N
N

N

HAL

open science

Relations anatomiques du bois chez deux espeéeces
forestieres, Fagus sylvatica et Quercus petraea. Impact
de la sécheresse de 2003

Emilie Martel

» To cite this version:

Emilie Martel. Relations anatomiques du bois chez deux espéces forestieres, Fagus sylvatica et Quercus
petraea. Impact de la sécheresse de 2003. [Stage|] Université Henri Poincaré (Nancy 1), FRA. 2010,

24 p. hal-02818128

HAL Id: hal-02818128
https://hal.inrae.fr /hal-02818128
Submitted on 6 Jun 2020

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://hal.inrae.fr/hal-02818128
https://hal.archives-ouvertes.fr

Nancy-Université
%Unr‘vusr‘ré

Henri Poincaré

ig‘»
]

VEPIYIRA
e
S0
sl

A

&

AEGEAL,

53
¢
.

Wi

Ruonds 5,

SRS,
ARSI
FRREEELLH
ALY
GRS

PR

Faculté des sciences et technologies de Nancy
Master Biologie et Ecologie pour la Forét, I’ Agronomie et I’Environnement (BEF AGE)

parcours Fonctionnement et Gestion des Ecosystémes (FGE)

Relations anatomiques du bois chez deux espéces forestiéres,

Fagus sylvatica et Quercus petraea.

Impact de la sécheresse 2003.

Centre INRA de Nancy
54280 Champenoux
UMR INRA (1137) Nancy Universités
« Ecologie Ecophysiologie Forestiéres »

Equipe Physiologie et diversité de la réponse aux contraintes

Etudiant stagiaire : Emilie Martel
Maitre de stage : Didier Le Thiec

Responsable Universitaire du stage: Daniel Epron Année scolaire : 2009-2010



Remerciements

Tout d’abord je tiens a exprimer ma gratitude envers mon maitre de stage, Monsieur Didier le Thiec,
chargé de recherche, pour son accueil au sein de I’équipe, Physiologie et diversité de la réponse aux
contraintes. Je le remercie tout particuliérement pour sa disponibilité et son aide précieuse pour la

rédaction du rapport et pour la préparation de la soutenance orale.

Ensuite, je tiens & remercier, Monsieur Christophe Rose, assistant ingénieur, de m’avoir formé sur le

microscope €lectronique & balayage ainsi que de m’avoir expliqué le fonctionnement du lyophilisateur.

Je remercie, Madame Nathalie Ningre, assistante technicienne, pour sa contribution & ma formation
au microscope ¢lectronique & balayage, ainsi que Monsieur Franck Radnai, assistant technicien, pour son

aide en informatique.

Et enfin je remercie toutes les personnes qui m’ont accordé leurs aides et leurs soutiens pendant

toute la période de mon stage.

Abréviations

INRA : Institut Nationale de Recherche Agronomique
UHP : Université Henri Poincaré

UMR : Unité Mixte de Recherche

WUE: Water Use efficiency

ZIP: Zone initiale poreuse

ZP: Zone a pores diffus

ONF : Office Nationale des Foréts

MEB : Microscope Electronique a Balayage
UV : Ultra -Violet

IF : Infra-Rouge

EHT: Electronic High Tension

VP : Vide Poussé

WD: Word Distance



Sommaire

DD OU U CTION e cerunreierseecersserrssssssrseesssnsssssosssssssasssesssssasnssssssssssssessransssssosnanssssssnsssssssannessosennaserns d

Matériel et méthodes ......coovvrercrrirerccssnneenens ceerreerntesssnnssnrens ST
1. Site dU Projet cooveiiiiviininniesieicnninniineeinaneimeoeienisimsisisisisssmesesssssaseens reesesteasaresnsesarssrnsnes 2

2, ESPECES EHUIEES.ccuuieriireirsensrresisessanssinssanssssnsssnssssssnsssnssasssnssnssassrsssssssssassnssasssnsssnssssassasesssssnssrsssnsorasanses 3
2.1 EChantilloONNage coovieieriiiieisieeeetteeeesee ittt sttt 3

a. Stratégie d’échantillONNAZE ...............c.ooiiiiiiiiei e 3

b. Prélevements des Carottes de DOIS...............c.oooiiviiiviiiiii it 4

2.2 Préparation des échantillons pour le traitement d’iMage .....oceeevvinieiiiiiiiieniiiienencenee e 4

Q. L@ THICFOIOMIC. ..ottt ettt 4

b. Protocoles de préparation des échanIilIONS....................ccccoiviiiiiiiiieiii e, 4

3. Dispositif analytique.....ccueiiincninninniennienneneiecieneaeinseieiesssssssnessssisesses versesssnines 6
3.1 Principe et appareillage du MEB ....uoiiiiiiieiiiiniiieniiiieiiessseieseiesseesicesiesiee et eseener e 6

I sV 1453 4 (< PO OO DT O U O O PO DT T O T U P ST PP T O T PP T PP O TP PP UUP TP POPPPPI 7

a. Formation et 0btention de ['TMAZE..............ccc.oveeiieiiis it 7

b. Parametres dit MEB...............cc.coc.ooiiieiiiiioieie ettt ettt eb bt 8

4, Analyse d’image et des FéSUMALS ......cvveiviieiniiiiiiinnennineessreseessessiessasseesesssssaeses 9
4.1 Traitement d IMAEE ...ooerereeereeiieiienirei et in et et en ettt s ent s e st et s et 9

