Site, GSF) et le colt de constructindes
feuilles (g g") pour A. platanoides(ronds noirs, n = 40),A. pseudoplatanugcarrés noirs, n = 25),F.
excelsior(ronds blancs, n = 36) eFE. sylvatica(carrés blancs, n = 30). Les coefficients de détaination (r?)

et les régressions linéaires ne sont représentésegorsque I'effet de la lumiére est significatif (p< 0,05).

Seuls les colts de construction des feuilleB.dglvatica. et A. platanoides augmentent avec

le climat lumineux. Alors que chez ces deux espames augmentation de 10 % a 52 % du
GSF entraine une augmentation de 5% du co(t ddraotisn des feuilles, elle n’entraine
aucune variation chdz. execlsior et A.psedoplatanus. Le codt de construction des feuilles de
F. sylvatica et A. platanoides est plus plastique que celui des deux autres esp@tos
résultats sont donc en accord avec les informatiousées dans la littérature : les variations
du CC des feuilles avec le climat lumineux, qualiesesxistent restent modestes (quelques
%). (Poorteret al. 2006).

Les feuilles peuvent étre parfois de 10 & 20 % phifeuses dans les habitats ouverts par
rapport au sous bois pour certaines espéces ttepida genrdiper (Williams et al. 1989).
Nous n’avons pas réussi a obtenir un gradientsarftide lumiére pour étudier I'effet de la
lumiere sur le colt de construction des espécqsctaies. Surtout les valeurs de GSF

obtenues par les photographies hémisphériquesnigpas fiables en forét tropicale du fait
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des différents étages de la strate arborée. SimisPaarcy (1991) ont étudié le role de la
lumiere disponible en examinant le CCAldicasia macrorrhiza en les transférant d’un
environnement ombragé a un environnement lumindsxn’ont pas trouvé d’effet de la

lumiére sur le CC exprimé par unité de masse.

* La composition biochimique des feuilles

La teneur en minéraux des feuilles de trois esp@essleux érables &t excelsior) diminue
légérement avec le climat lumineux. Pour ces tesipéces, le colt de construction des
feuilles est corrélé négativement avec la teneuméréraux des feuilles-. sylvatica ne
montre aucune variation de la teneur en minéraaxf $ourA. platanoides, la teneur en
azote des feuilles (par unité de masse) augmeme lavclimat lumineux, permettant ainsi
d’augmenter la photosynthése mais en méme tempgmenter le CC des feuilles (vu le
colt éleve des protéines). Dans cette étude, il yna corrélation négative entre les
concentrations en azote et en cendres pour les @waimes eF. excelsior, ce qui montre a
nouveau que les feuilles riches en protéines sgalement riches en minéraux (Poorter and
Bergkotte 1992 ; Poorter and de Jong 1999 ; Viélad Merino 2001). Cette corrélation
positive entre un composé codteux (les protéinesheomposé peu colteux (les minéraux)

limite les variations de CC.

Les composés phénoliques solubles (mesurés pagttzode de Folin-Ciocalteu) augmentent
significativement avec I'augmentation du climat lagux cheZ-. excelsior et A. platanoides
(les deux autres espéces n'ayant pas été étudrms)un méme climat lumineux, les feuilles
d’A. platanoides contiennent plus de composés phénoliques par daigdrface que celles de
F. excelsor (Annexe B) L’augmentation du climat lumineux entraine égaatmune
augmentation de la synthése de composés phénolégpigsrmiques absorbants dans 'UVv
(mesurés avec le Dualex®). La capacité de I'épigeanfiaire écran aux rayonnements UV a
déja été rapportée (Krausieal. 2003b ; Goulast al. 2004).

Nous trouvons une bonne corrélation entre la méttae Folin et la méthode du Dualex®,
cependant les corrélations different entre les desgéces du fait des différences de
localisation des phénols, des natures différeritde®stades de réduction différents. De plus,

nous trouvons une bonne corrélation entre les raegiu Dualex® (AUV) et I'absorbance de
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I'extrait phénolique mesuré a 375 nmsfd et a 305 nm (4ys) avec des pentes semblables
pour les deux especes étudiées. Cependant laatmnéest 3 a 4 fois plus importante dans
'UV-B (a 305 nm) que dans I'UV-A (a 375 nm). Cesst attendu puisque la plupart des
composés absorbants dans I'UV ont une absorptiandoeip plus grande dans la région UV-
B que dans la région UV-A. Ceci est bien illusted s spectres d'absorbance des extraits de
feuille ou les valeurs d’absorbance a 305 nm st pautes que les valeurs d’absorbance a
375 nm. Ce résultat démontre que la technique maasive de la pince Dualex® fournit une
bonne évaluation de la protection de feuille colgrayonnement solaire d'UV-A (a 375nm).
Les variations du contenu en composés phénolighssrlzant dans I'UV avec le climat
lumineux sont plus importantes dans les feuillesFdeexcelsior que dans celles dA.
platanoides. Cette accumulation de composés absorbant dans (HRhs les cellules
épidermiques) est connue pour protéger les celluies mésophile et I'appareil
photosynthétique contre les radiations UV (Maeizal. 2000 ; Kolbet al. 2001) auxquels
sont soumis les feuilles de milieu ouvert (Kraesal. 2003a). Les feuilles de lumiere &e
excelsior accumulent des composés écran aux UV-B et aux UMdcides
hydroxycinnamiques, flavones); tandis Auplatanoides accumule des composés écran aux
UV-B uniquement (composés pheénoliques simples, eacighénoliques, flavonoides).
Cependant, la nature exacte des composes phérmlipigts dans la protection des UV n’a

pas été identifiée.

Dans notre étude, le faible taux de variation dude®. excelsior avec le climat lumineux
s’explique par la corrélation négative entre lesposés phénoliques épidermique (Dualex®)
et les protéines (azote) qui sont tous deux despoeés biochimiques colteux. Cette
corrélation n’existe pas chég platanoides ce qui pourrait expliquer la plus grande plasticité
du CC des feuilles chez cette espece.

Les autres composeés biochimiques (lignines, cedadp lipides) n'ont pas été déterminés
dans le cadre de cette étude mais d’autres étudanantré que la concentration en lignine
augmentait et que la concentration en celluloseindiait lorsque la lumiére augmentait
(Niinemets and Kull 1998). Cela veut dire que lastissement de biomasse dans des
composeés structuraux est relativement constarunig ¢’'un gradient de lumiere. Le CC des
autres organes de la tige feuillée (pétioles, mehiaxes terminaux) n’est pas affecté par le

climat lumineux.
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» La surface spécifique des feuilles et I'allocatiale biomasse
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Figure 4-6 : Relation entre le climat lumineux (Fateur Global du Site, GSF) et la surface spécifiqudes
feuilles (nfkg™) pour A. platanoides(ronds noirs, n = 40),A. pseudoplatanugcarrés noirs, n = 25),F.
excelsior(ronds blancs, n = 36) eFE. sylvatica(carrés blancs, n = 30). Les coefficients de détaination (r?)

et les régressions linéaires ne sont représentésegorsque I'effet de la lumiére est significatif (p< 0,05).

Les différences de surface spécifiqgues observéaasimportantes. Au minimum on observe
une augmentation de 30% du SLA che&. Iplatanoides avec I'ombrage. Chez les deux
especes toléranteA. (pseudoplatanus et F. sylvatica) le SLA est multiplié par deux.

De telles différences de SLA ont déja été rapperpee d’autres auteurs (Chalebtl. 1979 ;
Niinemetset al. 2003). Ici, les especes tolérantes montrent ure griande plasticité de SLA
avec le climat lumineux que les intolérantes, conindéja mentionné (Poorter and de Jong
1999 ; Poortert al. 2006). L’augmentation de SLA des feuilles avec boage est connue
pour expliquer le contenu inférieur en azote patéute surface de feuille. Ceci entraine une
capacité photosynthétique et une respiration ex@@spar unité de surface plus faible. Sous
faible éclairement,l’ assimilation nette de £€ le point de compensation sont donc plus
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faible ce qui permettrait le maintien d’'un bilanrlmané positif sous faible éclairement
(Boardman 1977).

Les corrélations négatives entre le SLA et le CE€fdailles trouvées ici sont en accord avec
un plus fort investissement en composés structufavec des lignines au colt élévé et des
(hemi)celluloses au codt faible) dans les feuiltes lumiere du a un changement de
contribution des parenchymes spongieux et paligeadi ou a une diminution de la taille des
cellules avec la lumiere, comme I'a suggéré Bazraz\Wayne (1994).

La plasticité des feuilles observée ici est surtoudrphologique, peu biochimique (a
I'exception des phénols). Tandis glesylvatica favorise I'allocation de biomasse vers les
feuilles lorsque 'ombrage augmente, les érablesrfaent I'allocation de biomasse vers les
pétioles. Aucune modification de I'allocation detmasse n’'a été observée chez le fréne. Une
augmentation de l'allocation de biomasse vers desllés et les pétioles avec 'ombrage a
€également été observée pour des especes tempétéagicales (King 1991 ; King 2001 ;
Poorter 2001). Une forte allocation de biomasses Ves feuilles a I'ombre est une
prédisposition a maximiser les gains de C, de méawgmentation de la proportion de
supports mécaniqgues dans les pétioles augmentdaalguiere.

Ces bouleversements peuvent résulter soit de chrerge d’ontogénie (plasticité apparente)
résultant des différences de taille atteintes pardifférents individus poussant dans des
milieux différents en lumiere (King 2001), ou alal'sine réelle optimisation de I'allocation
de biomasse (vraie plasticité) indépendante ceisedk la taille des individus.

Quoigu’il en soit, les changements de SLA et d@dkion de biomasse de la tige feuillée aux
pétioles et aux feuilles entrainent une réductiorcalit associé au renouvellement de la tige
feuillée. Ainsi, les changements de la structuréadieuille et de I'allocation de biomasse de
tissus vers des tissus a faible colt diminuenblg associé au renouvellement de la surface

assimilatrice.
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e Colt de la tige feuillée par unité de surface (&)C

La Figure 4-7 représente la gamme de variabilitérgpécifique du colt de la mise en place
de la surface assimilatrice (g glucosé’)ntes espéces tempérées étudi@asnexe A,

Annexe C et Annexe E).
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Figure 4-7 : Relation entre le climat lumineux (Fateur Global du Site, GSF) et le colt de mise en pla de
la surface assimilatrice (g rif) pour A. platanoidegronds noirs, n = 40) A. pseudoplatanugcarrés noirs, n
= 25), F. excelsior (ronds blancs, n = 36) etF. sylvatica (carrés blancs, n = 30). Les coefficients de
détermination (r?) et les régressions linéaires ne sont représentgae lorsque I'effet de la lumiére est

significatif (p < 0,05).

Il'y a une large plasticité du colt associé auaépient de la surface assimilatrice chez les
quatre espéces tempérées étudiées. Dans les trdépesyer 1rhde feuilles nécessite 110 a
140 g de glucose, tandis qu’a 'ombre, déployer’ldmfeuilles ne codite plus que 40 & 60 g
de glucose. Les différences peuvent varier d’'utefac3,5.

Le colt associé au déploiement de la surface dasiite diminue donc fortement avec
'ombrage, particulierement pour les espéces totém f.sylvatica et A. pseudoplatanus)

avec des coefficients directeurs supérieurs aPig@r les quatre especes tempérées étudiées
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ici, la forte augmentation du SLA avec l'ombragel’augmentation de l'allocation de
biomasse vers les feuilles et les pétioles exptitjlee majeure partie de la plasticité du colt
de la tige feuillée par unité de surface. En outree diminution du CC des feuilles &e
sylvatica et d’ A. platanoides contribue également & la diminution globale dut cwcessaire

a la mise en place de la surface assimilatrice bm@brage.

La plasticité du colt associé au déploiement deittace assimilatrice refléte le tempérament
des espéces dans cette étude. Cette plasticitéetrees origines dans la plasticité de la
surface spécifique des feuilles (SLA), trait cotend également la croissance des plantes par

le biais de I'assimilation photosynthétique etdineption de lumiere basés sur la surface.
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5. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Le colt de construction est défini en tant que tjtteade glucose exigée pour fournir des
squelettes de carbone, des réducteurs et de I'ALIP gynthétiser les composés organiques
dans un tissu par l'intermédiaire des voies biotjues standards (Williamet al. 1987;
Chapin 11l 1989). Le colt associé au déploiementadsurface assimilatrice est calculé en
sommant les colts de construction des organes ftiigeldeuillée annuelle (limbes, pétioles
ou rachis et axes de I'année) exprimé par unitgudiace foliaire.

Notre hypothése de travail était basée sur legiadt la capacité des jeunes arbres a réduire
leur colt nécessaire au déploiement de leur sugssienilatrice contribuait a leur capacité a
tolérer 'ombrage.

Ce travail a été réaligé situ sur des juvéniles installés au tempérament diiféfi@ans un
premier temps, nous avons étudié les différencesrsipécifiques du colt associé au
déploiement de la surface assimilatrice. Dans worsk temps, nous avons caractérisé la
plasticité du colt associé au déploiement de lfasarassimilatrice dans des conditions
d’ombrage plus ou moins intense. Nous avons engiitdié si les variations des codlts
associés renouvellement de la surface assimilattegent dues a des changements de
composition biochimique (changements de colts destoaction des tissus par unité de
masse) ou a des modifications morphologiques diggéafeuillée (surface spécifique des

feuilles, allocation de biomasse aux limbes, ragiesioles et tiges au sein de la tige feuillée).

Nous observons de grandes différences interspgaesigu colt associé au déploiement de la
surface assimilatrice parmi les différentes espgegtageant le méme environnement. Les
feuilles sont les organes qui contribuent le plusalt associé au déploiement de la surface
assimilatrice en raison de leur co(t élevé et deflerte participation dans la biomasse de la
tige feuillée. D’autre part, le colt associé auldiément de la surface assimilatrice est
exprimé par unité de surface de feuilles. Nous wss également des différences
interspécifiques de colt de construction des feuidit des différents composés biochimiques.
Les principaux constituants a l'origine de ces éihces interspécifiques de colt de
construction des feuilles sont les minéraux etigggnes.Ces deux composés sont eux méme
négativement corrélés entre eux. Cependant, migrériabilité interspécifique du colt des
feuilles et malgré la forte contribution massiqes €euilles au sein de la tige feuillée, il N’y a

pas de corrélation entre le colt de constructiafelailles et le colt de la mise en place de la
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surface assimilatrice. Surtout, la surface spasifiges feuilles est trés difféerente selon les
especes. Les espéces qui ont les plus grandesesidpécifiques ont les plus faibles codts
associés au déploiement de la surface assimilaticerzersement les especes qui ont les plus
petites surfaces spécifiques ont les plus fortdscagsociés au déploiement de la surface
assimilatrice. Les différences interspécifiques celts de construction associés au
déploiement de la surface assimilatrice sont stidaes aux différences interspécifiques de
la surface spécifique des feuilles.

Cependant ce colt associé au déploiement de lacsudssimilatrice n'est pas lié au
tempérament des especes que nous avons étudidgsothese que la tolérance a I'ombrage
est associée a une diminution du colt associé @loidiment de la surface assimilatrice n’est
pas vérifiée, il faudrait utiliser une gamme d’'emg®plus large appartenants a des groupes

fonctionnels plus contrastés.

Pour toutes les especes étudiées le long d’'unegrade lumiére, nous observons une grande
plasticité du colt associé au déploiement de fasem@ssimilatriceDe plus, nous mettons en
évidence une diminution du colt de construction flaslles avec 'ombrage chea.
platanoides. etF. sylvatica., principalement due a une diminution de la ter&ucomposes
phénoliqgues che?. platanoides. Les spectres d’absorbance des composés phénoliques
différent suivant les especes, ils mériteraient idieatification plus précise de la nature des
différents composés phénoliques. La surface sp@eifdes feuilles est le principal facteur a
l'origine des variations du codt associé au dépheilet de la surface assimilatrice. Les
especes tolérantes a 'ombrage sont plus plastiguesveau du colt associé au déploiement

de la surface assimilatrice que les espéeces hémituks.

