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Résumé

Aujourd’hui, le systéme climatique terrestre se retrouve dans un état de déséquilibre
menant a une augmentation des températures et une modification des régimes de précipitions. Ces
déreglements climatiques exercent une grande influence sur I’agriculture, notamment au niveau
des prairies. Les asséchements précoces des prairies impactent négativement la sécurité alimentaire
car ces milieux représentent une part trés importante des agroécosystémes. A I'INRAE, I'institut
national de recherche pour I'agriculture, I'alimentation et I’environnement, en collaborant avec le
CIVAM (Centre d’Initiatives pour Valoriser I’Agriculture et le Milieu rural) de Charente-Limousine,
nous avons étudier différentes espéces de prairie en comparant leur résistance a la sécheresse par
le biais du mécanisme de la résistance a la cavitation.
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Introduction

Nous vivons, depuis I’ére préindustrielle, un réchauffement planétaire qui correspond a une
augmentation de la température globale de 1,4°C et cette hausse des températures s’"accompagne
de changements des régimes de précipitations (Dobrinsky, 2020; Masson-Delmotte et al., 2020). En
effet, on observe depuis 50 ans, un asséchement général des sols francais (Pigeon, 2013) qui
représente un impact conséquent au niveau de l'agriculture, notamment des prairies. La canicule
estivale de 2003 s’accompagna d’une température de 6°C au-dessus de la normale et de 50% de
précipitations en moins qu’habituellement (Ciais et al., 2005). Cet événement entraina une
réduction de 30% des productions de fourrages en France représentant un dommage de 4 milliards
d’euros pour le pays. Le risque d’étés aussi chauds que celui de 2003 pourrait doubler et se
rapprocher de la norme d’ici 2080 selon des scénarios d’émissions élevées de gaz a effet de serre
(Soussana, 2013).

L'UREP, l'unité de recherche de I’écosysteme prairial de I'INRAE étudie les stratégies
adaptatives de certaines especes fourrageres pour répondre aux conditions climatiques séveres
(UMR Ecosystéme Prairial (UREP), 2020). A la suite d’une collaboration avec le CIVAM Charente-
Limousine, Centre d’Initiatives pour Valoriser I’Agriculture et le Milieu rural, nous avons pu identifier
un des problémes des agriculteurs : leurs prairies résistent de moins en moins aux sécheresses.
Ensemble, nous avons élaboré un objectif qui était de définir un mélange de semences prairiales a
semer (ou a sur-semer) adapté aux changements climatiques et aux déficit hydriques futurs.

Pour répondre a cet objectif, nous avons choisi d’étudier un des mécanismes de résistance
a lasécheresse des végétaux : la résistance a la cavitation. Ce phénomeéne correspond a I'apparition
de microbulles d’air dans les éléments conducteurs de la séve brute : le xyleme. La cavitation a pour
conséquence d’interrompre la circulation de la séve par 'embolie du xyleme (Guyot, 1997). Ce
phénomeéne a été démontré comme étant la conséquence de fort déficit hydrique (Volaire et al.,
2018). Ainsi, cette étude est un indicateur clef pour identifier la capacité de survie a la sécheresse
d’une espéce (Brodribb et al., 2017) sachant que toutes les plantes n’ont pas la méme sensibilité a
la cavitation et certaines y résistent mieux que d’autres (Guyot, 1997).

L’étude de la dynamique hydraulique végétale et de la montée de seve se concrétise lorsque
Dixon propose la théorie de la « Tension-cohésion » en 1914. Cette théorie repose sur deux
processus : le gradient de tension le long du continuum sol-plante-air et la cohésion des molécules
d’eau via les liaisons hydrogénes (Cochard et al., 2013). De nombreux chercheurs ont déja étudier
la résistance a la sécheresse des végétaux via la résistance a la cavitation, notamment sur les arbres,
par exemple au PIAF, le laboratoire de Physique et Physiologie Intégratives de I|'Arbre en
environnement Fluctuant, qui est une unité de recherche de I'INRAE. Différentes méthodes ont été
développées pour évaluer les degrés de cavitation comme récemment la méthode optique,
développée par Brodribb en 2017 (Hietz et al., 2008; Brodribb et al., 2017). Notre étude se distingue
ici, car la méthode optique a été utilisée uniquement sur especes ligneuses. Or, nos travaux portent
sur des espéces herbacées. Toutefois, nous ne sommes pas les seuls a s’étre intéressés a ces