4.2 Traitement de dONNEGES ..e...evoreeneieieniiiieeiieiteiaert et s se et s st teseesese ettt st e e esene e s 9
RESUIALS ..cciiivniiiinrrensiiinniisisinnnsissssnnssssssnnensiossssrssssssssssessssssnsssssssnsssssnnsssssssasesssassasessassesssns 1 0
1. Evolution des caractéristiques anatomiques en fonction du temps et des conditions climatiques
................................................................................................................................................................. 10

2. Relation entre le nombre et la surface totale des vaisseaux par Mm? ........ceevvveisseensereissecssnnosaeans 11

3. Largeur de cerne en fonction du nombre et de la surface totale des vaisseaux par mm>........... 11
DiscussSion/CoONCIUSION ciuivevvericssnresssrniessssniesssesssrnossrnssssesssnsessssssessssnsssnsssssssssssssssssessssassans J2
Bibliographie ....cccveecrveininiieissnnsiinineessninsnennenneieinismiiseesssisessssssesenes . I |

Annexe 1 : Carte du Site de Hesse
Annexe 2 : Caractéristiques des échantillons de Quercus petraea et Fagus sylvatica.

Annexe 3 : Le Microscope a Balayage Electronique (MEB) et les appareils associés



Introduction

Dans le cadre de la formation du master FAGE 1" année, un stage en laboratoire d’une durée de
6 semaines a ¢té réalisé afin de nous familiariser au milieu de la recherche, et de nous former 4 la
conduite d’une démarche scientifique. J’ai réalis¢ ce stage & ’INRA Champenoux de Nancy, au sein de
PUMR INRA-UHP 1137 « Ecologie et Ecophysiologie Forestiéres ». Cette unité a pour mission d’étudier
les bases physiques et biologiques des interactions entre les facteurs de I’environnement et le
fonctionnement des arbres et des écosystemes forestiers. Ce stage s’est effectué plus particuliérement,
dans I’équipe "Physiologie et diversité de la réponse aux contraintes". Il s’insére dans une des études d'un
projet cofinancé par la région Lorraine. Les thématiques de ce projet de recherche sont les suivantes :
changement climatique, biodiversité, écophysiologie de I’arbre, régulation stomatique, efficience
d’utilisation de I’eau, écologie fonctionnelle.
Cette étude a pour but d’ « analyser la diversité interspécifique et intraspécifique du transfert et de la
transpiration de I’eau dans les mélanges d’essences feuillues en Lorraine. Nous savons aujourd'hui que la
succession forestiére ainsi que la dynamique de croissance des arbres sont étroitement dépendantes de
leur phénologie, de I’acces a la ressource en eau et de I’efficience de son utilisation (WUE) ». Elle fait
suite a une pré-étude réalisée en 2003 qui a mis en évidence une diversité de WUE chez différents
groupes d’espéces. La problématique de cette étude est axée sur les composantes principales qui peuvent
expliquer la diversit¢ de WUE de différents groupes d’espéces, sur le plan écophysiologique et
autécologique. Plusieurs critéres anatomiques ont été analysés pour expliquer cette diversité : densité
stomatique (anatomie de la feuille) et surface et nombre des vaisseaux du bois (anatomie du bois).
Actuellement la relation entre I’anatomie de la feuille, plus particuliérement la conductance stomatique et
WUE a été établie chez plusieurs especes (Thése Marion Zapater, 2009 et Thése Magali Roussel, 2008).
Alors que Ia relation entre ’anatomie du bois et WUE a été constaté seulement chez Quercus petraea et
Quercus robur (Ponton et al., 2001).
C’est dans I’optique de déterminer une relation entre I’anatomie du bois de deux essences feuillues
(Fagus sylvatica et Quercus petraea) provenant d’un peuplement mélangé, et d’étudier ’impact de la
sécheresse de 2003, que s’est déroulé mon stage. En effet, durant 6 semaines j’ai effectué des coupes sur
des carottes de bois et analysé I’anatomie (surface et nombre des vaisseaux) de ces 2 espéces sur les 6
espéces prises en compte dans I’étude, afin de les comparer. Les objectifs principaux de cette étude étant
de:
- préserver la biodiversité terrestre en favorisant les peuplements mélangés dans la forét.
- connaitre les processus clé de I'utilisation des ressources en eau afin de prédire I'impact des
changements globaux de I’atmosphére sur la biodiversité et ainsi permettre un aménagement raisonné des

foréts mélangées.



Cette étude a donc un double intérét. Tout d’abord un intérét scientifique permettant d’améliorer les
connaissances écophysiologiques et fonctionnelles des différentes espéces, mais aussi de comprendre le
role des foréts mélangées dans le fonctionnement hydrique et carboné. Et enfin un intérét pour la gestion
forestiére afin de développer des outils mesurant la contrainte hydrique et les effets de la lumiére sur la

physiologie de I’arbre, pour exploiter de fagon raisonner une forét.

Matériel et méthodes

1. Site du projet

Ce projet s’est déroulé sur le site atelier de la forét domaniale de Hesse (48°40°27°N ; 7°03°53"" E,
altitude 305 metres), située & une dizaine de kilométres au sud de Sarrebourg et entrecoupée par la
Biévre, un affluent de la Sarre (4nnexe I). Elle recouvre une superficie de 485 ha et est composée a 90%
de Fagus sylvatica (hétre), les autres espéces étant Carpinus betulus (charme), Quercus petraea (chéne
sessile), Fraxinus excelsior (fréne), Prunus avium (merisier),...

Ce site a €t€ choisi d’une part parce qu’il comporte un dispositif expérimental utile a cette étude :
présence de tours & flux (mesures des échanges gazeux) et d’une station météorologique et d’autre part
parce qu’il est composé de parcelles de différents 4ges intéressantes pour mettre en évidence 1’effet age,
et pour limiter I’effet sol.