Nous avons travaillén situ et nous n’avons pas pu empécher toutes les ittmmagossibles
avec d’autres facteurs écologiques. En particldiefiait de ne pas maitriser la nature de la
nutrition azotée nous empéche peut-étre de voidd&#Esences des colts de construction ou
au contraire nous montre des différences alorsl aquyi en a pas. Pour remédier a ce
probleme, il nous faudrait tenir compte des préfées nutritionnelles des especes. Mais dans
la littérature les données ne sont pas disponjiies toutes les espéces, et lorsqu’elles sont
disponibles, elles concernent soit les arbres esl|tifficilement comparables aux juvéniles
in situ), soit des expérimentations conduites sur des jleg€ren conditions contrélées

(difficilement comparables aux conditions naturslle
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Notre définition du colt associé au déploiementadsurface assimilatrice, tiens compte des
structures porteuses mais ne prends pas en coraptestiuctures d’absorption et de
conduction qui sont pourtant nécessaires au famotiment de la surface assimilatrice.
faudrait considérer en plus le colt des racines,sgebiontes qui y sont associés et le colt
de la croissance secondaire des tiges les annéegdentes (par datation des plants).
Néanmoins, cela supposerait de connaitre avecsprgdiage des juvéniles ce qui n’est pas
aisé en conditions naturelles du fait de leur fisdsle croissance sous couvert.

Dans la notion de colt de construction, les esitgnatsont basées sur I'ensemble des tissus
des organes assimilateurs. Or ces tissus compalesntomposés de structure fixés et des
composeés solubles, plus mobiles qui pouvant étmoibdisés. Une estimation du CC devrait
s’attacher essentiellement aux premiers, les sacétaht déja (en partie) produits et n’ont
pas de colt. Des variations saisonniéres du CCep¢ldtre dues a des changements de
teneur en amidon, qui ne devrait en toute riguasr ptre pris en compte dans I'estimation du
coqt (il faudrait calculer le % de TNC et les soaise).

Nous utilisons le colt associé au déploiement deittace assimilatrice comme un indicateur
du rapport entre le colt et le bénéfice et doncreemn indicateur du temps nécessaire au
remboursement de I'énergie investie dans la migdame de cette surface assimilatrice. Pour
cela, nous assimilons le gain de carbone a lacudasimilatrice.

Les deux hypothéses sous-jacentes sont d’une péry@ peu de variabilité interspécifique
de la capacité photosynthétique qui ne soit pad dine variation de SLA, d’autre part que la
durée de vie des feuilles est comparables chezsaces tempérées feuillues étudiées ici.
Des mesures de photosynthese et de respirationefiesrant d’estimer I'assimilation nette
de carbone de la tige feuillée et donc d’affinetra@stimation du rapport colt/bénéfice. La
prise en compte de la durée de vie des feuilles@krait de calculer le temps nécessaire au

remboursement de I'énergie investie dans la migglaae de cette surface assimilatrice.
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Abstract — The yearly renewal of leaves and their holding organs (the leafy shoot) represent an energetic cost for saplings. The contribution of
both biochemical (tissue construction cost, CC) and morphological traits (biomass partitioning and leaf mass per unit area, LMA) to the cost
associated with leaf area renewal (construction cost of the leafy shoot per unit leaf area, shoot CC ) was studied in saplings of Acer platanoides
L. and Fraxinus excelsior L. growing in a natural light gradient below forest canopy. Decrease in LMA with shade and change in biomass
partitioning from stems towards leaves and petioles accounted for the strong decrease in mass per unit area of the leafy shoot (SMA) with shade
and for most of the plasticity of shoot CC4 in both species. In addition, a decrease in leaf CC in A. platanoides also contributed to the overall
decrease of shoot CC, with shade in this species. Leaf CC was positively correlated with LMA in F. excelsior, positively correlated with both
LMA and epidermal absorbance of UV (Ayy) in A. platanoides. Leaf CC was negatively correlated with ash content in both species. The strong
negative correlation between Ayy and nitrogen content might have damped variations in leaf CC in F. excelsior.

Acer platanoides L. | Fraxinus excelsior L. / construction cost / shade tolerance / forest regeneration

Résumé — Variations du coiit de construction associées au renouvellement de la surface foliaire chez de jeunes plants de deux especes
sympatriques de forét tempérée (Acer platanoides L. et Fraxinus excelsior L.) le long d’un gradient de lumiere. Le renouvellement des
feuilles et des structures nécessaires a leur maintien (I’ensemble correspondant a la tige feuillée) représente chaque année un coiit pour les
plants. La contribution de la composition biochimique (cofit de construction des tissus, CC) et des caractéristiques morphologiques (répartition
de la biomasse, masse des feuilles par unité de surface, LMA) aux changements du cofit associé a 1’étalement des feuilles (coiit de construction
de la tige feuillée, par unité de surface foliaire, CCp) a été étudiée chez de jeunes plants de Acer platanoides L. et Fraxinus excelsior L. croissant
dans un gradient naturel de lumiere sous un couvert forestier. Une diminution de LMA avec 1’ombrage et des modifications de répartition de
biomasse au profit des feuilles et des pétioles et au détriment de la tige expliquent la forte diminution de la masse de la tige feuillée de I’année
par unité de surface foliaire (SMA), et I’essentiel de la plasticité observée pour CCp de la tige feuillée chez les deux especes. En plus, une
diminution du cofit de construction des feuilles chez A. platanoides contribue également a la diminution de CCp de la tige feuillée avec
I’ombrage chez cette espece. Le cofit de construction des feuilles est positivement corrélé 8 LMA chez F. excelsior, positivement corrélé a LMA
et a ’absorbance de I’épiderme dans I’'UV (Ayy) chez A. platanoides. CC des feuilles est négativement corrélé au contenu en cendre chez les
deux especes. La forte corrélation négative entre Ayy et le contenu en azote pourrait tamponner les variations de CC des feuilles chez
F. excelsior.

Acer platanoides L. | Fraxinus excelsior L. / coiit de construction / tolérance a I’ombrage / régénération forestiere

1. INTRODUCTION

Forest canopy constitutes a complex spatial arrangement of
foliage and branches, which results in low and variable light
penetration down to the forest floor. Light is one of the most
limiting resources for forest understorey [4, 25, 29]. Shade lim-
its severely growth and survival of tree saplings, but among
species, there is a large inter-specific variability in the degree
of tolerance to shade. The ability of trees to acclimate to shade
is important for understanding dynamics of forest succession

* Corresponding author: Daniel. Epron@scbiol.uhp-nancy.fr

http://www.edpsciences.org/forest

and determining the fate of juvenile trees during natural regen-
eration.

One of the components of shade tolerance resides in the abil-
ity of saplings to maintain a positive carbon balance by opti-
mising carbon gain under low light environments (increasing
light interception and photosynthesis) and by minimising res-
piratory carbon loss [14, 25]. Leaves display a large plasticity
inresponse to shade characterised by many structural and phys-
iological changes. Especially, the decrease in leaf mass per unit
area (LMA) is thought to account for lower nitrogen content

http://dx.doi.org/10.1051/forest:2005047



http://www.edpsciences.org/forest
http://dx.doi.org/10.1051/forest:2005047

546 S. Barthod, D. Epron

per unit leaf area and lower photosynthetic capacity, but also
for lower rate of respiration that would allow higher net CO,
assimilation rates at low irradiance [5].

Whole plant carbon balance depends not only on the photo-
synthetic capacity of individual leaves, but also on their ability
of intercepting light energy, on the energetic costs of producing
and maintaining their assimilatory area as well as their non-
photosynthetic organs, and on the pattern of resource allocation
among these organs [14, 25]. Light interception depends on leaf
area expansion and branch extension and the setting up of anew
leafy shoot represents an annual energy investment for temper-
ate saplings [19]. Leaves often exhibit high construction cost
because of their high protein contents associated to photosyn-
thesis [33, 39] and their yearly renewal also requires more or
less lignified, i.e. more or less expensive organs, like rachis,
petioles and stems that constitute the current year shoot [19,
38]. The ability of saplings to reduce this energetic requirement
would therefore contribute to their overall shade tolerance.

The objective of this study was to gain a better understanding
of the influence of the relative irradiance on the construction
cost of leaves and of the different structures that are required
for leaf area renewal. Construction cost was defined as the
amount of glucose required to provide carbon skeletons,
reductants and ATP for synthesizing the organic compounds in
a tissue via standard biochemical pathways [9, 44]. It can be
accurately estimated by determining ash and carbon content of
plant materials assuming that expensive compounds are more
reduced than cheaper ones, and that the reduction state of dif-
ferent compounds is reflected by their carbon content [20, 22,
30, 41]. Cost associated to leaf area renewal was expressed on
a per unit leaf area basis. We further investigate whether vari-
ations in costs associated to leaf area renewal were due to
changes in biochemical composition (changes in tissue con-
struction cost per unit mass) or to modifications in leaf mor-
phology (leaf mass per unit area, LMA) or in biomass allocation
between leaves (or leaflets) and supporting structures (rachis,
petioles and stems). The study was done on saplings of two co-
occurring deciduous temperate tree species Fraxinus excelsior
L. and Acer platanoides L. Both were post pioneer species,
rated as intermediate in shade tolerance [35] but A. platanoides
has simple leaves and plagiotropic lateral axes whereas
F. excelsior has compound leaves and orthotropic lateral axes.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Site description

Sampled saplings were growing in a naturally regenerated stand
(Graoully Forest, Moselle, France, 49° 05’ N, 6° 02’ E, 300 m eleva-
tion). The overstorey is dominated by Acer pseudoplatanus L. and
Fagus sylvatica L. In addition to these two species, understorey veg-
etation consisted of saplings of Sorbus torminalis L.; Sorbus aria L.;
Acer campestre L.; Acer platanoides L.; Ulmus glabra; Fraxinus
excelsior L. and Tilia cordata. Monthly average for air temperature
ranged between 1.6 °C in January to 18.7 °C in July and total annual
rainfall was 745 mm (data from Météo France, Metz-Augny, 1946—
2001 period).

2.2. Estimation of irradiance conditions

Hemispherical photographs were taken above each sapling with a
digital camera (Coolpix 4500, Nikon, Japan) equipped with a fisheye

converter (FC-ES8, Nikon). The camera was mounted with the lens fac-
ing sky, aligned with magnetic north and levelled. Photographs were
taken in early morning or late afternoon under condition of diffuse
radiation. The hemispheric photographs (3.9 million pixels) were ana-
lysed using Gap Light Analyser software (GLA V2.0, Institute of Eco-
system Studies, New York, USA, [7, 12]). The threshold for calculat-
ing canopy openness was manually fixed using pixel histograms
(lowest frequency value) and visually checked. Potential diffuse (stan-
dard overcast) and direct photosynthetic active radiations that are
transmitted through the canopy above each sapling were calculated
from canopy openness and expressed relative to those above the can-
opy (Tgir and Tg;, respectively). Sky regions were defined from 8 azi-
muth classes and 20 zenith classes and the solar time step was set to
2 min. Global Site Factor (GSF = (Tgis + Tgir)/2), was calculated
assuming an equal proportion of diffuse and direct radiation above the
canopy [1, 6, 11], GSF values were averaged over a period starting in
May 1st and ending in August 31th.

2.3. Sampling and analysis

Thirty saplings of Acer platanoides L. and 26 saplings of Fraxinus
excelsior L. were sampled in the stand in a large range of light envi-
ronments in August 2003. The height of sampled saplings was
restricted to a range of 0.5 and 1.0 m to limit ontogenic influences on
measured parameters.

The current year shoot of each sapling was harvested and stored in
an icebox and transferred into a fridge (4 °C) every evening. Shoots
were divided into stems, petioles (or rachis) and leaves (or leaflets).
Leaf area was measured with a leaf area meter (LI-3000A, Li Cor,
Nebraska, USA).

A dual excitation fluorimeter (Dualex® Dual Excitation, prototype
CNRS-LURE, France) was used for the non-destructive assessment
of phenolics present in leaf epidermis [8, 15]. Briefly, the measure-
ment of leaf epidermal Absorbance of UV light (A,,) is based on the
screening effect of the epidermis that absorbs a part of the incident UV
light and therefore decreases the amount of available light for chloro-
phyll fluorescence excitation. Anincident red light is used as reference
for chlorophyll fluorescence as the leaf epidermis is almost transparent
in this spectral region. The leaf is alternatively illuminated by UV
(375 nm) and red (655 nm) diodes at a modulation frequency of 1 kHz.
Epidermal transmittance of UV was computed from the ratio in diode
intensities when both light sources led to the same chlorophyll fluo-
rescence intensity and, absorbance was defined as the base-10 loga-
rithm of the transmittance reciprocal [15]. Absorbance values were
recorded on both adaxial and abaxial sides of the leaf and further added
for a given leaf. An average value of 10 measurements obtained on a
sub-sample of leaves was calculated for each plant (Ayy). A tight cor-
relation was found between Ayy and the absorbance of a methanolic
extract of leaves of the two studied species (r==0.85, n=40,
p <0.0001), as previously reported for wheat [8, 15].

Leaf (or leaflet) dry mass was estimated after lyophilisation. Dry
mass of other organs (twigs, petioles, rachis) was estimated after oven
drying the samples at 60 °C for at least 48 h. All samples were ground
to a fine powder and stored dry until analysis. Total carbon and nitro-
gen were determined with an elemental microanalyser (NCS 2500,
Thermoquest, Italy). Ash contents were determined by weighting the
remaining mass after combustion in a muffle furnace at 550 °C for 6 h.

2.4. Construction costs

Construction cost (CC, g glucose g~!) was calculated from carbon
(C,g g} and ash (A, g g!) contents assuming that the reduction state
of organic compounds is related to their carbon content [41]:

CC = [-1.041 + 5.077 C / (1-A)] (1-A).
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For 29 samples covering the whole range of construction cost values,
the ash free heat of combustion (Hc, kJ g~!) was measured in a bomb
calorimeter (1425, semi micro bomb calorimeter, Parr, Illinois, USA)
and further used to calculate CC following the procedure of Williams
etal. [44]. Construction costs estimated from carbon content were well
correlated with those estimated from heat of combustion (r~ = (.89,
n =29, p <0.0001, data not shown).

Nitrogen content was not taken into account for the calculation of
CC, assuming that ammonium is the main nitrogen source. An addi-
tional cost for nitrate reduction should be added when nitrate is thought
to be the main nitrogen source and when its reduction occurrs in non-
photosynthetic tissues [30]. The reported values would underestimate
true CC if nitrate reduction occurs in roots in these species. Similar N
isotope signatures in leaves of both species support the hypothesis that
both species are using the same source of nitrogen, and that CC values
were similarly biased for both species (unpublished results).

2.5. Calculations and statistical analysis

Leaf mass per unit area (LMA, g m~2) was calculated as the ratio
between the leaf dry mass and leaf area of all leaves held by the current
year shoot. Shoot mass per unit leaf area (SMA, g m=2) was calculated
as the ratio between the dry mass of the current year shoot (leaves, pet-
ioles and stems) and the leaf area of this shoot. Leaf construction cost
per unit leaf area (leaf CCyp, g glucose m2) was the product of leaf
CC and LMA. The construction cost of the leafy shoot per unit dry
mass (shoot CC, g glucose g~!) was calculated by summing, for all organs,
the products of their construction cost (CC) and their relative contri-
bution to the biomass of the leafy shoot (RM, g g~1). Construction cost
of the leafy shoot per unit leaf area (shoot CCp, g glucose m—2) was
the product of leaf CC and LMA.

Analyses of covariance (ANCOVA) were performed to test for
main effects and interaction of species and light (GSF) for all measured
variables. If the effect of GSF was significant for a given variable
(p <0.05), linear regressions were computed and showed on figures.

Table I. Analyses of covariance of the effects of species and global site
factor (GSF) on leaf (or leaflets), petiole (or rachis), stem and the
whole leafy shoot construction costs on a per unit mass basis (CC) and
relative contributions of leaf, petiole and stem to the biomass of current
year shoot, leaf mass per unit area (LMA), shoot mass per unit area
(SMA), leaf and leafy shoot construction costs on a per unit area basis
(CCp), leaf nitrogen content (N), leaf ash content and Dualex derived
UV absorbance (Ayy). F ratio followed by *, ** or *** are signifi-
cantly higher than unity at 0.05, 0.01 and 0.001 respectively.