plantes : Volaire et Lens ont également étudié les espéces herbacées a leur résistance a la cavitation
(Lens et al., 2016; Volaire et al., 2018). D'autres part, la méthode de Brodribb nécessite une mise en
place conséquente. En effet, elle nécessite beaucoup de temps pour étudier une espéce (3 individus
sont étudiés par semaine), l'acquisition de matériels colteux tels que les caméras et des
psychromeétres et une analyse statistique C’'est pour cette raison, qu’on s’intéresse une technique
plus rapide, moins destructrice et utilisable sur le terrain pour évaluer les résistances a la cavitation :
la spectroscopie proche infrarouge (SPIR).

L'objectif premier de ce stage est de comparer la résistance a la sécheresse de différentes
especes fourrageres en utilisant la méthode optique. Dans un second temps, cette étude permet
également de réaliser des spectres de SPIR afin d’élaborer une calibration pour faciliter la
détermination du niveau de résistance a la cavitation des végétaux. Il s’agira donc de présenter le
contexte de I’étude puis les matériels et méthodes utilisés. Par la suite, les résultats obtenus seront
interprétés et discutés.



|. Contexte de I'étude
i. Les changements climatiques

1) Etat actuel et futur

Initialement, la température moyenne a la surface de la Terre est de 15°C. Aujourd’hui, en
raison de différents facteurs terrestres, en particulier I’émissions anthropiques de gaz a effets de
serre, le systéme climatique se retrouve dans un état de déséquilibre. Depuis I'ére préindustrielle,
on observe une augmentation de température de 1,5 °C qui correspond a une hausse moyenne de
I'ordre de 0,2°C par décennie (Dobrinsky, 2020; Masson-Delmotte et al., 2020). En effet, le XXe siecle
a été le siecle le plus chaud depuis 1 000 ans et la décennie 1990 a connu le réchauffement le plus
important de ce siécle (Soussana, 2013), notamment au niveau des terres émergées (fig. 1).
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Figure 1. Evolution observée de la température par rapport a 1850. Source : GIEC.

Il est possible de prédire les températures et I'état climatique futurs mais cela reste difficile
car ces facteurs dépendent des actions mises en place par les pays. Ces prédictions sont appelées
« scénarios », ils correspondent a des « représentations d’'un avenir possible dans un but
prospectif ». Selon les scénarios, les scientifiques estiment une augmentation de la température de
1 a4 °Cd’ici 2100 (Dobrinsky, 2020). Selon le GIEC, le groupe d'experts intergouvernemental sur
I'évolution du climat, a ce rythme, le seuil des 1,5°C devrait étre atteint en 2050 (fig. 2).
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Flgure 2. Varlation de la température mondiale observée et réponses modélisées a des
trajectoires stylisées des émissions et du for¢cage anthropiques. Source : GIEC.



Les changements climatiques futurs s’accompagneraient de réchauffement des
températures mais aussi de modifications des régimes de précipitations et d’'une hausse de
I'intensité et des fréquences des événements climatiques extrémes (Masson-Delmotte et al., 2020).
Dans le cadre de ce stage, nous nous intéressons particulierement aux phénomeénes de sécheresse.
La sécheresse représente un déficit hydrique lié a un manque de précipitation sur une période
prolongée, selon 'OMM (Organisation Météorologique Mondiale). Ici, on parle méme de
sécheresse agronomique basée sur la teneur en eau des couches superficielles du sol (Pigeon, 2013).
Ce changement est moins prévisible que I'augmentation des températures, en effet, les modéles
sont moins certains : on observe un changement des régimes mais pas forcément une baisse des
précipitations. Cependant, selon des scénarios, on obtiendrait, en 2050, des jours secs de plus en
plus longs et intenses, particulierement dans le sud de I'Europe. La France sera aussi touchée,
notamment en Bretagne, dans I'ouest et dans le sud (fig. 3).
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Figure 3. Nombre de jours secs consécutifs en été (précipitations < 1 mm). Source : Modéele ARPEGE, Météo
France.