Quatre parcelles d’ages différents ont donc été sélectionnées:

- parcelle 215 « hesse 2 » : elle a été mise en place en 2002, elle contient un jeune peuplement d’espéces
feuillues en mélange (stade gaulis) (Thése Marion Zapater, 2009). Les espéces échantillonnées sont :
Betula pendula (Bouleau), Carpinus betulus, Fagus sylvatica, Quercus petraea et Prunus avium.

- parcelle 217 « hesse 1 » : elle a été établie durant I’hiver 1995-1996 dans une hétraie (stade perchis)
(Theése Marion Zapater, 2009). Les espéces échantillonnées sont : Betula pendula, Carpinus betulus,
Fagus sylvatica, Quercus petraea et Prunus avium.

Ces deux parcelles font parties des sites expérimentaux de Hesse. Elles sont chacune issues de
régénération naturelle et équipée d’une tour de mesures des flux et d’un ensemble de capteurs
microclimatiques. Les deux parcelles suivantes sont accolées aux parcelles expérimentales et font parties
de la hétraie.

- parcelle 218 : d’apres I’observation des valeurs de la circonférence des arbres de cette parcelle qui se
rapprochent de celles de la parcelle 217, on peut supposer que ’on est en présence d’un peuplement de
stade perchis. Les especes échantillonnées sont : Berula pendula, Carpinus betulus, Fagus sylvatica,
Quercus petraea, Fraxinus excelsior et Prunus avium,

- parcelle 222 : de méme, pour cette parcelle on remarque des valeurs de circonférence plus élevées que
celle de la parcelle 217, on pourra donc penser que 1’on a une futaie. Les espéces échantillonnées sont

Betula pendula, Carpinus betulus, Fagus sylvatica, Quercus petraea, Fraxinus excelsior et Prunus

avium.




2. Espéces étudiées

Afin d’établir au mieux les relations inter et intraspécifques, il a été choisi de faire les prélévements de
carottes sur le maximum d’espéces présentes sur ce site. Six espéces ont donc été retenus : Betula
pendula (Bouleau), Carpinus Betulus (charme), Fraxinus excelsior (fréne), Prunus avium (merisier),
Fagus sylvatica (hétre) et Quercus petraea (chéne sessile). Mon analyse portera sur deux de ces six
especes : Fagus sylvatica et Quercus pefraea dont les caractéristiques anatomiques sont différentes
(Tableau 1).

Tableau 1 : Caractéristiques anatomiques du bois chez ces 2 espeéces. (These Riad Bakour, 2003 et

Atlas d’Anatomie des bois des Angiospermes).

Espece Eléments de | Fibres Parenchyme radial | Parenchyme | Propriétés
vaisseaux longitudinal

Quercus | Zone initiale En plages | Rayons Diffus, ZIP a

petraea | poreuse (ZIP) dont dans le homocellulaires tangentiel ou | « hétérogénéité »
les vaisseaux sont bois final | (toutes les cellules | associés aux | de distribution de
de gros diameétres de rayons sont vaisseaux vaisseaux dans le
(300 2 500pm) en couchées)etde 1 a cerne
début de cerne et de 10 cellules de large

faible diamétre en fin

de cerne (20um

minimum).

Fagus Zone a pore diffus Longues | Rayons Diffus ZP &

sylvatica | (ZP) dont les et en homocellulaires « homogénéité » de
vaisseaux ont un plage (toutes les cellules distribution de
diameétre moyen dans le de rayons sont vaisseaux dans le
compris entre 50 et bois couchées)etde 1 & cerne
75 um (30pm 10 cellules de large
minimum)

2.1 Echantillonnage

a. Stratégie d’échantillonnage

Comme pour le choix des espéces, I’échantillonnage des arbres a été basé sur la diversité : arbre
dominant et dominé (déterminé par la hauteur), arbre héliophile et sciaphile, arbre de circonférence
différente, de position géographique différente. Dans ’analyse des deux espéces étudiées, cette diversité
permettra d’obtenir une grande amplitude de données anatomiques du bois, ce qui donnera lieu a une
bonne comparaison entre les caractéristiques anatomiques (largeur de cerne, nombre de vaisseaux/mm? et

surface totale des vaisseaux/mm?).




b. Prélévements des carottes de bois

Selon la stratégie d’échantillonnage définie précédemment, le prélévement s‘est effectué sur 4 arbres par
parcelle et par espéce, soit un total de 28 arbres dont 16 Q .petraea et 12 F.sylvatica.

On notera que pour F.sylvatica 4 arbres n’ont pas ét¢ échantillonnés sur les parcelles 215 et 217 du fait
d'arbres trop jeunes pour étre carottés ou trop proches de la tour a flux. Sur chaque arbre, seulement deux
échantillons ont été prélevés, pour limiter le nombre de blessures. De plus, la hauteur : 1,20métres et la
profondeur : 10 cernes au minimum soit 10 années, de prélévement sont identiques pour toutes les
espéces. La hauteur de prélévement étant basée sur une donnée standard établie par ’ONF, et la
profondeur étant choisie pour observer, les effets du temps et des changements climatiques: en
particulier la sécheresse de 2003. (Annexe 2 : Caractéristiques des échantillons de Quercus petraea et

Fagus sylvatica).