Species GSF Sp x GSF

Leaf CC 28.0%*%* 39.4%%% 5.8%
LMA 0.38 100.3%** 6.9%
Leaf CCy 0.0 112.3%%* 39
Petiole CC 11.9%% 1.3 3.8
Stem CC 0.2 1.1 8.0%*
Relative leaf mass 4.1%* 4.9% 0.1
Relative petiole mass 1.2 12.2%% 0.3
Relative stem mass 3.0 12.2%% 0.2
Shoot CC 15.7%%% 40.4%%%* 7.4%*
SMA 1.6 73.9%%* 39
Shoot CCx 1.1 83.3%#% 2.5
Leaf ash 119.6%** 4.1% 0.2
Leaf N 13.5%* 9.0%* 6.6%
Ayv 7.1% 41.0%%* 1.0
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Figure 1. Relationships between irradiance (Global site factor, GSF)
and leaf construction cost per unit leaf mass (CC, a), leaf mass per
unit area (LMA, b) and leaf construction cost per unit leaf area (CCp,
c) for A. platanoides (closed symbols) and F. excelsior (open sym-
bols). Determination coefficients (+2) and linear regression lines (full
line for A. platanoides and dotted line for F. excelsior) are given when
significant (p < 0.05).

Pearson correlation coefficients between leaf traits were calculated.
All statistical analyses were performed using Stat View 5.1 (SAS Insti-
tute Inc, North Carolina, USA).

3. RESULTS

3.1. Leaf construction cost

Saplings of both species were sampled within the same light
gradient, with GSF values ranging between 6% and 52%.
Unfortunately, intermediate values of GSF (20-40%) were
underrepresented for both species.

Leaf construction costs on a per unit mass basis were higher
in A. platanoides than in F. excelsior (1.30 versus 1.20 g
glucose g~! respectively for mean values, p < 0.001; Tab. I,
and decreased with increasing shade (p < 0.001; Fig 1a), espe-
cially in A. platanoides, and to a lesser extent in F. excelsior.
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Figure 2. Relationships between irradiance (Global site factor, GSF)
and leaf nitrogen content (N, a), leaf ash content (b) and Dualex deri-
ved UV absorbance (Ayy, c) for A. platanoides (closed symbols) and
F. excelsior (open symbols). Determination coefficients (+2) and
linear regression lines (full line for A. platanoides and dotted line for
F. excelsior) are given when significant (p < 0.05).

Leaf mass per unit area (LMA) decreased significantly with
increasing shade (p < 0.001; Fig. 1b) especially in F. excelsior.
Therefore, expressed on a per unit leaf area basis, leaf construc-
tion costs (leaf CC,p, g glucose m2) decreased markedly with
increasing shade in both species (p < 0.001; Fig. 1¢). Leaf CCx
were almost similar in the two species. The effect of light on
leaf CC was more pronounced than on leaf CC due to the effect
of shade on LMA.

3.2. Leaf composition

Leaf nitrogen content (N) ranged between 15 to 30 mg g1
in both species. For F. excelsior, N increased with increasing
shade, whereas it remained almost constant in A. platanoides
(Fig. 2a). Leaf ash content slightly decreased with decreasing
light in both species (p =0.048; Fig. 2b). In contrast, the
Dualex-derived UV absorbance of leaf epidermis (Ayy) of

Table II. Pearson’s correlation coefficients of leaf construction cost
(CC), leaf mass per unit area (LMA), leaf nitrogen content (N), leaf
ash content and Dualex derived UV absorbance (Ayy) for saplings
of Acer platanoides (left) and Fraxinus excelsior (right). Correlation
coefficients (r) followed by *, ** or *** are significantly higher than
zero at 0.05, 0.01 and 0.001 respectively.

Fraxinus excelsior

Leaf CC +0.55%: +0.34 -0.03 —0.60%#*
+0.59%#* LMA +0.70%%* —0.7 1ok -0.40*
+0.59%%%* +0.51%* Agy —0.72%%54% -0.25
-0.03 -0.21 —0.51%#* N -0.02
-0.45* -0.30 0.08 -0.04 Ash
Acer platanoides
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Figure 3. Mean construction cost per unit mass (CC, a) and relative
contribution to shoot biomass (b) of leaves or leaflets (open bars),
petioles or rachis (hatched bars) and stems (solid bars) for A. plata-
noides (n = 30) and F. excelsior (n = 26). Vertical bars represent stan-
dard deviation (+ SD).

both species significantly decreased with increasing shade
(p <0.001; Fig. 2¢).

There was no significant correlation between leaf CC and N
content (Tab. IT). Leaf CC was positively correlated with LMA
in F. excelsior (p <0.001), and with both LMA and Agyy in
A. platanoides (p < 0.001). In contrast, leaf CC was negatively
correlated with leaf ash content in both species.

3.3. Shoot construction cost

CC of organs of the leafy shoot other than leaves or leaflets
(petioles, rachis, and stems) remained fairly constant with
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Figure 4. Relationships between irradiance (Global site factor, GSF)
and construction cost of the leafy shoot per unit mass (CC, a), shoot
mass per unit area (SMA, b) and construction cost of the leaty shoot
per unit of leaf area (CCp, c) for A. platanoides (closed symbols) and
F. excelsior (open symbols). Determination coefficients (+2) and
linear regression lines (full line for A. platanoides and dotted line for
F. excelsior) are given when significant (p < 0.05).

increasing shade, and were almost similar for the two species
(Fig. 3a). Stems exhibited higher values of construction cost
(1.31 g glucose g~!) than leaflets (1.20) and rachis (1.19) in
F. excelsior. Construction costs of stems (1.33) were in the
same range of values than those of leaves (1.29) while petioles
had lower CC in A. platanoides (1.17).

Leaves accounted for 74% of the biomass of the current year
shoot in A. platanoides and 66% in F. excelsior. Stems and pet-
ioles accounted for respectively 14% and 12% in A. platanoides
and 20% and 14% in F. excelsior (Fig 3b). There was a slight
increase in relative leaf and petiole biomass with increasing
shade (p <0.05) while relative stem biomass decreased
(p < 0.001, data not shown). Shoot CC were slightly higher for
A. platanoides than for F. excelsior (p < 0.001; Fig. 4a), and
decreased significantly with shade, particularly in A. plata-
noides and to a lesser extent in F. excelsior.

SMA decreased with shade (p < 0.001; Fig. 4b). Therefore,
shoot CCp decreased with increasing shade (p <0.001;
Fig. 4c). Shoot CC was higher in F. excelsior than in A. pla-
tanoides (on average 6%, p < 0.001).

4. DISCUSSION

4.1. Construction cost associated to leaf area renewal

The cost which is associated to leaf area renewal can be
defined as the amount of glucose equivalent per unit leaf area
that is required for growing a new leafy shoot (shoot CCp) that
will enable light interception and photosynthetic assimilation.
The substantial decrease in shoot CCp that was observed with
increasing shade in A. platanoides and F. excelsior may be
ascribed to either morphological changes (decrease in the mass
of current year shoot per unit leaf area) or biochemical changes
(decrease in organ construction costs).

Low LMA is thought to contribute to shade tolerance
because it allows a larger leaf area and a greater light intercep-
tion for a given biomass investment in leaves [40]. Indeed, low
LMA in shaded saplings or in shaded leaves within tree crowns
has been well documented in many species [10, 21, 28, 36, 37],
and it accounted for lower SMA for the two temperate species
studied here. In addition, a shift in aboveground production
toward leaves and petioles in shaded saplings was also
observed, as already reported for saplings of tropical and tem-
perate species [17-19, 34]. A decrease in relative petiole mass
with increasing light was already reported for F. excelsior [27]
and was also observed in A. platanoides. These shifts could
result either from ontogenic changes (“‘apparent plasticity”
resulting from difference in the size reached by individuals in
the different light environments [19]), or from an optimisation
of biomass allocation (“true plasticity”, independent from size
mediated effects). Whatever, changes in LMA and in biomass
allocation to leaves together account for the reduction of the
cost associated to leaf area renewal in A. platanoides and
F. excelsior. As soon as leaflets (in F. excelsior) and petioles
or rachis (in both species) had lower construction costs than
stems, the observed shift in biomass allocation from shoot to
leaves and petioles also accounts for the reduction of the con-
struction cost of the shoot. Changes in both leaf structural traits
and in allocation towards low-cost tissue decreased the cost
associated to leaf area renewal. Any change in chemical com-
position of organs will reinforce or counterbalance this effect.

4.2. Tissue construction costs

Leaf construction cost of the two studied species was in the
range of published values for leaves of woody species from dif-
ferent ecosystems [9, 24, 33, 39]. Leaf CC were higher in
A. platanoides than in F. excelsior. High mineral contents, as
revealed by high ash content in leaves of F. excelsior, have a
null direct cost. It probably explains the low construction cost
of leaflets for this species. Similar results have been obtained
on tomato leaves [13].

Petioles are cheaper than leaves as already reported [26]
while woody stems are more expensive because of their higher
lignin content. Assuming NO3~ nutrition rather than NHy*
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nutrition, and NO3~ reduction in non photosynthetic organs,
would have yielded higher construction costs for all organs, and
especially for leaves (8% higher values). Leaves would then
display higher construction costs than stems [30, 33]. However,
it would not have changed the overall tendency reported here.

Leaf CC exhibited biochemical plasticity with GSF in
A. platanoides while it was less pronounced in F. excelsior.
There is no general rule on the impact of light availability on
leaf construction cost. Leaf CC were 10% to 20% higher in gaps
than in the understorey in some tropical Piper species [43]. On
the contrary, leaves of Alocasia macrorrhiza were slightly
more expensive (5%) in low light than in high light [38].
Changes in LMA with light often results from changes in both
thickness and tissue density [28]. The positive correlation
between LMA and leaf CC was probably related to an increased
amount of lignified cell walls in light due to changes in the rel-
ative contribution of palisade and spongy parenchyma, or to a
decrease in cell size [3]. In addition, epidermis thickness (lig-
nified cell walls) and cuticle thickness (lipid-rich compounds)
are frequently increased with increasing LMA along a light gra-
dient [2, 40]. The positive correlation between LMA and leaf
CC found here is in agreement with a lower investment in struc-
tural compounds in shaded leaves.

The Dualex-derived UV absorbance (Ayy) increased with
irradiance for both species. However, Ayy was not correlated
to leaf CC in F. excelsior. Net balance of biochemical changes
accounts for variation in construction cost. Different chemical
compositions might result in similar CC, and thus, CC might
be almost insensitive to environmental changes even if the bio-
chemical composition of an organ is altered [9, 23, 33]. Leaves
with high protein contents often exhibited high mineral con-
tents when compared among species [31, 32, 42]. In this study,
there was no relation between nitrogen and ash content, but leaf
CC was negatively related to leaf ash content in both species.
The low level of variation of leaf CC in F. excelsior across light
gradients is probably related to the strong negative correlation
between Ayy and nitrogen content (N). Ayy and N are respec-
tively indicative of phenolic and protein contents that are both
expensive compounds. This negative correlation between two
expensive compounds might have damped variations in con-
struction cost [9].

N increased in leaves of F. excelsior with shade whereas it
remained almost constant in leaves of A. platanoides. Increased
leaf N with shade could enhance photosynthetic capacity (per
unitleaf mass) but could in turn increase construction costs (and
maintenance costs) of leaves, lowering the benefice in terms of
carbon balance [16, 36]. The results would be even more det-
rimental if NO3~ was the main source of nitrogen. In addition,
high N is thought to increase vulnerability to herbivory, and
then, to reduce leaf lifespan and integrated carbon gain [45].

5. CONCLUSIONS

Lower cost associated to leaf area renewal in saplings grow-
ing in deep shade counteracts the lower photosynthetic carbon
assimilation per unit leaf area in low light conditions. Construc-
tion costs associated to leaf area renewal are more affected by
shade-induced changes in leaf structure than in tissue chemis-
try. Lower LMA and, to a lesser extent, larger allocation to

leaves in deep shade than in light shade are morphological plas-
tic responses that reduce shoot CC 4. In addition, a decrease of
leaf CC with shade was observed in A. platanoides (biochem-
ical plasticity). Ontogenic variations in biochemical composi-
tion of plant tissues that induced changes in construction cost
have been reported [13, 24]. The cost associated to secondary
growth of stem tissues during the following years will have to
be considered, especially when changes in light availability
occur.
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Abstract

The present study assesses light-induced variations in
phenolic compounds in leaves of saplings of two co-
occurring temperate species (Acer platanoides L., and
Fraxinus excelsior L.) along a light gradient using a
new non-invasive optical method (Dualex). The Dualex-
derived UV absorbance of leaf epidermis (the sum of
the adaxial and abaxial faces, Ayy) increased signifi-
cantly with increasing light in both species. Ayy values
were correlated with absorbance of the leaf extract at
305 nm and 375 nm (Aszps and Ajz;s) in both species
with similar slopes for both species. However, a large
difference in intercept was observed between the two
species when Ajps was regressed against Ayy. Simi-
larly, Ayyv values were well correlated with the amount
of phenolics in the leaf extracts assessed by the Folin—
Ciocalteu method, but slopes were significantly differ-
ent for the two species. Thus, the UV-A epidermal
transmittance, despite being a reliable indicator of the
UV-screening capacity of the leaf epidermis, cannot be

5 used for any quantitative estimate of UV-B screening

capacity or of energetic requirement for leaf construc-
tion without a species-specific calibration.

Key words: Acer platanoides L., epidermis, fluorescence,
Fraxinus excelsior L., phenolic compounds, UV absorbance,
shade.

Introduction

Plants produce a diverse array of phenolics, ranging from
simple molecules such as phenolic acids to large highly
polymerized compounds such as tannins and other poly-
phenolics. They play several important roles in plants and
any change in plant chemistry may have a large influence
on ecosystem functions; like trophic interaction in food
webs, outcome of competition between plant species, or
nutrient cycling (Baas et al., 1989; Harborne and Williams,
2000; Ballaré et al., 2001; Rousseaux et al., 2004). Some
phenolics serve as defence against herbivory, pathogens, or
ultraviolet (UV) radiation, while others are important
attractants for pollinators and seed dispersers or exhibit
allelopathic activity (Harborne, 1989; Bomman et al.,
1997; Cockell and Knowland, 1999; Ballare et al., 2001).
Flavonoids and hydroxycinnamic acid conjugates are the
most efficient UV-screening compounds because of their
strong absorbance in this wavelength region (Caldwell
et al., 1995; Cockell and Knowland, 1999). Their concen-
trations in epidermal layers are significantly increased by
UV radiation (Burchard et al., 2000; Kolb et al., 2001).
The synthesis of phenolics uses a lot of energy (on
average 2.6 g glucose g~ ' phenolics; Poorter and Villar,
1997). Thus, a large investment in phenolic compounds
may affect the plant’s growth and vitality despite the ad-
vantages they provide. Phenotypic plasticity will enable
plants to match their phenolic contents with the
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environmental conditions. This is particularly important in
a light gradient where the photoprotective involvement of
phenolics decreases with increasing shade while the
energetic cost of their synthesis becomes more disadvan-
tageous for the plant carbon balance.

Commonly used techniques for quantifying the amount
of UV-absorbing compounds include quantification of
phenolic compounds in leaf extracts using spectrophotom-
etry, chromatography, and other techniques (Veit et al.,
1995; Appel et al., 2001), measurements of the spectral
transmittance of epidermal peels using an integrating
sphere (Flint et al., 1985), or direct measurements of the
UV levels inside the leaf using fibre optic microprobes
(Day et al., 1994). All of these methods have distinct
advantages and limitations. Two specific problems with
methods using leaf extracts are that compounds of interest
may be insoluble and that compounds located within the
mesophyll do not protect the leaf against UV radiations.
Another problem that is common to all methods is that
they are time-consuming and, therefore, have limited ap-
plications in field studies that require multiple and rapid
comparisons among genotypes or among plants subjected
to contrasting environments.

Recently, methods using chlorophyll fluorescence have
been developed to assess the UV-absorbing properties of
leaves. The ratio of chlorophyll fluorescence induced by
UV radiation and by visible radiation is well related to the
transmittance of the epidermis in the UV region (Bilger
et al., 1997, 2001; Barnes et al., 2000; Burchard et al.,
2000; Markstadter et al., 2001; Cerovic et al., 2002;
Krause et al., 2003). A large part of the UV radiation is
absorbed in the epidermis, depending on the relative
amount of UV-absorbing substances, while visible radia-
tion reaches the chloroplasts largely undiminished. Accu-
mulation of UV-absorbing compounds in the epidermis
will reduce the fluorescence excited by the UV beam,
without affecting the fluorescence excited by the visible
beam. These non-invasive methods have the great advan-
tage of estimating UV penetration without introducing any
perturbation in the optical properties of the leaves, and
using natural UV target (chlorophyll) as a reporter of the
UV climate within the mesophyll. Dualex (dual excitation
of chlorophyll fluorescence) is a portable leaf-clip device
that allows non-destructive estimation of the absorptance
by the leaf epidermis using two excitation wavelengths,
one in the UV part of the spectrum at 375 nm (epidermal
UV-A shielding), and one red reference wavelength at
650 nm that crosses the epidermis without being absorbed
before reaching the chlorophyll in the mesophyll (Ounis
et al., 2001; Goulas et al., 2004).