Prenons I'exemple de I’été 2003, connu pour sa canicule. On notifia une température 6°C en
moyenne au-dessus de la normale et 50% de précipitations en moins qu’habituellement (Ciais et al.,
2005). Cet événement illustre bien la crise climatique que vit actuellement la planéte. Le risque d’été
aussi chaud que cette année-la pourrait étre multiplié par deux et se rapprocher de la norme d’ici
2080 selon des scénarios d’émission de gaz a effet de serre élevée (Soussana, 2013).

2) Impact des changements climatiques dans les praires

Les changements climatiques influencent trois variables : le taux de CO2, la température et
les précipitations (Durand et al., 2013) et impactent deux fonctions végétales. Premierement, ce
phénoméne influence la formation et le développement des différents organes, et le déploiement
des organes dans I'espace, aériens et souterrains. Cette fonction est tres sensible a la qualité de la
lumiére, la température, I'état de nutrition minérale et le conditions hydriques (Durand et al., 2013).
Par exemple, une étude de Wellstein en 2017 montre que des espéces placées en situation de
sécheresse ont parfois une surface foliaire spécifique (rapport entre la surface foliaire et le poids
sec) différente que dans un environnement moins sec, plus favorable. La surface foliaire spécifique



traduit « I’épaisseur » des feuilles. Ce parametre est corrélé positivement a la capacité
photosynthétique de la plante (Wellstein et al., 2017) (fig. 4).

Control Drought
ID Species FG Mean sD n Mean SD n
1 Anthyllis vulneraria f 10.5338 1.2175 3 8.6504 0.2142 3
2 Helianthemum oelandicum f 10.3009 1.0450 4 10.7299 1.5107 4
3 Silene italica f 16.3574 2.5967 3 13.6658 2.3599 3
4 Trifolium ochroleucon f 22.5298 1.2777 3 21.0520 2.2725 3
5 Bromus erectus g 13.8784 0.6940 3 14.8171 14224 3
6 Bromus erectus g 13.5641 29707 3 13.4828 2.0374 3
7 Sesleria nitida g 12.5587 2.0655 5 15.1561 4.8633 5
8 Sesleria nitida g 13.0536 1.3835 4 13.5444 0.8918 4
9 Rumex acetosa f 26,9893 3.9408 4 24.7185068 3.5198733 4
10 Rumex acetosa f 21.039737 5.6173619 4 23.5956 5.6642 4
11 Trifolium pratense f 18.65722 1.741668 3 19.260477 5.021848 3
12 Trifolium pratense f 22.81954128 2.669463375 3 23.6154562 2.55921437 3
13 Trifolium repens f 19.1119 1.7766 4 19.8624 1.2500 4
14 Alopecurus pratensis g 15.154332 27884212 4 14.4674 1.7832 4
15 Anthoxanthum odoratum g 27.7117 5.4623 5 26.5752 3.5283 5
16 Anthoxanthum edoratum g 26.020511 6.0935455 3 23.95365 3.358678 3
17 Holecus lanatus g 29.863193] 1.66902819 3 27.5049 3.195 3

Figure 4. Surface foliaire spécifique de différentes espéces fourragéres. Source : Wellstein
etal., 2017.

Dans un second temps, les changements climatiques influencent aussi les fonctions
trophiques d’assimilation de I'énergie des plantes (c’est-a-dire la maniere dont le végétal constitue
sa matiere organique et produit I'énergie dont il a besoin). Ces dernieres, quant a elles, sont
sensibles aux rayonnements solaires incidents et aux taux CO2, et ainsi nettement moins aux
conditions climatiques (Durand et al., 2013).