2.2 Préparation des échantillons pour le traitement d’image

a. Le microtome

Le core-microtome est un appareil utiliser pour 1’étude des cellules (Gértner ef al., 2009). Le principe de
ce microtome est de couper des surfaces planes d’échantillons de bois entiers pour 1’analyse anatomique.
Il est composé principalement d’une plateforme d’échantillonnage de 40 cm, réglable et d’un porte
couteau mobile et pivotant de 70 cm (Photo 1).

Photo 1 : Le core-microtome Porte
couteau

mobile

L’avantage de ce microtome est qu’il permet non seulement de couper des échantillons entiers de
surfaces planes et paralléles mais aussi de voir clairement la structure des cellules (vaisseaux dans le cas
du bois de feuillu) sans abimer les cernes. Ces deux paramétres sont trés importants pour 1’analyse

anatomique du bois que nous avons réalisée dans cette étude.

b. Protocoles de préparation des échantillons

Les carottes de bois ont été placées a -20°C, afin de conserver la structure et les propriétés chimiques du
bois. Cependant, effectuer une coupe sur un échantillon congelé peut endommager sa structure. En effet,
si I’échantillon est sec et dur, les vaisseaux sont fragilisés et tendent a se casser lorsqu’on les coupe.

Il est donc nécessaire d’établir un protocole de préparation de ces échantillons afin de préserver au mieux

leurs structures et leurs propriétés.




Dans le paragraphe suivant sera développé les deux protocoles qui ont été utilisés pour la préparation des
carottes de Quercus petraea (chéne sessile) et de Fagus sylvatica (hétre). On précisera que pour le
traitement d’image, les coupes réalisées sur les carottes seront des coupes transversales afin d’observer au
mieux la structure cellulaire du bois (Fig.1 structure et plan du bois 3D).

Fig.1 : Structure et plan du bois en 3D

(http://www.wolman.de/gfx_content/infocenter holz/holzarten/FR-
Aufbau%20der%20Laubhoelzer klein.jpg)
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» Protocole de préparation des carottes de Quercus petraea :

Le bois de chéne sessile est un bois a ZIP dont la distribution des vaisseaux dans le cerne est
« hétérogene ».

Les carottes de bois encore congelées ont été positionnées sur la plateforme d’échantillonnage puis
coupées avec un couteau en carbure de tungsténe fixé au porte couteau suivant les réglages: angle de
découpe : 2,8 cm et hauteur de découpe : tout les 0,2 mm (200 um). On obtient alors des échantillons de
3,5 millimétres d’épaisseur finale moyenne. Seul l'échantillon massif ("surfacé") est observé (Photo 1).

Photo 1 : Quercus petraea

Ce protocole s’avére efficace et suffisant pour les carottes de chéne car il semblerait qu’il soit moins
sensible a I’angle de découpe du fait de son hétérogénéité dans la distribution des vaisseaux (nombre de
vaisseaux plus faible que chez le hétre) c'est-a-dire que le nombre de vaisseaux abimés par la découpe
serait moindre. Mais il n’est pas optimum, pour cela on aurait pu tremper les carottes dans de I’eau afin
de les humidifier et de préserver au maximum la structure des cellules.

> Protocole de préparation des carottes de Fagus sylvatica :

Le bois de hétre est un bois a ZP dont la distribution des vaisseaux est « homogéne ».
Les carottes congelées ont tout d’abord été trempées dans de I’eau pendant environ 2h, pour humidifier la

structure du bois et permettre de conserver sa structure cellulaire.



Ensuite ces carottes humides ont €té placées sur la plateforme d’échantillonnage et coupées avec le
couteau en carbure de tungsténe suivant les réglages : angle de découpe : 0,9 cm et hauteur de découpe :
tous les 0,5-0,7 mm (500-700 pm). On obtient des échantillons de 3,5 millimétres d’épaisseur finale
moyenne. Seul I'échantillon massif ("surfacé") est observé (Photo 2).

Photo 2 : Fagus sylvatica

Ce protocole est trés avantageux pour I’observation d'un maximum de vaisseaux sur une carotte étant
donné les caractéristiques anatomiques du hétre (pore diffus, distribution « homogéne » des vaisseaux ce
qui lui confére une plus grande sensibilité a ’angle de découpe : vaisseaux plus facilement dégradés du
fait de leur grand nombre).

» Résumé du protocole de préparation : (Gértner et al., 2009)

Le meilleur protocole de préparation pour étudier I’anatomie du bois est donc : tout d’abord de tremper
les carottes dans de 1’eau pendant environ 2h, ce qui permet de conserver la structure du bois
(préservation des vaisseaux). Ensuite de couper les échantillons avec un microtome sur lequel on monte
un couteau en carbure de tungsténe (métal trés performant pour couper du bois : trés coupant et solide)
afin d’obtenir une coupe plane et paralléle, mais aussi de conserver les cernes et d’observer clairement les
cellules du bois (vaisseaux, parenchyme, rayons). Les réglages de I’angle du couteau (sur porte couteau)
et de la hauteur de coupe (sur plateforme d’échantillonnage) dépendent des caractéristiques anatomiques
de I’espéce échantillonnée. Néanmoins il est préférable de prendre un angle inférieure & 1 cm pour abimer
le moins possible la surface de 1’échantillon (vaisseaux cassés ou bouchés). Enfin pour finir la
préparation nous avons lyophilisé les échantillons a -10°C sous une pression de 60 Pa, 24h, pour
conserver 1’aspect et les propriétés de I’échantillon. Le principe de la lyophilisation ou « séchage a froid »
est de surgeler un échantillon sous-vide, ce qui provoquera une évaporation de la glace sans passer par la
phase liquide de l'eau. En effet lorsque 1’on réchauffe la glace a basse pression, ’eau se sublime c'est-a-
dire qu’elle s’évapore (état solide a gazeux). Cette vapeur d’eau qui sort de 1’échantillon sera capturée par

congélation a 1’aide d’un condensateur= « piége a froid » placé a -50°C.