The objectives of the present study were (i) to assess the
light-induced variations in phenolic compounds in leaves
of saplings of two temperate species (Acer platanoides L.,
and Fraxinus excelsior L.) along a light gradient using this
new non-invasive optical method, (ii) to check whether

the epidermal UV absorbance of leaves obtained using the
Dualex were related to the UV absorbance of the total leaf
methanolic extract and to the soluble phenolic contents
obtained by a colorimetric method based on their reducing
properties (Folin—Ciocalteu), and (iii) to test whether these
relations were species-specific or more generic.

Materials and methods

Site description

The study was carried out in a naturally regenerated temperate forest
(Graoully Forest, Moselle, France, 49°05’ N, 6°02" E, 300 m
elevation (Barthod and Epron, 2005). The overstorey is dominated
by Acer pseudoplatanus L. and Fagus sylvatica L. In addition to
these two species, understorey vegetation is composed of saplings
of Sorbus torminalis L.; Sorbus aria L.; Acer campestre L.; Acer
platanoides L.; Ulmus glabra; Fraxinus excelsior L. and Tilia
cordata. Monthly average air temperature ranged between 1.6 °C
in January and 18.7 °C in July and total annual rainfall was 745 mm
(data from Météo France, Metz-Augny 1946-2001 periods).

Estimation of irradiance conditions

Hemispherical photographs were taken above each sapling with a
digital camera (Coolpix 4500, Nikon, Japan) equipped with a fisheye
converter (FC-E8, Nikon) as already described in Barthod and
Epron (2005). The hemispheric photographs (3.9 millions pixels)
were analysed using Gap Light Analyser software (GLA V2.0,
Institute of Ecosystem Studies, New York, USA; Canham et al.,
1990; Pacala et al., 1994; Fraser et al., 2001). The threshold for
calculating canopy openness was manually fixed using pixel
histograms (lowest frequency value) and visually checked. Potential
diffuse (standard overcast) and direct photosynthetic active radiation
transmitted through the canopy above each sapling was calculated
from canopy openness and expressed relative to incoming radia-
tion above the canopy (Tgr and Tg;, respectively). Sky regions
were defined from eight azimuth classes and 20 zenith classes and
the solar time step was set to 2 min. The Global Site Factor
(GSF=(T4ir+T4i;)/2) was calculated assuming an equal proportion of
diffuse and direct radiation above the canopy (Anderson, 1964;
Canham et al., 1990). GSF values were averaged over a period
starting on 1 May and ending on 31 August.

Sampling and analysis

Twenty-four saplings (0.5-1.0 m high) of Acer platanoides L. and
of Fraxinus excelsior L. were sampled in the stand in a large range
of light environments in August 2003.

The aerial part of each plant was harvested, stored in an icebox,
and transferred to a fridge (4 °C). At the earliest opportunity (within
24 h) 10-20 leaves from each sapling were sampled and their
Dualex absorbance was immediately recorded (see following para-
graph). Leaf area was measured with a leaf area portable meter (LI-
3000A, Li-Cor, Nebraska, USA). Leaf dry mass was estimated after
freeze-drying and specific leaf area of leaves was calculated as the
ratio between leaf area and leaf dry mass. All samples were ground
to a fine powder and stored dry until analysis.

Optical measurements of epidermal UV absorbance

A dual excitation fluorimeter (Dualex® Dual Excitation, prototype
CNRS-LURE, France) was used for the non-destructive assessment
of phenolics present in leaf epidermis (Goulas ef al., 2004; Cartelat
et al., 2005). Briefly, the measurement of leaf epidermal absorbance
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of UV light is based on the screening effect of the epidermis that
absorbs part of the incident UV light and therefore decreases the
amount of light available for chlorophyll fluorescence excitation.
An incident red light is used as a reference for chlorophyll
fluorescence as the leaf epidermis is almost transparent in this
spectral region. The leaf is alternately illuminated by UV (375 nm)
and red (655 nm) light-emitting diodes (LED) at a modulation
frequency of 1 kHz. For a constant UV-LED intensity, epidermal
transmittance in the UV is equal to the reference red LED intensity
when it is adjusted to induce the same chlorophyll fluorescence as
the UV LED, thanks to an electronic feed-back loop. Absorbance
was defined as the base-10 logarithm of the transmittance reciprocal
(Goulas et al., 2004). Absorbance values displayed on the Dualex
after 1 s were recorded for the lamina of 10-20 fully-developed
leaves of each plant which had no noticeable insect or mechanical
damage. Depending on the leaf area, one or two measurements were
taken first on the adaxial (upper) and then on the abaxial (lower)
side of each leaf. Values for the adaxial and abaxial leaf side were
averaged for each sapling. Dualex readings of the adaxial and
abaxial were summed to provide an area-based estimate of total UV
absorbance (Ayy) of the leaf epidermis (Goulas er al., 2004;
Cartelat et al., 2005; Meyer et al., 2006).

Extraction of phenolic compounds

A 100 mg aliquot of the homogenized leaf sample was extracted
twice with 9 ml of a mixture containing methanol and chloroform
(2/2, v/v) according to Bligh and Dyer (1959). Samples were
vortexed and kept at room temperature for 30 min to allow for com-
plete solvent extraction. The addition of water into the methanol/
chloroform mixture (1/2/2: by vol.) produces a chloroform phase
which contains chlorophylls and carotenoids, and a methanol/water
phase on the top devoid of chlorophyll and carotenoids, which con-
tains the soluble phenolic compounds. The methanol/water phase
was collected with a Pasteur pipette and filtered through syringe
filters (Interchrom, PVDF: polyvinylidene difluoride, pores size
0.45 pm) and kept at —20 °C until analysis. Extractions were re-
peated for each sapling to duplicate the reading.

Quantification of phenolic compounds

Total soluble phenolics content was measured using the Folin—
Ciocalteu assay (Singleton and Rossi, 1965). Briefly, 50 1l of sample
and 475 pl of 0.25 N Folin—Ciocalteu reagent were mixed and kept
at room temperature for 5 min. Next, 475 pl of a 7% sodium
carbonate solution were added and the mixture was kept at 40 °C for
15 min. Detection of phenolic compounds was performed at 724 nm,
using a Beckman DU 640B spectrophotometer. Phenolic content was
standardized against coumaric acid. The standard curve was linear
from 0 to 250 g 1"! giving an absorbance range of 0.05-0.80
(R2:0.998). Total soluble phenolics content (PHE) was expressed
on a leaf area basis knowing the specific leaf area of leaves.

Absorbance spectra (250-400 nm)

Absorbance of 10-fold-diluted leaf extracts were scanned from
250 nm to 400 nm (Beckman DU 640B spectrophotometer). All
absorbance values of extracts were recalculated taking into account
the dilution and the specific leaf area of leaves to make them
equivalent to Dualex surface-based measurements. UV-absorbance
values at 305 nm and 375 nm (Asos and As75) were further used as
relative measures of soluble phenolic compounds absorbing in the
UV-B and UV-A spectral region, respectively.

Statistical analyses

Linear regression analyses were performed using JMP® version 3.2
(SAS Institute Inc, SAS campus Drive Cary, IN 27513) to examine

the relationship between GSF, Ayy, Asos, As7s, and PHE. Regres-
sion coefficients were calculated and tested for significant deviation
from zero (P <0.05). Differences between slope values or between
intercept values were not significant when 95% confidence intervals
overlapped. Intercept values and slopes values were also tested for
significant deviation from, respectively, zero and 1 (P <0.05).

Results

Changes in UV absorbance and composition of
phenolics in a light gradient

Saplings of both species were sampled within the same
light gradient, with global site factor values (GSF) ranging
between 6% and 52%. Unfortunately, intermediate values
of GSF (20-40%) were underrepresented for both species.

Dualex values were first compared between the adaxial
side and the abaxial side for each leaf (Fig. 1). For the two
temperate species, Dualex values of the two sides of
leaves are highly correlated (R*=0.89 for F. excelsior and
R*=0.76 for A. platanoides). Adaxial values were three
time higher than those in abaxial epidermis for both
species. The Dualex-derived UV absorbance of leaf epi-
dermis (the sum of the adaxial and abaxial faces, Ayy) in-
creased significantly with increasing light in both species
(R*=0.81 and R*=0.66, for F. excelsior and A. plata-
noides, respectively; Fig. 2A). The slope of F. excelsior is
significantly steeper than that of the other species.

Absorbance of the leaf extract (Azp; and As75) increased
significantly with increasing light in both species (Fig.
2B, C) but the correlation with GSF was much better for
F. excelsior (R*=0.78 and 0.79) than for A platanoides
(R*=0.43 and 0.62). The slopes were significantly dif-
ferent between species for Aj;s in agreement with the
Dualex data, but not for Asqs.

Adaxial

0.0 0.5 1.0
Abaxial

Fig. 1. Relationship between Dualex-derived UV absorbance of the
abaxial and adaxial sides of leaves of A. platanoides (closed symbols)
and of F. excelsior (open symbols). Determination coefficients (r2) and
linear regression lines (solid line for A. platanoides and dotted line for
F. excelsior) are given when significant (P <0.05).
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Fig. 2. Relationships between irradiance (global site factor, GSF) and
absorbance of leaf extract at 375 nm (4375, B) and 305 nm (A3ps, C),

Content of soluble phenolic compounds (measured with
the Folin—Ciocalteu method) also increased significantly
with increasing light in both species (R*=0.59 for F.
excelsior and R*=0.62 for A. platanoides, Fig. 2D). Slopes
were not significantly different. For a given light environ-
ment, leaves of A. platanoides contain more phenolic
compounds per unit of leaf area than those of F. excelsior.

Correlation between epidermal UV absorbance,

UV absorbance of leaf extract, and composition of
phenolics

Ayy values were highly correlated with Az;s in both
species (Fig. 3A; R*=0.95 for F. excelsior and R*=0.79
for A. platanoides). The root mean square error was also
lower for F. excelsior (0.35) than for A. platanoides (0.42).

Slopes were not significantly different from each other, but 2

both were significantly higher than one, with 95%
confidence intervals of [1.51, 1.86] for F. excelsior and
[1.05, 1.66] for A. platanoides. The y-intercept was
significantly negative for F. excelsior while it was negative
but not different from zero for A. platanoides (P=0.08).

Ayv values were also well correlated with Asgs for
F. excelsior (R*=0.91) but correlation was weaker for
A. platanoides (R*=0.52; Fig. 3B). The root mean square
error was again lower for F. excelsior (1.85) than for A.
platanoides (2.97). Slopes were not significantly different
from each other, but were 3—4 times higher than with A375
because of the higher absorbance of leaf extracts in the
UV-B region than in the UV-A region (Fig. 4). The
y-intercept was significantly positive for A. platanoides
while it was significantly negative for F. excelsior. The
positive intercept on the Asgs indicates that the extract
contained UV-B absorbers coming from the mesophyll
that do not vary with Ayy in vivo, which is restricted to
epidermal absorbance.

Ayy values were highly correlated with the content of
phenolic compounds in the leaf extract (Fig. 3C; R*=0.85
and R2:O.65, for F. excelsior and A. platanoides, re-
spectively). Slopes were significantly different from each
other and the root mean square error was lower for F.
excelsior (0.86) than for A. platanoides (1.73).

UV absorbance spectra of leaves of sun and
shade saplings

An average spectrum (250-400 nm) of leaf extract of
three saplings growing in shade (GSF < 10%, full points)
and an average spectrum of leaf extract of three saplings

Dualex-derived UV absorbance (the sum of the abaxial and adaxial
sides values, Ayy, A) and leaf phenolics content (PHE, D) for A.
platanoides (closed symbols) and F. excelsior (open symbols). De-
termination coefficients (Rz) and linear regression lines (solid line for A.
platanoides and dotted line for F. excelsior) are given when significant
(P <0.05).
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Fig. 3. Relationships between Dualex derived UV absorbance (sum of
the abaxial and adaxial sides values, Ayy) and absorbance of leaf
extract at 375 nm (Aj7s, A) and 305 nm (A3ps, B), and leaf phenolics
content (PHE, C) for A. platanoides (closed symbols) and F. excelsior
(open symbols). Determination coefficients (R*) and linear regression
lines (solid line for A. platanoides and dotted line for F. excelsior) are
given when significant (P <0.05).

growing in more open conditions (GSF >40%, open
points) were computed for each species, and were plotted
in Fig. 4A for sun leaves and in Fig. 4B for shade leaves.
For both species, spectra of sun leaves showed a higher
content of UV-absorbing compounds than those of shade
leaves. Spectra of sun-exposed F. excelsior L. exhibited

30
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Fig. 4. Absorbance spectra in the UV spectral region of methanolic
extracts sun leaves (A) and shade leaves (B) for A. platanoides (closed
symbols) and F. excelsior (open symbols). Spectra of five saplings were
averaged for each group. Correlation coefficients (r, C) between absor-
bance of methanolic extracts and Dualex-derived UV absorbance [sum
of the abaxial and adaxial sides values, Ayy for A. platanoides (closed
symbols, n=24) and F. excelsior (open symbols, n=24)].

high absorbance at all wavelengths with two distinguish-
able maxima at 286 nm and 329 nm. The absorbance
spectra of A. platanoides exhibited a broad band with a
maximum at 279 nm and most of the difference between
spectra of sun and shade saplings ranged around this
maximum. For Acer platanoides L. half of the spectrum
amplitude, i.e. half of the UV-B absorbers contained in
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the leaf extract, was already present in leaves of shade
saplings. Correlation coefficients between Ayy and absor-
bance of the leaf extract at each wavelength (between 250
nm and 400 nm) are reported in Fig. 4C. Ayy values were
well correlated with the absorbance of the leaf extract for
F. excelsior at all wavelengths (R ranging between 0.94

s and 0.98; Fig. 4C) while correlation was weaker for A.

platanoides at all wavelengths, but especially in the UV-B
spectral region.

Discussion

The level of sun irradiance, as estimated from the GSF
values, influenced leaf absorbance in the UV region of
field-grown saplings of A. platanoides and F. excelsior.
Increase in sun irradiance enhanced the UV-screening
capacity of the leaf epidermis as already reported (Krause
et al., 2003; Goulas et al., 2004). The light-induced varia-
tion was more pronounced in F. excelsior leaves than in
A. platanoides leaves, but in the shade, leaves of A.
platanoides contained higher amounts of UV-absorbing
compounds than leaves of F. excelsior. The accumulation
of UV-absorbing compounds in the epidermal cells is
thought to protect the mesophyll cells and the photosyn-
thetic apparatus against UV-induced damage (Mazza et al.,
2000; Kolb et al., 2001) and shade leaves are probably
more prone to UV stress when exposed to full sunlight,
even during short periods of time (Krause et al., 2003).
The biosynthesis and accumulation of flavonoids, hydrox-
ycinnamic acids, and other related phenylpropanoid com-
pounds are among the most commonly reported responses
of plants to UV-B radiation (Caldwell et al., 1995; Cockell
and Knowland, 1999). The adaxial UV-absorbance was
three times higher than the corresponding abaxial value
for both species. Similar results have been reported on
many species (Bilger et al., 1997; Barnes et al., 2000;
Markstiadter et al., 2001; Krause et al., 2003; Kolb and
Pfiindel, 2005) and, in this case, the difference between the
two sides of the leaves was probably related to the
horizontal foliage orientation of these species, with adaxial
surfaces receiving a greater amount of UV radiation than
abaxial surfaces. As already pointed out, UV-absorbing
substances are particularly protective when they are
accumulated in the adaxial epidermis of planophile leaves
(Markstadter et al., 2001) while opposite results or less
pronounced differences between both sides were reported
for plants with more erect leaves (Burchard et al., 2000;
Barnes et al., 2000; Kolb and Pfiindel, 2005).