Dans le cadre de mon stage, je m’intéresse davantage a la problématique du déficit hydrique
(ou stress hydrique). Celui-ci entraine donc des changements dans la physiologie et cela peut
s’associer a une modification de la phénologie, c’est-a-dire, une modification des dates de début de
croissance et de floraison (Soussana, 2013). Toutes ces modifications se traduisent, finalement, par
une baisse de production (Meisser et al., 2018).

Prenons I'exemple de I’été 2003 : la chaleur et le manque d’eau mena a une réduction de
30% de production de fourrage. L’ensemble des dégats sur I'agriculture représente des dommages
montant jusqu’a 4 milliards d’euros pour la France a la suite de la baisse de production (Soussana,
2013). Ainsi, les changements climatiques ont un impact négatif sur la sécurité alimentaire (Masson-
Delmotte et al., 2020).

ii. UREP a I'INRAE

1) Prairies et le paturage

Dans le domaine de I'agriculture, la prairie est une culture de plantes fourragéres composées
de Poacées et de Fabacées destinée au paturage ou a la fauche. Ce sont des communautés végétales
dominées par des plantes herbacées dans lesquelles les plantes ligneuses sont trés peu présentes.
Ces milieux se maintiennent a un stade herbacé en raison de la prédation réguliere des herbivores
qui contribue au prélevement de leur biomasse (Carrere et al., 2019). Les prairies sont I'un des
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agroécosystemes les plus importants car elles représentent 26% de la surface terrestre (Lens et al.,
2016). En France, elles correspondent a 44% de la surface agricole et fournissent de nombreux
services écosystémiques. Dans un premier temps, cet agrosystéme permet d’assurer I'alimentation
des herbivores, et ainsi la production de viandes, de lait et de laine. La valeur nutritionnelle de ces
produits se traduit par la qualité des espéces fourrageres et de méme pour le bien-étre animal.
Ensuite, les prairies contribuent a I’entretien de la biodiversité en raison de la diversité des espéces
gu’elles abritent, de maitriser les systemes hydriques et leur qualité, participent a la séquestration
du carbone dans les sols et a la protection des sols en évitant I'érosion, les inondations et les
incendies. Leurs réles s’observent également au niveau de la qualité des paysages et le tourisme.
Un systéeme prairial perturbé déregle donc I'ensemble de ces services. Ainsi, les prairies
représentent des zones a enjeux en France (Huyghe, 2008).

Le paturage correspond a la consommation des plantes de prairie par le bétail. Il représente
un mode d’exploitation de la prairie trés important. Les prairies étant menacée par le déreglement
climatique, le paturage et donc I'alimentation du bétail risque d’étre largement perturber. C'est
pourquoi on parle d’insécurité alimentaire (Masson-Delmotte et al., 2020).

2) UREP

L'INRAE est [linstitut national de recherche pour [Iagriculture, l'alimentation et
I’environnement et a été fondé en 1946 a la suite de la Seconde Guerre Mondiale dans le but
d’atteindre I'autosuffisance alimentaire en France. Il est issu de la fusion entre I'INRA (Institut
National de Recherche pour I’Agronomie) et I'[RSTEA (Institut National de Recherche en Sciences et
Technologies pour I'Environnement et I’Agriculture). Face aux changements globaux dont fait face
la planéte, I'INRAE releve des défis et apporte des solutions, des innovations afin de rendre les
systémes agricoles et alimentaires francais plus durables pour « la vie, les humains et la terre ».
Ainsi, cet institut est engagé a respecter des principes éthiques et déontologiques (INRAE, 2020).

L’Unité Mixte de Recherche sur I'Ecosysteme Prairial, quant a elle, est une unité de I'INRAE
rattachée au Département Ecologie des milieux forestiers prairiaux et aquatiques (ECODIV) qui
étudie l'agroécologie des prairies dans un contexte de changements globaux tels que les
changements de gestion et climatiques (UMR Ecosysteme Prairial (UREP), 2020). L'écosystéme
prairial integre les éléments qui le composent d’un point de vue abiotique tels que le biotope et les
facteurs du milieu mais également la biocénose avec les animaux, les végétaux et les micro-
organismes du sol (Carrere et al., 2019). Les thématiques abordées dans cette unité sont les
suivantes :

- Les interactions entre le sol et la plantes

- Les impacts des changements globaux

- Les services et la multifonctionnalité des écosystemes
- Le bilan des gaz a effet de serre

- Les processus biogéochimiques du sol

- La biodiversité et I'assemblage des communautés



En effet, dans le cadre de mon stage, je me suis particulierement intéressée aux changements
climatiques en étudiant les stratégies adaptatives de certaines espéces fourragéres aux réponses
aux conditions climatiques séveres (UMR Ecosysteme Prairial (UREP), 2020).