3. Dispositif analytique
3.1 Principe et appareillage du MEB

Le microscope électronique a balayage est un outil capable de produire des images en haute résolution de
la surface d’un échantillon. En effet, il permet de réaliser des observations allant du millimétre au
nanometre.

Cette technique d’imagerie est basée sur I’interaction entre un faisceau incident d’électrons appelés aussi
électrons primaires, et un échantillon. Il en résulte ainsi une émission de particules électroniques

(secondaires, rétrodiffusés, transmis et Auger) et photoniques (rayons X, UV, Visible, IF,...).



Ces particules donnent lieu a un signal qui sera analysé par un détecteur et qui renseignera sur une des
propriétés de I’échantillon (morphologie, topographie, nature et nombre des éléments le composant,
structure cristalline, structure électronique,...).

Le MEB de 'INRA - Nancy (LEO 1450 VP — ZEISS) est un microscope a pression controlée (Annexe
3). Cela signifie qu’il peut fonctionner soit en mode « conventionnel », c’est-a-dire en vide poussé
(pression allant de 107 & 10™ Pa) soit en mode « pression contrdlée », ou le vide n’est que partiel
(pression pouvant atteindre 3 & 120 Pa dans la chambre). Ce vide permet ’observation d’échantillon sans

préparation (séchage, métallisation pour le rendre conducteur aux électrons.).

3.2 Imagerie
a. Formation et obtention de ['image (Microscopie électronique & balayage et microananlyse,

F.BRISSET)

Afin d’obtenir une image des cernes et des vaisseaux du bois, nous avons utilisé le MEB. En effet ;
comme nous I"avons dis précédemment, le MEB forme une image de la surface de I’échantillon par
construction progressive, contrairement au microscope optique qui donne une image globale et
simultanée de I’échantillon. Préalablement, les carottes de bois ont été « nettoyées» par un pulvérisateur
d’air et du scotch (enlever les impuretés et enlever les thylles formés naturellement par les vaisseaux du
bois), puis positionnées correctement sur la platine (vue de dessus des vaisseaux, rayons du bois
paralleles a la platine) grice a une observation & la loupe binoculaire.

Cette platine contenant 3 échantillons a été placée dans la chambre du MEB, que 1’on a refermée. Ensuite
grace a un logiciel informatique : SMART SEM qui contrdle de maniére électronique le MEB, nous
avons fait le vide poussé dans la chambre ce qui permet de réduire les effets des gaz atmosphériques
comme [’oxygene, de réduire les interactions avec le faisceau d’électrons et les interactions entre
I’échantillon et son environnement, ainsi que de favoriser le dégazage du bois. Aprés cela nous avons
envoyé un courant €lectrique dans une anode (ouverture du canon) pour produire une émission
thermoélectronique, qui créer le faisceau électronique. Le principe de I’émission thermoélectronique est
d’extraire les électrons par chauffage d’un matériau : filament en tungsténe le plus utilisé et employé dans
notre cas ou pointe en hexaborure de lanthane. Ce faisceau d’¢lectrons sortant du canon va balayer la
surface de I’échantillon grace a deux paires de bobines de déflections qui dévient le faisceau suivant deux
axes perpendiculaires (X et Y). Suite a cette interaction entre le faisceau et la surface de ’échantillon, ce
dernier va émettre a son tour des électrons (secondaires et rétrodiffusés dans le cas de la formation d’une
image). Et enfin ce signal électronique a été collecté par un détecteur spécifique (BSD pour les électrons
rétrodiffusés et utilisé pour notre manipulation, SE pour les électrons secondaires).

On notera que dans un MEB, aucune imagé réelle n’est formée, en effet les variations locales de
intensit¢ du signal collecté sont généralement liées a la topographie (électrons secondaires) ou & la

composition de I’échantillon (électrons rétrodiffusés). (Schéma 1).



Schéma 1 : Obtention d’une image

Faisceau d’électrons primaires

Emission d’électrons
rétrodiffusés (Imagerie)

Emission d’électrons
secondaires (Imagerie)

Emission de photons
(microanalyse)

Poire de
détection

b. Paramétres du MEB

Les principaux paramétres a régler pour obtenir une bonne image sont le grandissement, la vitesse de
balayage, la définition. Ils se combinent & la tension d’accélération (EHT), la taille de la sonde, la
pression de la chambre (VP), la distance de travail (WD), la hauteur de la platine par rapport  la lentille
objective (=Z=résolution), le contraste et la brillance. Dans le tableau suivant, sont présentés, les

paramétres utilisés pour les photographies de Quercus Petraea et Fagus sylvatica.

Espéce | Grandissement | Balayage | EHT | VP | WD | Z Contraste | Brillance

(Secondes) | (kV) | (Pa) | (mm) | (mm) | (%) (%)
Quercus | 90 fois 30,5 20 ~22 | 15 ~27 |60 ~36,5-
Petraca 37,5
Fagus 78 fois 30,5 20 | ~22 |~15 |[A27 |60 ~35a38
sylvatica

Pour chaque échantillon de chaque espéce, nous avons photographié les cernes des années 2000 jusqu’a
2006, dans I’intention d’obtenir un grand nombre de données sur les caractéristiques anatomiques du

bois.