Dualex readings were in accordance with the absor-
bance at 375 nm of the leaf extract. This result was ex-
pected since measurements of Dualex are based on the
excitation at 375 nm (Goulas et al., 2004) and the linear
relationships observed in this study contrasted with the
curvilinear relationship reported by others (Kolb et al.,

2001; Kolb and Pfiindel, 2005). For the two species, the
negative intercept can be explained by the presence of
UV-absorbing compounds in the epidermal cells that are
not extractable by methanol (Ounis et al., 2001). The
slopes of the linear regression between Ayy and A375 were
similar between the two species, demonstrating that the
non-invasive technique of the Dualex system provides a
useful assessment of leaf protection against solar UV-A
radiation (at 375 nm). However, the slopes were slightly
higher than 1 for both species, suggesting that additional
phenolics are present in mesophyll and vascular tissues of
leaves and contribute to the additional Az;5 extract (Barnes
et al., 2000; Kolb et al., 2001; Kolb and Pfiindel, 2005).
Dualex senses only epidermal UV-absorbers whereas the
extracts are obtained from the entire leaf. Therefore, the
absorbance values (per unit leaf surface) in extracts are
larger than the corresponding Dualex measurement.

The slopes were much higher when Ayy was regressed
again Asgs. This was expected since most of the UV-
absorbing compounds have a much greater absorption in
the UV-B region than in the UV-A. This is well illustrated
by the absorbance spectra of the leaf extracts. Azgps values
were higher than A;;5 values, as already reported (Krause
et al., 2003). Differences between spectra obtained on the
two species highlighted that different classes of phenolics
are involved in light-induced variation in UV absorbance,
in agreement with the observed difference in slopes of Ayy
versus Asgs relations. Sun leaves of F. excelsior seem to
accumulate both UV-B and UV-A screening compounds;
whereas A. platanoides accumulate only UV-B protective
compounds. This difference between the two species is
similar to the one found between woody and herbaceous
plants, the latter tending to accumulate flavones (Day et al.,
1994). The nature of the phenolic compounds involved in
UV protection in our two species has not been identified.
The absorbance spectra of sun leaves of both species
showed a broad band with a maximum around 270 nm and
290 nm which may correspond to simple phenols, phenolic
acids, some flavonoids (isoflavones, flavanones), or antho-
cyanins that have only a weak absorbance in the UV-A
region while F. excelsior exhibited a second broad band
with a peak around 320 nm and 340 nm, corresponding to
other flavonoids like flavone or hydroxycinnamic acids that
absorb in both spectral regions (see Cerovic et al., 2002,
for a compilation of spectral regions of absorption maxima
of major classes of phenolics). The difference in phenolic
composition between both species probably explained
the high positive intercept observed for A. platanoides and
the negative one for F. excelsior when Asgs is regressed
against Ayy. In addition, the absorption spectrum of the
extract containing total leaf-extractable constituents might
not be representative of epidermal constituents. This large
difference between the two species highlighted that the
UV-A epidermal transmittance is not a reliable quantitative
indicator of the total UV screening capacity of the leaf
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epidermis, despite the fact that most of UV-B absorbing
compounds also absorbed in the UV-A region. Other
studies exist which disagree with (Barnes et al., 2000) or
corroborate (Krause et al., 2003) this finding.

Total leaf phenolics are often assessed using the Folin-
type colorimetric method that is based on the reducing
properties of phenolic compounds, especially for the study
of herbivore protection, energetic cost of defence invest-
ment, or decomposition (Appel et al., 2001). These

5 methods have been applied when the light-induced

changes in these ecological properties are analysed within
a canopy or across a light gradient (Cronin and Lodge,
2003; Covelo and Gallardo., 2004; Chacon and Armesto,
2006; Poorter et al., 2006). But as far as we are aware,
the relationship between changes in phenolic content
as assessed by Folin-type methods (PHE) and changes in
epidermal UV absorbance has never been studied. In the
present work it was found that Ayy was correlated with
PHE, but that the slopes are significantly different
between the two species. Nevertheless, non-destructive
in vivo measurements (Dualex) are better indicators of the
light regime (GSF) than either the Folin-type method or
the extract-absorbance method.

Conclusion

The most important finding of this study was the good
correlation between soluble phenolics in methanolic ex-
tracts (determined by absorbance in the UV-A, in the UV-
B, and with the Folin—Ciocalteu method) and the optical
measurement of epidermal UV absorbance of leaves of
A. platanoides and of F. excelsior. However, since the in-
tercepts differ markedly between species when relating
Ayvy with the absorbance in the UV-B region of the leaf
extract or with the amount of phenolics in the leaf extracts
assessed by the Folin—Ciocalteu method, any quantitative
estimate of UV-B screening capacity or energetic re-
quirement for leaf construction would need a species-
specific calibration.

Acknowledgements

The authors thank Yves Goulas (CNRS) for lending a Dualex
prototype and Gisele Libawo for her help in laboratory analysis.
This work was supported by the CNRS thorough the GDR 1536
‘FLUOVEG’.

References

Anderson MC. 1964. Light relations of plants communities.
Biological Review 39, 425-486.

Appel HM, Governor HL, D’Ascenzo M, Siska E, Schultz JC.
2001. Limitations of the Folin assays of foliar phenolics in ecol-
ogical studies. Journal of Chemical Ecology 27, 761-778.

Ballaré CL, Rousseaux MC, Searles PS, Zaller JG,
Giordano CV, Robson MT, Caldwell MM, Sala OE,

Scopel AL. 2001. Impacts of solar ultraviolet-B radiation on
terrestrial ecosystems of Tierra del Fuego (southern Argentina):
an overview of recent progress. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology 62, 67-717.

Barnes PW, Searles PS, Ballaré CL, Ryel RJ, Caldwell MM.
2000. Non-invasive measurements of leaf epidermal transmittance
of UV radiation using chlorophyll fluorescence: field and
laboratory studies. Physiologia Plantarum 109, 274-283.

Barthod S, Epron D. 2005. Variations of construction cost
associated to leaf area renewal in saplings of two co-occurring
temperate tree species (Acer platanoides L. and Fraxinus
excelsior L.) along a light gradient. Annals of Forest Science 62,
545-551.

Bass WJ. 1989. Secondary plant compounds, their ecological
significance and consequences for the carbon budget. Introduction
of the Carbon/Nutrient Cycle theory. In: Lambers H, Cambridge
ML, Konigs H, Pons TL, eds. Causes and consequences of
variation in growth rate and productivity of higher plants. The
Hague, The Netherlands: SPB Academic Publishing, 313-340.

Bilger W, Johnsen T, Schreiber U. 2001. UV-excited chlorophyll
fluorescence as a tool for the assessment of UV-protection by
the epidermis of plants. Journal of Experimental Botany 52,
2007-2017.

Bilger W, Veit M, Schreiber L, Schreiber U. 1997. Measurement
of leaf epidermal transmittance of UV radiation by chlorophyll
fluorescence. Physiologia Plantarum 101, 754-763.

Bligh EG, Dyer WJ. 1959. A rapid method of total lipid extraction
and purification. Canadian Journal of Biochemistry and Physiol-
ogy 37, 911-917.

Bornman JF, Reuber S, Cen Y-P, Weissenbock G. 1997. 5i:

Ultraviolet radiation as a stress factor and the role of protective
pigments. In: Lumsden J, ed. Plants and UV-B: responses to
environmental change. Cambridge, NY: Cambridge University
Press, 157-168.

Burchard P, Bilger W, Weissenbock G. 2000. Contribution of
hydroxycinnamates and flavonoids to epidermal shielding of
UV-A and UV-B radiation in developing rye primary leaves as
assessed by ultraviolet-induced chlorophyll fluorescence measure-
ments. Plant, Cell and Environment 23, 1373-1380.

Caldwell MM, Teramura AH, Tevini M, Bornmann JF,
Bjorn LO, Kulandaivelu G. 1995. Effects of increased solar
ultraviolet radiation on terrestrial plants. Ambio 24, 166—173.

Canham CD, Denslow JS, Platt W], Runkle JR, Spies TA,
White PS. 1990. Light regimes beneath closed canopies and tree-
fall gaps in temperate and tropical forests. Canadian Journal of
Forest Research 20, 620-631.

Cartelat A, Cerovic ZG, Goulas Y, et al. 2005. Optically assessed
contents of leaf polyphenolics and chlorophyll as indicators of
nitrogen deficiency in wheat (Triticum aestivum L.). Field Crops
Research 91, 35-49.

Cerovic ZG, Ounis A, Cartelat A, Latouche G, Goulas Y,
Meyer S, Moya L. 2002. The use of chlorophyll fluorescence
excitation spectra for the non-destructive in situ assessment of
UV-absorbing compounds in leaves. Plant, Cell and Environment
25, 1663-1676.

Chacon P, Armesto JJ. 2006. Do carbon-based defences reduce
foliar damage? Habitat-related effects on tree seedling perfor-
mance in a temperate rainforest of Chiloé Island, Chile.
Oecologia 16, 555-565.

490

495

500

505

510

W
W

520

525

530

540

Cockell CS, Knowland J. 1999. Ultraviolet radiation screening 545

compounds. Biological Review, Cambridge Philosophical Society
74, 311-345.

Covelo F, Gallardo A. 2004. Green and senescent leaf phenolics
showed spatial autocorrelation in a Quercus robur population in
northwestern Spain. Plant and Soil 359, 267-276.

550



560

570

575

580

8 of 8 Barthod et al.

Cronin G, Lodge DM. 2003. Effects of light and nutrient
availability on the growth, allocation, carbon/nitrogen balance,
phenolic chemistry, and resistance to herbivory of two freshwater
macrophytes. Oecologia 137, 32-41.

Day TA, Howells BW, Rice WJ. 1994. Ultraviolet absorption and
epidermal-transmittance spectra in foliage. Physiologia Planta-
rum 92, 207-218.

Flint SD, Jordan PW, Caldwell MM. 1985. Plant protective
response to enhanced UV-B radiation under field conditions: leaf
optical properties and photosynthesis. Photochemistry and Photo-
biology 41, 95-99.

Fraser GW, Fournier RA, Trofymow JA, Hall RJ. 2001. A
comparison of digital and film fisheye photography for analysis of
forest canopy structure and gap light transmission. Agricultural
and Forest Meteorology 109, 249-263.

Goulas Y, Cerovic ZG, Cartelat A, Moya L. 2004. Dualex: a new
instrument for field measurements of epidermal ultraviolet
absorbance by chlorophyll fluorescence. Applied Optics 43,
4488-4496.

Harborne JB. 1989. General procedures and measurement of total
phenolics. In: Dey PM, Harborne JB, eds. Methods in plant
biochemistry, Vol. 1. Plant phenolics. Academic Press, 1-28.

Harborne JB, Williams CA. 2000. Advances in flavonoid research
since 1992. Phytochemistry 55, 481-504.

Kolb C, Kiser MA, Kopecky J, Zotz G, Reiderer M,
Pfiindel EE. 2001. Effects of natural intensities of visible and
ultraviolet radiation on epidermal ultraviolet screening and
photosynthesis in grape leaves. Plant Physiology 127, 863-875.

Kolb CA, Pfiindel EE. 2005. Origins of non-linear and dissimilar
relationships between epidermal UV absorbance and UV absor-
bance of extracted phenolics in leaves of grapevine and barley.
Plant, Cell and Environment 25, 580-590.

Krause GH, Gallé A, Gademann R, Winter K. 2003. Capacity of
protection against ultraviolet radiation in sun and shade leaves
of tropical forest plants. Functional Plants Biology 30, 533-542.

Markstadter C, Queck I, Baumeister J, Riederer M,
Schreiber U, Bilger W. 2001. Epidermal transmittance of leaves

of Vicia faba UV radiation as determined by two different
methods. Photosynthesis Research 67, 17-25.

Mazza CA, Boccalandro HE, Giordano CV, Battista D,
Scopel AL, Ballaré CL. 2000. Functional significance and in-
duction by solar radiation of ultraviolet-absorbing sunscreens in
field-grown soybean crops. Plant Physiology 122, 117-125.

Meyer S, Cerovic ZG, Montpied P, Demotes-Mainard S,
Bidel LPR, Moya I, Dreyer E. 2006. FRelationship between
optically assessed polyphenols and chlorophyll contents, and leaf
mass per area ratio in woody plants: a signature of the carbon—
nitrogen balance within leaves? Plant, Cell and Environment 29,
1338-1348.

Ounis A, Cerovic ZG, Briantais JM, Moya I. 2001. Dual
excitation FLIDAR for the estimation of epidermal UV absorp-
tion in leaves and canopies. Remote Sensing of Environment 76,
33-48.

Pacala SW, Canham CD, Silander JAJ, Kobe RK. 1994. Sapling
growth as a function of resources in a north temperate forest.
Canadian Journal of Forest Research 24, 2172-2183.

Poorter H, Pepin S, Rijkers T, de Jong Y, Evans JR, Korner C.
2006. Construction costs, chemical composition and payback
time of high- and low-irradiance leaves. Journal of Experimental
Botany 57, 355-371.

Poorter H, Villar R. 1997. The fate of the acquired carbon in
plants: chemical composition and construction cost. In: Bazzaz
FA, Grace J, eds. Plant ressource allocation. Academic Press,
39-72.

Rousseaux MC, Julkunen-Tiitto R, Searles PS, Scopel AL,
Aphalo PJ, Ballaré CL. 2004. Solar UV-B radiation affects leaf
quality and insect herbivory in the southern beech tree Nothofa-
gus antarctica. Oecologia 138, 1-8.

Singleton VL, Rossi JA. 1965. Colorimetry of total phenolics and
phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagents. American Jour-
nal of Enolology and Viticulture 16, 144—158.

Veit M, Beckert C, Hohne C, Bauer K, Geiger H. 1995.
Interspecific and intraspecific variation of phenolics in the genus
Equisetum subgenus Equisetum. Phytochemistry 38, 881-891.

590

595

600

605

610

615

620



Annexes C

Annexe C: Article a soumettre a Oecologia.

Sandrine Barthod, Daniel Epron, Interspecific variations in construction cost associated to the

leaf arearenewal in understorey saplings of temperate tree species.

S Barthod



Annexes C

S Barthod



10

11

12

13

14

Annexe C

Interspecific variations in construction cost assdated to the leaf area renewal in

understorey saplings of temperate tree species.

Sandrine Barthod, Daniel Eprorf

(1) Université de Franche-Comté, Laboratoire deldgjie Environnemental, EA 3184 USC
INRA, Pdle universitaire B.P. 71427, 25 211 Monidél CEDEX.

(2) Université Henri Poincaré — Nancy 1, UMR 113XWRA - UHP Ecologie et

Ecophysiologie Forestieres BP 239, 54506 Vandoecruex.

CorrespondanceDaniel Epron Université Henri Poincaré — NancyUMR 1137 INRA —

UHP Ecologie et Ecophysiologie Forestieres BP 33806 Vandoeuvre ced@&xance
Tel: (33) 383 68 42 49
Fax: (33) 38368 42 40

Daniel.Epron@schiol.uhp-nancy.fr

S Barthod 1-C



15

16
17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

Annexe C

Short title Interspecific variations in construction cost

Abstract:

The construction cost of the current-year shoot )Q@easured the glucose requirement for
the construction of a unit shoot area. It incluttes cost of the leaf as well as those of the
supporting structures (petioles, rachis and steshsie current year shoot. The goal of this
work was to test the hypothesis that Qfiffers among saplings of nine temperate treeispec
that co-occurred under a canopy and to relate ttéfzences to the shade tolerance of the
species. Cg differed among species with the lowest values.icordata andU. glabra (CCa

< 41 g glucose i) and the highest one & torminalis, F. excelsior andA. campestre (CCa >

60 g glucose ). These differences were mainly driven by diffeenin specific leaf area
among species (SLA) despite significant differencé$eaf CC among species, from 1.13
g glucose gin U. glabra to 1.44 g glucose in F. sylvatica. This wide variation in leaf CC
was positively related to lignin content and negayi related to mineral content of the leaf
tissues. The nine species were distinctively disted on the factorial plane of a principal
component analysis (PCA) applied to the leaf tr@teemical composition, SLA, CC) while
the PCA failed to segregate species accordingeio shade tolerance. The hypothesis that the
shade tolerant species will be able to repay tmstruction cost faster than shade intolerant

ones under a given irradiance is therefore not@ieg by our results.