Photo 3 : Image prétraitée de Q. Petraea
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Photo 4 : Image prétraitée de F. sylvatica

Image analysée de F. sylvatica
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4. Analyse d’image et des résultats

4.1 Traitement d’image

Le traitement et le prétraitement des photographies des échantillons de Q.Pefraea et F.sylvatica ont été
réalisés par le logiciel Image J. Ce logiciel est trés utilisé par la communauté scientifique du fait de ces
multiples avantages : rapidité d’analyse de I’image et prétraitement de I’image (retouches de ’image)
mais aussi parce que c’est un logiciel gratuit.

A partir de ’analyse d’image, nous avons obtenu la surface totale et le nombre de vaisseaux par cerne de
chaque échantillon de Q.Petraea et Fagus sylvatica (Photo 3 et 4). Pour cela nous avons déterminé les
paramétres suivants : échelle de I'image, seuil de I'image (=niveau de gris), définition de I’image et
surface minimum des vaisseaux (Tableau 2).

Tableau 2 : Parameétres de I’analyse des photos de Quercus petraea et Fagus sylvatica.

Espece Echelle de I'image | Seuil Définition (pixels) Surface minimum (um?)
Quercus petraea | 1um=3,015 pixels 0,22 1024x706 314
Fagus sylvatica 1pm=3,472 pixels 0,22 1024x706 707

Pour obtenir la surface de 'image analysée, nous avons utilisé le logiciel Visilog 9.6 avec lequel nous
avons mesuré la largeur des cernes et la longueur de I’image analysée. Ce logiciel de traitement d’image
permet aussi d’analyser les images, il est plus développé (plus de filtres d’analyse) et pratique a calibrer

pour effectuer des mesures.

4.2 Traitement de données

Pour I’ébauche d’analyse des données numériques : surface et nombre des vaisseaux par cerne et par mm?
et largeur de cerne, nous avons utilisés le logiciel Microsoft Excel 2003. A I’aide de ce logiciel nous

avons réalisé des graphiques mettant en relation ces trois paramétres.
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Résultats

Avant de commencer I’analyse des résultats, il serait utile de rappeler que 1’objectif de mon stage est de
déterminer quelles sont les relations existantes dans ’anatomie du bois de deux espéces forestiéres. Ainsi
que I'impact de la sécheresse de 2003 sur ’anatomie de ces bois. De ce fait, et parce que il n’y a aucun
effet visible de la parcelle et de la circonférence sur les paramétres anatomiques (largeur de cerne,
nombre de vaisseaux/mm? et surface totale de vaisseaux/mm?), j'ai calculé la moyenne de ces paramétres

pour chaque espéce et pour chaque année.

1. Evolution des caractéristiques anatomiques en fonction du temps et des conditions climatiques
Graphiques de I’évolution des caractéristiques anatomiques en fonction du temps et tableau des
conditions pluviométriques et thermiques (Thése de Marion Zapater, 2009).

Tableau des conditions pluviométriques et thermiques

Température annuelle | Précipitation

Années moyenne en °C annuelle (mm)
2003 10,7 648

2004 9,9 880

2005 9,5 716

2006 10,5 1005

2007 10,4 1207
Moyenne |10,2 891,2

Globalement, on observe que le hétre a une largeur de cerne, un nombre et une surface de vaisseaux/mm?
plus élevés que le chéne. En ce qui concerne 1’évolution de ces paramétres anatomiques en fonction du
temps, on remarque trés clairement une forte diminution de la largeur de cerne chez le hétre pendant les
années 2003 et 2004. A I’inverse pendant cette méme période, le nombre et la surface totale des
vaisseaux par mm? augmente de fagon considérable. Alors que chez le chéne, durant ces deux années, la
largeur du cerne, le nombre et la surface totale des vaisseaux par mm? restent constants. On peut
expliquer cette différence, par les conditions climatiques particuliéres qui ont eu lieu en 2003. Comme on
peut le constater dans le tableau précédent, en 2003, la température moyenne est plus élevée (+0,5°C par
rapport a la moyenne) alors que la pluviométrie est plus faible (-243,2 mm par rapport 4 la moyenne). En
2003, le climat était donc chaud et sec. Cette derniére caractéristique : sécheresse de 2003 (ayant
provoqué une baisse d'assimilation de carbone) explique donc la diminution de la largeur de cerne.
Cependant, on distingue aussi, une variation des parameétres anatomiques chez le chéne. En 2005, on voit
une diminution de la largeur du cerne avec une augmentation du nombre et de la surface totale des

vaisseaux par mm?2.
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Figure 1 : Surface totale des vaisseaux par mm? en fonction du nombre de vaisseaux par mm?
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Figure 2 : Surface totale des vaisseaux par mm? en fonction du nombre de vaisseaux par mm?*
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Figure 3 : Largeur de cerne en fonction du nombre de vaisseaux par mm?
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Dans le tableau précédent, on se rend compte que ’année 2005 est marquée par des températures basses
(-0,7°C par rapport a la moyenne) et de faible précipitation. Effectivement cette année a été marquée par
une longue vague de froid (rapport de météo France), ce qui pourrait expliquer ces différences. Ces
graphiques mettent donc en évidence, dans un premier temps, la sensibilité du hétre a la sécheresse de
2003, qui se répercute sur ’année 2004 ; et la sensibilité du chéne en 2005, qui pourrait étre due au froid
et /ou & un effet tardif de la sécheresse. Puis dans un deuxiéme temps, on discerne une relation a tendance
négative entre la largeur de cerne et le nombre et la surface totale des vaisseaux par mm?, ainsi qu’une
relation a tendance positive entre la surface totale des vaisseaux par mm? et le nombre de vaisseaux par

mm?

2. Relation entre le nombre et la surface totale des vaisseaux par mm?

Le premier graphique (Figure 1), représente la surface totale des vaisseaux par mm? en fonction du
nombre de vaisseaux par mm? de tous les arbres, afin de confirmer qu’il n’y a aucun effet de ’arbre
(circonférence) et de la parcelle sur les parametres anatomiques. On voit qu’il existe une relation positive
entre ces deux parametres aussi bien chez le chéne que chez le hétre (indice de régression R? proche de 1
chez les deux espeéces : 0,57 pour le chéne et 0,83 pour le hétre).

Le deuxieme graphique (Figure 2), représente aussi la surface totale des vaisseaux par mm? en fonction
du nombre de vaisseaux par mm?, mais cette fois-ci sur la moyenne des arbres par année. Il confirme
cette relation positive entre la surface totale des vaisseaux par mm? et le nombre de vaisseaux par mm?
(indice de régression R* 0,91 chez le chéne et 0,93 chez le hétre), ainsi que le fait qu’il n’existe pas ou
peu d’effet de ’arbre et de la parcelle sur ces paramétres anatomiqueé.

Ces deux graphiques affirment donc la conclusion de la partie précédente, sur la relation positive qui
existe entre le nombre et la surface totale des vaisseaux par mm?. La surface totale des vaisseaux par mm?

dépend donc du nombre de vaisseaux par mm? et pas l'inverse.

3. Largeur du cerne en fonction du nombre et de la surface totale des vaisseaux par mm?
Le troisiéme graphique (Figure 3), représente la largeur de cerne en fonction du nombre de vaisseaux par
mm? et par année. On note, une relation négative entre ces deux paramétres quelle que soit I’espéce
(R?=0,77 pour le chéne et 0,75 pour le hétre).
Le quatrieme graphique (Figure 4), lui représente la largeur de cerne en fonction de la surface totale des
vaisseaux par mm?®. Comme pour le graphique précédent, on examine une relation négative entre ces deux
paramétres quelle que soit I’espéce (R*=0,72 pour le chéne et 0,68 pour le hétre).
Ces deux graphiques corroborent la conclusion de la partie précédente, sur la relation négative entre la
largeur de cerne et le nombre et la surface totale de vaisseaux par mm?. De plus il consolide lefait que la
surface totale de vaisseaux par mm? dépend du nombre de vaisseaux par mm? puisqu’on obtient
exactement la méme relation entre ces deux paramétres et la largeur de cerne. La largeur de cerne dépend

alors du nombre et de la surface totale des vaisseaux par mm?,



Discussion/Conclusion

L’anatomie du bois (vaisseaux, fibres, parenchymes,...) est une caractéristique écophysiologique
constitutive des arbres (conduction de la séve brute et soutien). De plus selon les espéces cette anatomie
varie, comme on a pu le constater chez Q. petraea et F. sylvatica. C’est pour cela, que I’objectif de mon
stage a été d’établir une relation entre les différents paramétres anatomiques du bois (largeur du cerne,
nombre et surface totale des vaisseaux par mm?) chez ces deux especes foresticres, ainsi que d’étudier
I’impact de la sécheresse de 2003 sur ces paramétres. Les résultats obtenus, démontrent, qu’il existe une
véritable relation entre les paramétres anatomiques de ces deux especes : la surface totale des vaisseaux
par mm? dépend du nombre de vaisseaux par mm? et la largeur de cerne est inversement proportionnelle a
ces deux paramétres. Cette derniere relation, pourrait étre expliquée indirectement par la densité du bois.
Effectivement, nous savons que la densité du bois dépend de la nature et du nombre de fibre et que plus le
bois est dense (nombre et surface totale des vaisseaux par mm? diminue), plus le bois final est développé
et plus sa croissance est rapide (largeur de cerne augmente) et vice-versa. Outre cela, on constate que les
paramétres anatomiques dépendent fortement du temps et particuliérement des changements climatiques
comme la sécheresse de 2003, mais avec une réponse différente selon ’espeéce. Cette variation, ainsi que
I’hypothése énoncée précédemment confirme et compléte les deux premiers types de stratégies qui ont
été mise en évidence, en réponse a une sécheresse édaphique (Thése Marion Zapater , 2009) :

- espéces tolérantes a la sécheresse comme (). petraea (Ponton er al., 2001) comportant les
caractéristiques suivantes : enracinement profond, potentiel hydrique de base peu négatif (faible
sécheresse) et vulnérabilité a la cavitation (=germe d’air qui envahit et bouche les vaisseaux du bois
empéchant la circulation de la séve xylémienne dans ces vaisseaux). D’aprés nos résultats on pourrait
compléter ces caractéristiques physiologiques et anatomiques foliaires par les caractéristiques
anatomiques du bois : Largeur de cerne, nombre et surface totale de vaisseaux par mm? constants.

- espéces les moins tolérantes a la sécheresse comme F. sylvatica avec un enracinement superficiel, un
potentiel hydrique de base trés négatif (forte sécheresse) et une forte résistance a la cavitation. Comme
pour les espéces tolérantes a la sécheresse, on pourrait compléter ces caractéristiques par les
caractéristiques anatomiques du bois : Largeur de cerne diminue, nombre et surface totale de vaisseaux
par mm? augmentent.

En conclusion la diversité anatomique du bois de ces deux espéces en réponse & une sécheresse
édaphique et probablement due aux différentes stratégies développées par ces espéces.