Key words:Construction cost, current-year shoot, shadedaola, specific leaf area

2 -C S.Barthod



36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

a7

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

Annexe C

Introduction

Shade tolerance is ecologically important and Bweid as a driving mechanism behind
succession (Pacala et al. 1994), where shade+iatdlspecies are replaced by species that are
able to reproduce and grow in shade (Kobe et &519%hade tolerance in tree species is,
however, difficult to characterise and to quantigarly classifications of species according to
their tolerance to shade were based on their doigcal characteristics (Baker 1949; Burns
and Honkala 1990; Rameau et al. 1993). Probalafityhe mortality and maximum livehood
(e.g. survival analysis) have further been used asore quantitative estimates of shade
tolerance (Kobe et al. 1995; Kobe 1996; Kobe andt€1997).

It was first acknowledged that shade tolerance ass®ciated with high carbon acquisition
capacities under low light conditions (Boardman ;9% alters and Reich 2000; Landh&ausser
and Lieffers 2001) but it was further recogniseat thot only photosynthetic performance at
the leaf level but the whole plant carbon balara® to be considered (Givnish 1988; Walters
and Reich 1999; Messier et al. 1999). Survivakeés at juvenile growth stages under shade
is therefore thought to rely on their ability to imtain a positive carbon balance under
limiting light conditions during a whole year.

The whole plant carbon balance depends not onth@mphotosynthetic capacity of individual
leaves, but also on their ability of interceptimght and on the energetic costs of producing
and maintaining their assimilatory area as wellh&s non photosynthetic organs. The lowest
the cost of leaf area renewal, the shortest théakytime will be and the fastest the leaves
will become a source of carbon for growth and neaiahce of the whole plant (Williams et al.
1989; Poorter 1994; Barthod and Epron 2005; Poettal. 2006).

The construction cost represents the amount ofoalssimilates needed to provide a plant
mass unit, expressed as the amount of glucosedg)red for the formation of 1g of dry mass

(Penning De Vries et al. 1974; Williams et al. 198borter 1994). Since the amount of
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glucose required for synthesising 1 gram of a $jgecompound vary widely from 0.9 g
(organic acids) to 3 g (lipid), the constructiorstof a plant tissue depends on it chemical
composition (Penning De Vries et al. 1974; Lamlagrd Poorter 1992).

Expressed on an area basis, the construction €dbe current-year shoot (GE measured
the glucose requirement for the construction ohia shoot surface area. It includes the cost of
the leaf as well as those of the supporting strest(petioles, rachis and stems) of the current
year shoot. It depends on the biochemical compositf these organs, their relative
contribution to the shoot biomass and specific &gaf (Barthod and Epron 2005). Assuming
that photosynthetic carbon assimilation is reldtetbaf area, CEis a rough estimate for the
ratio of carbon cost to carbon gain and it is pesiy related to the time required for a current
year shoot to become a carbon source under a graeiance.

The goal of this work was to test the hypothesat the construction cost of current-year
shoot per unit leaf area of saplings of temperatest differed between species that co-
occurred under a canopy. If Qliffered, we were interested in both biochemicat a
morphological features that account for these difiees and in relating these differences to

the shade tolerance of the species.
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Material and methods

Stedescription

The study was carried out in a naturally regendratand in Eastern France (Graoully Forest,
49°05‘N, 6°02°E, 300 m elevation). Monthly averafyg air temperature ranged between
1.6°C in January to 18.7°C in July and total anmaaifall was 745 mm (data from Météo
France, Metz-Augny, 1946-2001 periods). The oveestois dominated byAcer
pseudoplatanus L. and Fagus sylvatica L with some individuals oforbus torminalis L.; S
aria L.; Acer campestre L.; A. platanoides L.; Ulmus glabra Huds,Fraxinus excelsior L. and
Tilia cordata P. Mill. Saplings of these nine woody deciduouscsgs are relatively abundant
in the understorey of the Graoully forest.

We classified these nine species according to tegiperament using both autecology criteria
found in the French forest flora (Rameau et al.3)%hd on the Ellenberg’s index for light
(Ellenberg et al. 1992). While the first qualifidfee species as heliophilous, as semi-shade
tolerant or shade tolerant at the adult stage,sdw®ond ranks juveniles from 1 (sciaphytes
species) to 6 (heliophytes species). Combiningethe® ranking,S. aria and A. campestre
were the less shade tolerant speciekile U. glabra, A. pseudoplatanus andF. sylvatica are

the more shade tolerant ondscordata, F. excelsior, S. torminalis andA. platanoides been
intermediate. The species were arranged from tee $#hade tolerant to the more shade

tolerant in the figures (see results).

Sampling

Current-year shoot of 9 to 24 saplings of each ispewere sampled in July 2004 in the
understorey from 10 to 20% of relative irradiance @stimated from hemispherical
photograph (Barthod and Epron 2005). The heighgeanf sampled saplings was restricted

between 0.5 and 1.0 m to avoid ontogenetic vanatim measured parameters (Niinemets
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2006). The current-year shoots were stored in ahoix and transferred into a fridge (4°C)
every evening. Current-year shoots were divided stéms, petioles (or rachis) and leaf (or
leaflet), except folJ. glabra where the leaf and the petiole cannot be analgepdrately
because of their small size. In this study, thengeteaf or leaflet corresponds to the lamina
with the ribbing and without the petioles or rachieaf area was measured with a leaf area
meter (LI-3000A, Li Cor, Nebraska, USA). Leaf dryass was estimated after freeze drying.
Dry mass of other organs (current-year stems, lpsticachis) was estimated after oven
drying the samples at 60°C for at least 48h. Sjueleiaf erea (SLA, rhig™) was calculated as
the ratio between leaf area and leaf dry mass. LRARR and SWR are respectively the
relative biomass of leaves (or leaflets), petioles rachis) and stems. All samples were

ground to a fine powder and stored dry until analys

Construction costs
Construction costs of all organs (CC, g glucoSewgere first calculated from carbon (C, §)g
and minerals (A, g'§ contents assuming non-additional cost for nitratuction (Vertregt

and Penning De Vries 1987):

5.077xC

cc:{—1.041+ A }X(l—A) [1]

An additional cost for nitrate reduction in non-pbsynthetic tissues%325<N ) with N the
nitrogen content of the tissue (g)gwas also considered and was shown on the gragles (
results).

Construction cost of the current-year shoot pet lewif area (shoot G g glucose M) was
calculated from the construction cost per unitmhgss of the leaves, petioles and stems (CC
CGCr and CG respectively), their relative contribution to themass of the current-year shoot

(LWR, PWR and SWR) and the specific leaf area (SAg™):
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cC. = [CCL xLWR +CCp x PWR+CCg xSWR]
A (SLAXLWR)

[2]

Leaf extraction, chemical analysis and calculations

Total carbon and nitrogen contents were determuidid an elemental microanalyser (NCS
2500, Thermoquest, Italy) on the homogenized ofgamder. Protein content was calculated
by multiplying total N by 6.25, assuming that altrogen was organic nitrogen. Mineral
content was approximated by the ash content thatdetermined by weighing the remaining
mass of an aliquote of the homogenized leaf powafter combustion in a muffle furnace at
550°C for 6h.

A complete biochemical analyses was done on a sulifséeaves saplings (4 to 16).
Biochemical compounds were categorized in a limiednber of classes of constituents,
which yields the “proximate” chemical compositioRefining De Vries et al. 1974). The
procedure was adapted from Poorter et al. (1997)5&mg aliquot of the homogenized leaf
powder was extracted twice with 10 mL of a mixtaomtaining methanol, chloroform (2/2:
v/v) according to Bligh and Dyer (1959). Extractsrey vortexed and kept for 30 min at room
temperature to allow for complete solvent extractidfter addition of water in the methanol
chloroform mixture (1/2/2: viviv), the whole exttagas filtered through a borosilicate filter
(DURAN®, porosity 3 corresponding to diameter of thores from 16 to 40um). The filtrate
contains the two phases: a chloroform phase avdttem and a methanol/water phase on the
top. The residue remains in the filter (R1). Extiats were repeated twice.

The methanol phase is collected using a Pasteettpipnd kept at -20°C until analysis. This
phase contains the soluble sugars (glucose, sucwisible, fructan...) and the soluble
phenolics compounds. Soluble phenolics were medswrth the Folin-Ciocalteus reagent
(Singleton and Rossi 1965). The chloroform phasevaporated under nitrogen and the dry
residue weighed (R2). Lipids contents correspondht mass of the residue (R2) after

evaporation since it contains phospholipids, galguts as well as some sterols.
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The residue R1 contains mainly cell walls debrid arsoluble non structural carbohydrates
left over after extraction with chloroform/methan®1 was suspended in 3% HCI, and the
suspension was boiled for 3h at 100°C. This brehksn starch, as well as the remainder
fructan, pectin and some part of the hemicellulog®e suspension was filtered through a
borosilicate filter (DURAN®, porosity 3), dried, wghed and used for total carbon and
nitrogen determination. The residue R3 containsctiugle cell walls free of non structural

carbohydrates. Lignin and (hemi)cellulose contevese calculated from carbon and nitrogen
contents of R3, and assuming an average carboertanft 530 mg g for protein, 640 mgg§

for lignin and 440 mg g for (hemi)cellulose (Poorter et al. 1997). Orgamdids and soluble

and insoluble non structural carbohydrates wereestinated in this study.

Satistical analysis

For each parameter and each species, mean valdestaardard deviations were calculated.
Differences in measured parameters between speeies analysed by one way analyses of
variance (ANOVA) followed by multiple comparisonaukey’s test. Principal component
analysis (PCA) was used to explore simultaneousdywariability of biochemical leaf traits, a

morphological one (SLA) and leaf construction cost.
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Results

Construction cost of the current-year shoot

Since the nutritional preferences of the nine gmeavere unknown, the true CC ranged
between a minimal value assuming ammonium nutridma a maximal value assuming
nitrate nutrition and reduction in non photosynihetrgans (boxes in Fig 1). Nitrate reduction
in non photosynthetic organs would add an extra ebapproximately 10% in leaf and less
than 4% in petioles, rachis and stems. Similatlyauld increase CCby less than 10% and
it would not change the difference between species.

Construction cost of the current-year shoot pet l@af area (shoot C{} differed between
species (Fig 1a, p< 0.001) with the lowest value3.icordata and U. glabra (CCy < 41

g glucose i, assuming ammonium nutrition) and the highest oneS. torminalis, F.
excelsior and A. campestre (CCa > 60 g glucose i assuming ammonium nutrition). This
was at least partly explained by differences i tmanstruction costs that significantly varied
among species (Fig 1b, p < 0.001) from Ilgldlucose gin U. glabra to 1.44 g glucose gin

F. sylvatica, assuming ammonium nutrition. All values are digantly different from each
other except those & aria andA. platanoides. Petioles construction costs were significantly
different between species (Fig 1c, p < 0.001) amjed between 1.20 g glucosk fgr A.
pseudoplatanus and 1.34 g glucose’gfor F. sylvatica, assuming ammonium nutrition.
Construction cost of rachis of compound leavesekcelsior) was at the lower boundary of
the range of those of petioles of simple leave81(} glucose Q). Stems construction costs
were also significantly different between specigig (Ld, p < 0.05) and ranged between 1.29
g glucose g for T. cordata and 1.43 g glucose'gfor F. sylvatica, assuming ammonium
nutrition. For all organsk-. sylvatica had the highest construction cost per unit of gss,

followed by S torminalis. In contrast,U. glabra andF. excelsior had the lowest. Despite
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marked differences among species, there was no tlead according to the ranking of

species along a tolerance axis.

Allocation of biomass and specific leaf area

The petiole contribution to the biomass of the enttyear shoot was negligible h glabra,

F. sylvatica and S. aria (< 5%) while petioles of the thref&cer species and rachis &f.
excelsior accounted for more than 12% of the biomass otcthieent-year shoot (Fig 2a). In
contrast, stem accounted for less than 12% of tbmmdss of the current-year shootAoer
species while it largely contributed Borbus species, inJ. glabra and inF. excelsior (>
16%). As expected, leaf accounted for less than @D#e biomass of the current-year shoot
in F. excelsior, while it accounted for more than 83% kn sylvatica and inU. glabra.
Whatever, leaf was the major part of the biomagb®turrent-year shoot.

Specific leaf area (SLA) differed markedly betwesgecies (Fig 2b, p <0.001) with highest
values inT. cordata (42 nf kg™), F. sylvatica (37 nf kg?) and inU. glabra (36 nf kg) and
the lowest values i8. torminalis, A. campestre andF. excelsior with values close or below 30
m® kg, Species which had the lowest SLA have the hig8&t Converselyspecies which
had the highest SLA have the lowestC€ExceptF. sylvatica because of high organ CC. This

is particularly true for the leaf which accounted most of the mass of the current-year shoot.

Leaf chemical composition

Organic acids and soluble and non structural caib@ttes were not estimated in this study.
The sum of the 6 studied constituents accounte@48&6 to 78% of the leaf mass. Contents of
all studied chemical constituents were significardifferent between species (Fig 3a-f, p<
0.001). The highest leaf protein content deriveaimfrtotal N content was observed Tn

cordata (210 mg ¢) and the lowest were observed Sorbus species (< 130 mg™y. The
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highest and the lowest values of leaf mineralsemrdiffered by a factor of 4 (45 mg in F.
excelsior and 160 mgq in U. glabra). Lipids also varied markedly from 74 mg ¢n U.
glabra up to 142 mg g in A. pseudoplatanus. U. glabra also exhibited the lowest content in
soluble phenolics compounds (12 mY gvhile 10-fold higher values were found i
campestre, A. pseudoplatanus and F. excelsior. U. glabra exhibited the highest
(hemi)cellulose content likE. sylvatica andS. aria. U. glabra contained very few amount of
lignin while F. sylvitica exhibited the highest one.

The construction cost of the leaf was strongly elated with the lignin content (positive, r =
+0.88, Fig 3f) and with ash contents (negative,-0:87c). Both lignin and mineral contents
were correlated together (negative, r = -0.85, dait showed). A principal component
analysis (PCA) was applied to the leaf traits (cltahcomposition, SLA, CC). The first axis
(Fig 4a) explains 34% of the observed variabilitie main contributors of this first principal
axis were the lignin contents and construction s@positive factorial coordinate) and the
mineral contents (negative factorial coordinatehe Tsecond axis explains 23% of the
observed variability. The main contributors of tBescond principal axis were SLA and the
contents in proteins and cellulose (positive camaths) and the contents in phenols and lipids
(negative coordinates). The nine species werendistely distributed on the factorial plane,
saplings of each species forming distinct aggregéiteg 4b). However, the three groups of
species according to their shade tolerance didmihéd clusters on the factorial plane (Fig

4b).
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Discussion

Determinants of CCa

The cost which is associated to the leaf area rahéwat enables light interception and
photosynthetic assimilation has been defined astheunt of glucose equivalent per unit leaf
area that is required for growing the current-ysayot (CG, Barthod and Epron 2005). Up to
now, most studies have considered the construciist of leaves and there payback time
ignoring that a leaf does not function by itselt bequired support structures (Poorter 1994).
CCa adds an energetic component to the dry mass obstsploying leaf area proposed by
Pickup et al. (2005). Assuming that photosyntheéidbon assimilation is well related to leaf
area, C( is a rough proxy for the ratio of cost to bendfiis though to be related to the time
required for a current year shoot to become a cadmurce under a given irradiance. The
ratio of cost to benefit may be a trait relatedstmde tolerance because a low ratio will
reduced the time required for the current year stmoepay it own cost and to become a net
source of carbon for the remaining parts of thdiisgp (Williams et al. 1989; Poorter et al.
2006).

Interspecific variation in CLCwas already reported between two of the nine spesiudied
here (Barthod and Epron 2005) and the presenttsedeinonstrated that @iffered among
species sharing the same environment. The amougiticdse required for deploying 1° rof
leaf area ranged between 41 and 69 g. Interspdiiffierences in C& can be ascribed to
either morphological changes (differences in SLAmbiomass partitioning between stems,
petioles and leaves in the current-year shoot)i@chemical changes (differences in organs
construction costs). Large variations in speci@aflarea (SLA) and in biomass allocation
within the current-year shoot were observed betwsgmaties and construction cost of stems,

petioles and leaves also differed between species.
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On average, the woody stems are more expensivddahaes in this study in contrast to what
reported before (Poorter and Villar 1997), but tiliference vanished when accounting for
nitrate reduction in non photosynthetic organsidReCC were lower than leaf CC as already
reported on a few number of species (Niinemets 1888thod and Epron 2005). Whatever,
species exhibiting high leaf CC also exhibited hstggam CC and high petiole CC (Spearman
rank correlations, p< 0.05). This is not in agreetweith the hypothesis that species that have
less mechanical support in their stems will requn@re support in the leaves (Pickup et al.
2005).

Large interspecific variations in leaf CC were atlg reported but these differences have
often been highlighted between functional groupspécies like herbaceous versus trees,
deciduous versus evergreen or angiosperm versusagparm (Merino et al 1987; Griffin
1994; Poorter 1994Poorter and Villar 1997; Eamus et al. 1999; Villard Merino 2001;
Navas et al. 2003). It also differed in plants etiifig in their ecological strategy (P'yankov et
al. 2001a) or between indigenous and invasive spd8aruch and Goldstein 1999). Here, we
observed variations in saplings of temperate decidutree species from the same
environment, and the variation was quite large léaves (1.13-1.44). This contrasts with
previous studies showing only weak variations betw®iper species leaving in the
understorey (Williams et al. 1989) or between |Isawtdeciduous trees species (Villar and
Merino 2001). As the extent to which the 9 studipecies take up NOand NH" was not
known, these values (1.13-1.44) should howeverdresidered as a conservative estimate.
They fell within the range of published values temperate woody species (Nagel et al.
2002).

However, there was no correlation between leaf GC@C, among species despite this large
interspecific variation in leaf CC and despite fthet that leaves account for more than 70% of

the biomass of current-year shoot. The interspeedriation in CG was mostly explained by
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those of SLA (r = 0.96, p< 0.001) confirming thairiation of energetic requirement for leaf
area deployment is controlled by SLA and that SkAnore important than leaf CC for the

plant carbon balance (Villar and Merino 2001; Nagjehl. 2002; Wright et al. 2004).

Biochemical determinants of leaf CC

Despite the lack of correlation between A£énd leaf CC, the large variation in leaf CC
suggest a large variation in the biochemical comiposif the leaf of these co-occurring
saplings. Leaf chemical composition of the nineli&d species was in the range of published
values for leaves of woody species from differeabsystems (Poorter and Villar 1997;
P’yankov et al. 2001b)J. glabra exhibited a low leaf CC and contained more minefad)
and cellulose than other species and less lipadsbke phenolics and lignin, i.e. more cheaper
constituents and less expensive one when compatieaditler species. The high leaf CCFof
gylvatica and A. Pseudoplatanus were well related to both lignin and lipids cortgen
Difference in leaf CC between evergreen, semi dexid and deciduous woody species is
known to be well related to lipid content (Villand Merino 2001). But most of the studied
species exhibited a high level of one expensivesitment (lignin, lipids, phenolics or
proteins) together a high level of a cheaper onedrals, TSC), or a balance between two
expensive constituents or two cheaper ones. Thisfaranstance the case for cordata that
exhibited high level of protein but low levels ofgnin and phenolic, foF. excelsior that
exhibited high level of both ash and soluble phienar for F. sylvatica that exhibited high
cellulose content but low ash content. Such bataneffect among leaf constituent seems to
be a common feature in plants (Chapin 11l 1989; rRsvoand Bergkotte 1992). The lack of
interspecific variations in leaf CC in previous dies had indeed been related to negative
correlations between expensive constituents (Chidipi®89). But in this study, we observed

negative correlations between expensive and chergtituents (e.g. lignin and ash, r = -0.85
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and cellulose and soluble phenolic, r = -0.72) timaty account for the large interspecific
variation in leaf CC. The main factors explainimgerspecific variations in leaf CC were,
indeed, the amount of minerals and those of lighligh mineral content was thought to
explain the low construction cost of tomato lea@ary et al. 1998) and variation in lignin
content accounted for the variation in needle C@hwiee height inPicea abies trees

(Niinemets 1997).

Implication for shade tolerance

It has been suggested that difference inn@@uld explained difference in the ability of
species to tolerate stressful conditions. Some ldaened that CC would be higher in
stressful habitats (Penning De Vries et al. 1974driv et al. 1984). This was well illustrated
for boreal species with species exhibiting the sstt®lerant ecological strategy of Grime
exhibiting the highest CC values (P’yankov et a00Za). Others, in contrast, have
hypothesized that minimizing CC would enhance carbain and therefore fitness, since a
lower CC was ascribed to a more efficient use ob@a resource. Higher fithess of invasive
versus indigenous species has indeed been related ta leaeCC. This difference was even
more pronounced when expressed per unit area asiuwavspecies also exhibited high SLA
(Nagel and Griffin 2001; Baruch and Goldstein 1998gel et al. 2002).

It has been shown that the leaf construction cast higher inPiper species from sunny
habitat (early-successional species) than in speft@n shaded habitat (late-successional
species, Williams et al. 1989). This contrastedhwiir results showing th&t sylvatica andA.
pseudoplatanus in a lesser extend, typical shade tolerant speeidsbited the highest leaf CC
while the lowest cost was also found in a tolerard,U. glabra.

Similarly, SLA, a plant trait that account for arbased processes like photosynthetic

assimilation and light interception (Reich et @98; Wright et al. 2004), did not reflect the
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species temperament in this study. Two of the tehegle tolerant species exhibited high SLA
values but oneA. pseudoplatanus) had low SLA values similar to those in shade larant
ones. This contrasted with the hypothesis thanhgtimompetition for light will favor species
with high SLA (Poorter and de Jong 1999).

In conclusion, and in spite of a large interspecifariation in leaf CC that mainly reflects
changes in lignin and mineral contents, and in, @&t was driven by differences in SLA,
shade tolerance of deciduous tree species at jevgmuwth stage is not related to lower £C
The hypothesis that the shade tolerant speciesbeilable to repay their construction cost
faster than shade intolerant ones under a givediance is therefore not supported by our

results.
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Captions of figures

Figure 1

Mean construction cost of (a) the current-year sipeo unit of leaf area (Shoot &J; and the
construction cost (CC) per unit dry mass of (byésaor leaflets, (c) petioles or rachis and (d)
stems forSorbus aria (Sa, n=19),Acer campestre (Ac, n=19), Tilia cordata. (Tc, n=17),
Fraxinus excelsior (Fe, n=21),S torminalis (St, n=9),A. platanoides (Ap, n=24), Ulmus
glabra (Ug, n=9),A. pseudoplatanus (Aps, n=14) andragus sylvatica (Fs, n=21). The species
were arranged according to their temperament betvebade intolerant species (Sa, Ac),
intermediate species (Tc, Fe, St, Ap) and shadeaol species (Ug, Aps, Fs). The lower and
the higher part are respectively CC calculated mssy ammonium nutrition and assuming
nitrate reduction in non photosynthetic organs.ti¢al bars represent standard deviation (-SD

for ammonium nutrition and +SD for nitrate reduatia non photosynthetic organs).

Figure 2.

Mean relative contribution to shoot biomass (a, Riflleaves or leaflets (grey bars), petioles
or rachis (black bars) and stems (white bar) andmspecific leaf area (b, SLA) f&orbus
aria (Sa, n=19)Acer campestre (Ac, n=19),Tilia cordata. (Tc, n=17),Fraxinus excelsior (Fe,
n=21), S torminalis (St, n=9), A. platanoides (Ap, n=24), Ulmus glabra (Ug, n=9), A.
pseudoplatanus (Aps, n=14) andFagus sylvatica (Fs, n=21). The species were arranged
according to their temperament between shade natalespecies (Sa, Ac), intermediate
species (Tc, Fe, St, Ap) and shade tolerant spdtigs Aps, Fs). Vertical bars represent

standard deviation (xSD) in SLA.

Figure 3

Relationships between construction cost (CC) ofdeassuming ammonium nutrition and (a)
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proteins, (b) phenolics, (c) minerals, (d) (hemll)dese, (e) lipids and (f) lignins contents of
leaves forSorbus aria (Sa, white circles)Acer campestre (Ac, white squares)lilia cordata.

(Tc, grey triangles)iraxinus excelsior (Fe, grey diamonds}k. torminalis (St, grey circles)A.
platanoides (Ap, grey squares)}Jlmus glabra (Ug, black circles)A. pseudoplatanus (Aps,
black squares) anBagus sylvatica (Fs, black triangles). White symbols are used fade
intolerant species (Sa, Ac), grey symbols for imeediate species (Tc, Fe, St, Ap) and black
symbols for shade tolerant species (Ug, Aps, Fg)edr regression lines are drawn when
correlation coefficients (r) are significantly difent from 0 (p <0.05). The numbers of
replicates are the same than in Fig 1 and 2 faeprs and minerals, and the same than in Fig.

4 for others compounds.

Figure 4

Principal component analyze (PCA) ordinated acogrdo 8 leaf traits (SLA, specific leaf
area; CC, leaf construction cost; PROT, proteintaaois; CELL, (hemi)cellulose contents;
LIG, lignin contents; MIN, mineral contents; LIRpids contents; PHE, phenolic contents)
with axis 1 explaining 34% and axis 2 explaining®8f the variance of all studied saplings
(a) projection of the 8 variables on the factopkne and (b) projection of all saplings on the
same factorial plane. Species &mbus aria (Sa, white circles, n=7)\cer campestre (Ac,
white squares, n=7)lilia cordata. (Tc, grey triangles, n=7)}raxinus excelsior (Fe, grey
diamonds, n=6)S. torminalis (St, grey circles, n=4). platanoides (Ap, grey squares, n=9),
Ulmus glabra (Ug, black circles, n=4)A. pseudoplatanus (Aps, black squares, n=8) and
Fagus sylvatica (Fs, black triangles, n=16). White symbols are uBmdshade intolerant
species (Sa, Ac), grey symbols for intermediateisggTc, Fe, St, Ap) and black symbols for

shade tolerant species (Ug, Aps, Fs).
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Annexes D

Annexe D : Mesures micro-calorimétriques de la chalur de combustion de la

matiére seche et du résidu pariétal

Principe de la Micro-Calorimétrie

La chaleur de combustion est mesurée a l'aide dimiveo bombe calorimétrique adiabatique.
Le dispositif expérimental comporte le calorimgtireprement dit (vase Dewar) dans lequel est
placé la micro bombe calorimétrique : récipientrayique trés résistant, en acier inoxydable,

hermétiquement clos par un couvercle vissé.

Figure 1-D: Photographie de la micro bombe calorimiique du calorimétre de combustion Semi-Micro 1425

de Parr Instrument.

De 10 a 15 mg de la matiére végétale est mise feone de pastille (1 cm de diametre) puis
placée dans une nacelle a l'intérieur de la bordik-ci est ensuite remplie d'oxygéne sous une
pression d'environ 35 atm. Une résistance trés pgmgtionnée au dessus de I'échantillon est
chauffée par un courant électrique afin de démaeregaction. Une fois amorceée, la réaction est
rapide et dégage une treés grande quantité de ch@lette quantité de chaleur est déterminée par
I'élévation de température de I'eau qui entourgalerimetre. La détermination de la chaleur de
combustion d’'une substance n’est généralementgadisée directement. En effet, le calorimetre
doit étre préalablement calibré par une réactiomicjue pour laquelle la valeur de la chaleur de
combustion est connue avec précision: la comhbustie l'acide benzoigue en présence

d’'oxygeéne.
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Calibration : détermination de la capacité calorifue du calorimeétre

Equation 1-D: Combustion compléte de I'acide benzqiie

CGH5COZH(S)+1—2502(g) - 7C0,(g)+3H,0

C,H.CO,H : Formule brute de I'acide benzoique
(s) : solide

(9) : gaz
AH benzoique = chaleur de combustion de I'acidebigue 26 435 JY

Connaissant la quantité de chaleur dégagée paontdbustion de l'acide benzoique et ayant
mesuré l'augmentation de température produite kEmsemble calorimétrique, nous sommes en

mesure de déterminer la capacité calorifique dorraétre.

Equation 2-D : Quantité de chaleur produite par lacombustion de I'acide benzoique
Qeat = Myenzoique™ AH penzoiquet My X AH
Q cai: quantité de chaleur produite par la combusteiatide benzoique (kJ)
M penzoique: Masse de la pastille d’acide benzoique (g)
AH penzoique: Chaleur de combustion de I'acide benzoique425kJ q

m 5 : masse du fil a combustion (g)

AH ¢ : chaleur de combustion du fil & combustion : 3,85 g*

La correction du fil correspond a la combustionfilligui a brdlé durant la combustion de la

matiere végétale. Cette correction a été appliqeléeest de 'ordre de 2%.
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Equation 3-D : Quantité de chaleur absorbée par lealorimétre et ses accessoires
stst = (mHZO + E)x Cszo xAT
Q syst: quantité de chaleur absorbée par le caloringttses accessoires (kJ)
M eau: Masse d’eau introduite dans le vase Dewar (425 g
E : masse en eau du microcalorimétre (g) capaalt¥ifique du microcalorimétre
Cpeau: Capacité thermique massique de I'eau 4,184KY

AT : variation de température.

Equation 4-D : Calcul de la capacité calorifique diwcalorimétre

“Gpatr) ™
E : masse en eau du microcalorimeétre (g) capaaltFifique du calorimétre
Q cal: quantité de chaleur produite par la combusteiiatide benzoique (kJ)
M cau: Masse d’eau introduite dans le vase Dewar (425 g
Cpeau: Capacité thermique massique de I'eau 4,184KY

AT : variation de température

Mesures expérimentales
Lorsque l'étalonnage (mesure de la capacité cajoef du calorimeéetre) est terminé, nous
pouvons remplacer l'acide benzoique par I'échantilet reprendre la méme procédure.
Expérimentalement, on mesure l'augmentation de éestyre AT) produite par la combustion
d'une masse m de I'échantillon. Connaissant lacd@pzalorifique du calorimétre, on est capable
de déterminer I'énergie de combustion issue de satistance.
Au temps t = 0, on démarre le chronometre et op teotempérature de I'eau dans la cuve. Un

thermometre a affichage numérique permet de litee dempérature avec une précision de un

centieme de degré. Une fois la température stabilisn procede a la mise a feu. Une table

tracante permet de suivre I'évolution de la temjpéeaau cours du temps. La température

augmente rapidement.
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Figure 2-D : Schéma et photo du thermogramme d’uneombustion compléte. Le thermogramme se divise en
3 parties : A- la prépériode : temps durant lequeles différentes parties (vase, eau...) atteignent téilibre
thermique; B- la réaction : temps durant lequel I'chantillon brile; C- la postpériode : temps durantlequel le

systeme retrouve son équilibre.

Equation 5-D : Etat d’équilibre lors de la combuston de I'échantillon
Qecn t Qaps T Qi =0
Q ¢ch: chaleur dégagée par la combustion de I'échant{lkJ)
Q abs: chaleur absorbée par le systeme (kJ)

Qi : chaleur absorbée par le fil a combustion (kJ)

Equation 6-D : la chaleur de combustion de I'échariton (AH ¢
Meen X AH ¢, = (meau + E)x AT xCp,,, —my xAH
M &ch: Masse de I'échantillon (g)
AH ¢ch: chaleur de combustion de I'échantillon
M equ: Masse d’eau introduite dans le vase Dewar (425 Q)
E : capacité calorifique du calorimétre (g)
AT : variation de température
Cpeau: Capacité thermique massique de I'eau 4,184KY
m 5 : masse du fil a combustion (g)

AH ¢ : chaleur de combustion du fil & combustion : 3,85 g*

Connaissant la masse de la pastilleg{gnde matiere végétale introduite dans la coup@lkst

aisé de calculer la chaleur de combustion de I'éfiian (AH gch).

4-D S. Barthod




Annexes E

Annexe E : Comparaison de méthodes pour estimer kontenu en LIG et en

TSC dans le résidu pariétal

Dans cette annexe, nous développons une méthode-cailorimétrique permettant d’estimer le
contenu en lignines et en (hémi)celluloses damédilu pariétal. Nous comparons nos résultats
avec ceux obtenus en appliquant la méthode baséle sontenu carboné (Poorter and Villar
1997).