Néanmoins pour optimiser et améliorer la qualité de nos résultats et de nos relations, il est important de
respecter scrupuleusement le protocole de préparation des échantillons décrit dans ce rapport, pour
troubler le moins possible la surface des vaisseaux et donc limiter les erreurs dans le nombre et la surface
totale des vaisseaux. Ce protocole pouvant étre amélioré en ce qui concerne la découpe (angle de
découpe) et le nettoyage (matériel utilisé) des échantillons.
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Par ailleurs et dans cette méme optique d’amélioration, on pourra aussi utiliser d’autres logiciels
d’analyse d’image et de données. En effet, malgré sa performance d’analyse d’image la macro (analyse et
met en place les filtres des images) du logiciel Image J a une marge d’erreur de 4,41% : chez le chéne, ce
qui reste faible. Il pourrait donc étre judicieux d’utiliser un ou plusieurs logiciels d’analyse d’image
comme Visilog ou Aphélion, pour limiter cette erreur car ils offrent d’avantages de filtres pour le
traitement d'images. Pour le traitement de données, on aurait pu utiliser un logiciel de traitement
statistique comme R mais par manque de temps, nous avons utilisé Microsoft Excel 2003.

Ceci étant, les relations que nous avons obtenues avec ces méthodes sont correctes (indices de régressions
proches de 1) et nous permettent d’approfondir la conclusion. On a conclu que la diversité anatomique du
bois chez ces deux essences de feuillues en réponse a une sécheresse dépendait de la stratégie adoptée par
ces espéces. Par ailleurs, les caractéristiques propres a ces stratégies dont la modification de ’anatomie
du bois (potentiel hydrique de base, résistance a la cavitation,...) semblent dépendre de la capacité de ces
espéces & acquérir leur ressource (carbone et eau : WUE). Effectivement, il semblerait qu'une espéce
vulnérable a la cavitation allouerai son carbone aux racines (croissance en largeur= largeur de cerne
grande) et aurai un potentiel hydrique de base peu négatif (faible sécheresse) (Q. pefraea) alors qu’une
espéce résistante & la cavitation allouerai son carbone aux branches (croissance en hauteur=largeur de
cerne petite) et aurai un potentiel hydrique de base trés négatif (forte sécheresse) (F. sylvatica) (These
Marion Zapater, 2009).

Pour confirmer cette hypothése ainsi que les hypothéses sur la densité du bois et les stratégies
développées en réponse a la sécheresse, on pourra étendre cette étude aux 6 especes échantillonnées et
développer plusieurs axes d’études qui seraient les suivants :

1. mesurer la densité du bois de chaque cerne, de chaque arbre pour confirmer qu’il existe une relation
indirecte entre la densité du bois et les paramétres anatomiques du bois étudiés.

2. mesurer la discrimination isotopique en C dans la cellulose des cernes de bois pour confirmer qu’il
existe une relation entre WUE et I’anatomie du bois.

3. étudier I’impact des différents événements climatiques qui ont eu lieu de 2000 a 2006 : soit la
sécheresse de 2003 et la vague de froid de 2005 qui semblent avoir un effet différent sur le Q. petaea et le
F.sylvatica pour relier 4 nouveau ’anatomie du bois et les stfatégies développées par ces especes.
D’autres parts, il serait intéressant de vérifier s’il pourrait y avoir un impact retardé de la sécheresse sur
’anatomie du bois de chéne (Diminution de la largeur des cernes en 2005).

Plus largement ces axes d’études permettraient d’affirmer ou d’infirmer qu’il y a une complémentarité
de Iutilisation des ressources dans un peuplement mélangé (thése de Marion Zapater, 2009). Ce qui serait
trés intéressant pour développer des outils ou des protocoles de gestion permettant de préserver au mieux
la biodiversité forestiére au vue de I’augmentation du nombre d’épisode de sécheresse dii aux

changements climatiques.
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Annexe 2 : Caractéristiques des échantillons de Quercus petraea et Fagus sylvatica.

circonférence longueur de la épaisseur de la carotte aprés
Espéce (cm) carotte (mm) coupe transversale (mm)
Chéne 917 38 3,5
Chéne 926 73 3,5
Chéne 1020 70 3,5
Chéne 905 72 3,5
Chéne 645 65 3,5
Chéne 608 48 3,5
Chéne 492 66 3,5
Chéne 572 60 3,5
Chéne 351 38 3,5
Chéne 502 49 4
Chéne 417 58 3,5
Chéne 430 54 3,5
Chéne 219 34 3,5
Chéne 241 39 3,5
Chéne 222 34 3,5
Chéne 188 30 3,5
Hétre 978 37 4
Hétre 137 28 3,5
Hétre 1222 50 3,5
Hétre 1284 65 3,5
Hétre 559 65 3,5
Hétre 897 72 3,5
Hétre 957 54 3,5
Hétre 613 62 3,5
Hétre 155 65 : 3
Hétre 399 45 3
Hétre 271 47 3,5
Hétre 195 36 3,5
Epaisseur moyenne=3,5




Annexe 3 : Le Microscope a Balayage Electronique (MEB) et les appareils associés

1. Canon a électrons

2. Chambre a vide du MEB

3. Spectrometre d’analyse des rayons X a sélection d’énergie (EDS)

4. Spectrométre d’analyse des rayons X a dispersion de longueur d’onde (WDS)

5. Cryoscope permettant de visualiser des échantillons congelés

Le MEB est aussi équipé de deux pompes a vide (une a pression secondaire et une a pression
contrdlée), d’'une caméra, de trois détecteurs (BSD, VPSE, SE), d’un moteur électrique et d’un

systéme pelletier permettant de visualiser les échantillons & une température spécifique.

Canon du MEB
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