La composition biochimique du résidu pariétal

Les méthodes pour déterminer la concentration@nnié sont généralement fastidieuses, elles
nécessitent l'utilisation de composés chimiquesesgifs et interféerent souvent avec d’autres
composés contenus dans le matériel végétal. De Ipriignines sont des composés tres divers,
plusieurs calibrations (Morrison 1972) doivent étalisées (en utilisant des standards différents
pour chaque espece) ce qui rend les comparaistorésrement délicates et colteuses. Comme |l
n'existe pas de méthode simple pour obtenir degkarle pure, nous avons choisit de déterminer
le contenu en lignine de facon rapide et simplenlgue sans doute assez peu précises. La
premiere méthode est basée sur la teneur en cadsookaque constituant de R3, la deuxieme
meéthode est basée sur la chaleur de combustiohadgie constituant de R3. Ces deux méthodes
sont basées sur le fait que :

Le résidu pariétal (R3, voknnexe Fpour I'obtention de ce résidu) est essentiellersenstitué

de sucres structurauX $Q, de lignines [(IG), de protéines insolubles (qui ont précipité duran

la premiére extractiol®ROT) et de minérauxMIN).
Estimation des lignines par la méthode du contenuerbone

Les concentrations en sucres structurat&{ et en ligninesl(IG) sont calculées en partant du
principe que le&IG contiennent 0,64 glgde C, 1esTSCO0,44 g.§" (Fengel and Wegener 1989)
et lesPROTen contiennent: 0,53 g'gPoorter and Villar 1997). Aprés pesée du résiafiépal
(Wrg), le carbone totalGrs) et I'azote total Nrs) de ce résidu sont déterminés par analyse

élémentaire.
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La masse du résidu R3 est égale a la somme deg mesBSC LIG, PROTet MIN contenus
dans R3:
WR3 :WPROT +WLIG +WTSC +WMIN

La quantité de carbone du résidu R3 est égalesaneme des quantités de carbond 8€ LIG,
PROTetMIN contenus dans R3 :

CR3 XWRS = C:PROT ><WPROT + C:LIG XWLIG + C:TSC ><WTSC

En combinant ces deux équations on obtient :

Equation 7-E : Calcul de la masse des LIG contenuemns R3 par la méthode du contenu en C

W = CR3 XWRS B CPROT XWPROT - CTSC X (WR3 _WPROT _WMIN )
LG — cC -
LIG c;rsc

Wks, Werot WLic et Wrse : masses deROT, LIG et TSCdans la matiére végétale (g)
Crs Cerot, Cuie, Crsc: teneurs en carbone &8,PROT, LIG et TSC(g g%)

La calcination du résidu pariétal permet de déteemia masse de cendre de celuiWiq). La

masse de la fraction protéiqudio.y) du résidu est calculée en multipliant la conceign en N
totale du résidu pariétaNgs) par 6,25 (Poorter and Villar 1997). Le contenuT&Cest ensuite
calculé a partir d&\fiy connaissant la masse initiale de R3.

Estimation des lignines par la méthode de la chalele combustion

Suivant la proportion delG (composeés colteux) et la proportib8C(composés peu colteux),
I'énergie continue dans le résidu pariétal n'est [gfaméme. Les chaleurs de combustion des
TSC LIG etPROTsont déterminées a partir de “standards” (celeulrs poudre microcristalline,
taille des particules 20 um; lignine hydrolytiqué albumine bovine, respectivement).
Connaissant la chaleur de combustion et la mass@gidu pariétal Wr3), la contribution de

chacun de ces trois composés au résidu pariétafamiement étre calculée.
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Une fois séché et pesé, un échantillon de 100 mgédidu R3 est brdlé dans une bombe
calorimétrique (1425, semi micro bomb calorimetayr, lllinois, USA) afin de déterminer sa
chaleur de combustiom\Hgs, kJ g*, Annexe D). Les chaleurs de combustion obtenues pour les
standards sont : 22,7k gourLIG ; 16,9 kJ & pourTSCet 22,52 kJ g pourPROT.

La masse du résidu R3 est égale a la somme des aesdsSC LIG, PROTetMIN dans R3 :

WR3 = WPROT +WLIG +WTSC +WMIN

La quantité de chaleur contenue dans le résidusR8gale a la somme des quantités de chaleurs
deTSC LIG, PROTetMIN dans R3:
AH R3 ><WR3 = AH PROT ><WPROT + AH LIG ><WLIG + AH TSC ><WTSC

En combinant ces deux équations on obtient :

Equation 8-E : Calcul de la masse de LIG contenueaths R3 par calorimétrie

W = AH R3 XWR3 - AH PROT XWPROT —AH 1sc X (WR3 _WPROT _WMIN )
LIG
AH LG AH e

Wks, Werot, WLic et Wrsc: masses dB3, PROT, LIGtTSCdans la matiére végétale (g)
AHRrs, AHprotrAH1sc AHuis : chaleur de combustion @8 PROT, LIG et TSC(kJ g%

Résultats
Les valeurs obtenues avec les deux méthodes semicbirélées $0,69 pour I'estimation des
LIG et P = 0,65 pour I'estimation des TSC;<90,001). Toutefois, la méthode calorimétrique
double I'estimation du contenu en LIG par rappdd enéthode du contenu carbong=(ly,45) et
sous-estime le contenu en TSC de 20%@)85).
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Figure 3-E : Les résultats des régressions linéaseentre les valeurs obtenues par la méthode de Poaret les
celles obtenues par calorimétrie pour I'estimatiordu contenu en lignine (en haut) et en TSC (en bas$ur
chaque graphique sont représentés les coefficierds la droite de régression avec le coefficient dercélation.

La bissectrice est tracée en trait discontinu, ellsert de référence.

La corrélation entre ces deux méthodes dépend alesirg standard affectées aux chaleurs de
combustion des lignines, celluloses, et protéif@mntrairement aux protéines et aux sucres
structuraux, les lignines sont des composeés tressifiés, de ce fait leurs teneurs en carbone et
leurs chaleurs de combustion sont tres variablasighine hydrolytique utilisée dans la méthode
calorimétrique ne correspond pas & une teneur raoma 0,64 g § appliquée dans la méthode
de Poorter, mais & une teneur de 0,59 ¢dgsé par analyse élémentaire). Ceci revientéglie
nous n'avons pas utilisé le méme standard entralees méthodes. Afin de rendre ces deux
méthodes comparables nous appliquons une correctiorchangeant la valeur de la chaleur de
combustion affectée a la lignine de 24,88 R]2P.7 x 0.64 / 0.59).
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Avec cette valeur corrigée de chaleur de combugimur la lignine, les coefficients directeurs
s’approchent de 1 pour les deux relationg; £Y1.01 pour les LIG etgy= 1.07 pour les TSC).
Les difféerences de valeur entre les deux méthodesde I'ordre de 7% pour I'estimation des
LIG et de 9% pour I'estimation des TSC.
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Figure 4-E : Les résultats des régressions linéaseentre les valeurs obtenues par la méthode de Pearet les
celles obtenues par calorimétrie (aprés correctiode la chaleur de combustion des lignines) pour I'émation
du contenu en lignine (en haut) et en TSC (en basjur chaque graphique sont représentés les coeféaits de
la droite de régression avec le coefficient de caation. La bissectrice est tracée en trait discomtu, elle sert

de référence.

Il est ainsi possible d’ajuster la corrélation entes deux méthodes sur la bissectrice (pente=1).
C'est en appliquant une chaleur de combustion d&J2g" pour les lignines que les résultats

obtenus avec les deux méthodes corrélent le mieux.
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Annexe F: Protocole pour déterminer la compositionbiochimique du

matériel végétal

Pour toutes les analyses de composition biochimiguaatériel végétal est préalablement séché
a I'étuve a 50°C pendant 72 h puis finement brayéyeur a bille).

Le contenu en minéraux (MIN) est assimilé au contenu en cendres. Les cendms so
déterminées par gravimétrie aprés calcination (au & 550°C pendant 5h) de 150 mg de
matériel végétal.

Le carbone total G et I'azote total N sont déterminés a partir de 1mg de matiére seche et
sont dosés par un micro analyseur carbone/azofdgécawn spectrométre de masse (NCS 2500,
Thermoquest, Italie).

Les échantillons de matiére seche (broyés et hondiggs) sont conservés a I'étuve a 50°C afin
de minimiser 'hydrométrie et qu’elle soit compdeapour chacun des échantillons. La pesée est
ensuite effectuée dans des petites coupelles d'étai une balance sensible au mg. Chaque
échantillon passe dans une premiére colonne de usiiob en présence d’oxygene. Les gaz
produits (CQ, H,O et oxydes d’azotes) sont entrainés par un fluximo d’hélium dans une
colonne de réaction remplie de cuivre rouge. Ung@i@ eau a la sortie du four assure
I'élimination de la vapeur d’eau. G@t N, sont ensuite séparés par chromatographie en phase
gazeuse avant d'étre dosés par un catharometregférence a des standards de teneur
élémentaire certifiée.

Le contenu en protéines (PROT)est calculé a partir de N en considérant qu’il y a en

moyenne 0,16 gramme de N par gramme de protéine.

PROT = Nt
016

Extraction (voir schéma a la fin de ’Annexe F)
L'extraction est répétée sur deux échantillons peeélants pour avoir des réplicats. Un
échantillon de 150 mg de matiére végétale (broyBoatogénéisé) est extrait a deux reprises

dans un mélange de 10 mL de méthanol, chlorofo@f& y/v) selon la méthode de Bligh and
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Dyer (1959). L’échantillon et le solvant sont biemélangés (dans des tubes a essai, ou
erlenmeyer) puis reposent 30mn & température atebiafin de permettre I'extraction compléte.
L’addition d’eau dans le mélange méthanol chlommier(1/2/2: viviv) produit deux phases, de

part et d'autre du résidu.

Figure 5-F : Photographie des 3 phases issues dexfraction eau, méthanol, chloroforme (1/2/2: vivlx La
phase supérieur (a) correspond a la phase méthanglie (elle contient les sucres solubles (glucosecmse
soluble, fructane...) et les composés phénoliquessoles.). La phase chloroformique (c) (en bas) comtnt les

composeés lipidiques(phospholipides, galactolipides stérols).. Le résidu (b) entre les deux phases.

Les deux phases et le résidu sont ensuite filwésieuset filtrant en borosilicate (DURAN®,
porosité 3 correspondant a un diameétre de pores &6tet 40um). Le filtrat (S1) contient les
deux phases: la phase méthanol/leau au dessus ¥9= pour le méthanol), la phase

chloroformique au dessous (d = 1,47). Le résidy (Rdte dans le creuset filtrant.

Figure 6-F: Photographie de la filtration sous vié@ sur creuset filtrant du mélange eau, méthanol,
chloroforme (1/2/2: viviv).
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La phase méthanoliqueest prélevée du filtrat avec une pipette Pasteatte phase est
conservée au congélateur a -20°C dans I'obscw#gujaux analyses. Cette phase contient les
sucres solubles (glucose, sucrose soluble, fructam les composés phénoliques solubles.

Les composeés phénoliques solublesnt dosés par spectrophotométrie avec le rédetiolin-
Ciocalteus selon la méthode de (Singleton and Ri@685). Sur une prise d’essai de 50uL de la
phase méthanolique sont ajoutés 475uL de réactkdli@ (0,25 N) puis 475 uL de NaGO
(1M). La solution repose 15 mn au bain marie a 403@e solution de coumarine est utilisée
comme standard, dont la gamme s'échelonne de 0 83" L’ absorbance est lue & 724 nm.
Le dosage des composés phénoliques, nécessiteyapgilisation préalable de la matiere
végétale.

La phase chloroformiquecontient les lipides(phospholipides, galactolipides et stérols). Cette
phase est évaporée sous atmosphere d'azote a taide évaporateur rotatif. Le contenu

lipidique est déterminé gravimétriquement a patirésidu (R2) issu de I'évaporation.

Figure 7-F: Photographie de I'extraction sous atmsphére d'azote avec évaporateur rotatif de la phase
chloroformique (issue I'extraction de la matiere vgétale avec le mélange eau, méthanol, chloroform#2/2:

VIVIV).

Le résidu R1, constitué de débris cellulaires est remis en exusipn avec HCI a 3%, la
suspension bout 4h a 100°C. Cette hydrolyse addemndpose I'amidon, le reste de fructane, de
pectine et une certaine partie des (hémi)cellulosassuspension est ensuite filtrée sur creuset

filtrant en borosilicate (DURAN®, porosité 3 corpemdant au diametre des pores de 16 a
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40um). Le résidu R3 ainsi obtenu ne contient plessdcres insolubles, il est constitué
uniquement d’ (hemi)celluloses, de lignines et d&dines insolubles qui n'ont pas précipitées
durant la premiére extraction. R3 est le résidigpalr

Les protéines insolublessont calculées en divisant lg,N\du résidu R3 par 0,16 (Poorter and
Villar 1997).

Les contenus en lignines et en (hémi)cellulosesnt déterminés a partir de la teneur en carbone
de R3 (analyse élémentaire) et des teneurs enrmrdbes protéines (0,53 ¢f)g des lignines
(0,64 g @) et des (hémi)celluloses (0,44 ¢, gPoorter and Villar 1997). Les calculs sont
détaillés erAnnexe E
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Figure 8-F : Schéma du protocole expérimental poudéterminer la composition biochimique du matériel
végétal. La description de ce schéma est présentée Annexe F. MS : matiére séche ; C et N contenu en
carbone déterminés par analyse élémentaire ; R1, R8t R3 résidus obtenus a lissue de filtration ou

évaporation ; S1 : substrat issu de la filtration.
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Abstract

Interspecific variability and plasticity of the cos associated to the leaf area renewal in

forest species growing in natural regeneration

One of the components of shade tolerance residéseiability of saplings to reduce carbon
loss by minimising respiratory and by optimisinghli interception and photosynthesis. Thus
it must exist a compromise between the reductionraspiratory losses, increase in
photosynthetic activity and development of thesislatory area. We were interested more
particularly in modulation of the cost associatedlidaf area renewal (leaves and various
structures necessary to their deployment) and vexetbre characterized biochemical
(construction cost, biochemical composition) andphological (specific leaf area, biomass
allocation) features which explain the interspedififferences and the plasticity of this cost.
The study was donie situ on saplings sampled in a large range of light remvhents making

it possible to characterize the interspecific Maitity and the plasticity of the cost associated
to the leaf area renewal. The species selected eesteasted from the point of view of their
temperament, their architecture and their foliarphology: nine species were selected in
temperate forest (Moselle) and three in tropicatesv (French Guyane). The light
microclimate of each seedling was characterized mumerical hemispherical photograph.
The construction cost of each organ was calculatading from its carbon content, and
corroborated by its heat of combustion (microcahetiry).

We observed a large interspecific variability andrge plasticity of the cost associated to the
leaf area renewal. These costs do not reflecteahgérament of species but their plasticity
shows that the most tolerant species are mostiglabhis plasticity is more due to

morphologicals changes of the specific leaf araa tb biochemical changes.

Keywords: shade tolerance; construction cost; interspecifariability; plasticity; carbon
balance.



Résumé

En sous-bois, la capacité des juvéniles installédindinuer les pertes de carbone par
respiration et a augmenter l'interception du ray@nant lumineux constitue une composante
a part entiere de leur aptitude a tolérer 'ombrdigdoit donc exister un compromis entre la
diminution des pertes respiratoires, l'augmentatims l'activité photosynthétique et le
maintien de la surface assimilatrice. En s’intémasplus particulierement a la modulation du
colt associé au déploiement des surfaces assinemt(feuilles et différentes structures
nécessaires a leur déploiement) nous avons casgcties traits biochimiques (colt de
construction, composition) et morphologiques (szafapécifique, allocation de biomasse) qui
expliquent les différences interspécifiques etléesticité de ce codt.

Ce travail a été realisé situ sur des juvéniles installés dans des conditioomtrage plus

ou moins intense permettant de caractériser labité interspécifique et la plasticité du
colt de mise en place de la surface assimilatties.especes retenues étaient contrastées du
point de vue de leur tempérament, de leur architectt de leur morphologie foliaire: neuf
especes ont été choisies en forét tempérée (Mpsallierois en forét tropicale (Guyane
francaise). Le microclimat lumineux de chaque plkardté caractérisé par une photographie
hémisphérique numérique. Le colt de constructionhdgue organe a été déterminé a partir
de sa teneur en carbone, et corroboré par sa cliEeombustion (microcalorimétrie).

Nous observons une grande variabilité interspagiet une forte plasticité du colt associé au
déploiement de la surface assimilatrice. Ces co@tsrefletent pas le tempérament des
especes, en revanche, leur plasticité montre quedpéces les plus tolérantes sont les plus
plastiques. Cette plasticité est plus due a desifioatibns morphologiques de la surface

spécifique des feuilles qu’a des modificationsele contenu biochimiques.

Mots clefs: tolérance a I'ombrage ; colt de construction riadilité interspécifique ;

plasticité ; bilan de carbone.