3) Collaboration avec le CIVAM

Le projet guidant mon stage est en collaboration et est financé par le CIVAM Charente-
Limousine. Un CIVAM est un centre d’initiatives pour valoriser I'agriculture et le milieu rural. Le
réseau des CIVAM en France réunit les agriculteurs, les ruraux et la société civile dans le but
d’échanger et de progresser ensemble vers une agriculture plus économe, autonome et solidaire.
Ces centres visent a inventer de nouvelles pratiques agricoles et des solutions innovantes (Follet-
Sinoir et al., 2013).

En avril, nous avons eu 'opportunité de communiquer avec eux et d’en savoir plus sur leurs
attentes. Les agriculteurs présents lors de cette visioconférence ont partagé leur volonté d’obtenir
une meilleure résistance des plantes fourrageres. En d’autres termes, ils voulaient de I'herbe
« verte » dans leurs prairies le plus longtemps possible dans I'année et en particulier a la fin de I'été.
Ces derniers ont déja observé des phénomeénes de changements climatiques. En effet, leurs prairies
subissent davantage de sécheresse, notamment au printemps. Notre but, ensemble était de définir
un mélange de semences prairiales a semer ou a sur-semer adapté au changement climatique.

iii. Le phénomene de cavitation

Il existe une continuité hydraulique a travers toutes la plante depuis les racines, jusqu’aux
feuilles. Cette derniere est assurée par des colonnes d’eau contenues dans les vaisseaux
conducteurs de xyleme. Le moteur essentiel de ce transfert d’eau est I’évapotranspiration qui est
régulée par I'ouverture et la fermeture des stomates au niveau des feuilles. L’eau du sol, qui traverse
la plante, est donc « tiré » vers le haut, c’est pourquoi on parle de tension (Cruiziat, Améglio and
Cochard, 2001).

La dynamique de I'eau dans les vaisseaux suit un gradient de pression décroissant appelé
« potentiel hydrique » ou « WP » (Water Potential) et noté W en MPa. Le potentiel hydrique dans
les végétaux est la mesure de la capacité de I'eau a quitter une solution, pour passer vers une
solution possédant un potentiel hydrique inférieur. En d’autres termes, la circulation de I'eau a
travers la plante est causée par une différence de potentiel hydrique le long de la plante (Mohr and
Schopfer, 1992). Cette tension a pour conséquence de placer les colonnes dans un état
physiquement métastable. Plus le potentiel hydrique est faible, plus la tension est importante, ce
qui augmente le risque de rupture des colonnes d’eau. Le phénomeéne de cavitation se définit par
I’apparition de microbulles d’air ou de vapeur d’eau envahissant I’élément conducteur du xyleme
lors de trop forte tension (ou d’un potentiel hydrique trop faible). Lorsque les bulles d’air sont trop
grosses, il y a rupture de la colonne d’eau, on parle alors d’embolie (Guyot, 1997). Lors de
I’apparition de cavitation, la conductivité hydraulique (c’est-a-dire I'aptitude d’un milieu poreux a



laisser passer un fluide sous I'effet d’un gradient de pression) du systéme (tronc, branche, racine,
feuille), est réduite. Donc, une diminution du potentiel hydrique entraine une perte de conductivité.
Une perte de conductivité élevé cause la mort de la plante. La figure ci-dessous (fig. 5) montre que
lorsque le potentiel hydrique diminue, il y a d’abord fermeture des stomate (et donc une baisse de
la transpiration photosynthétique) suivi de I'apparition de phénomene de cavitation. Si le potentiel
diminue trop, il peut y avoir mort de I'individu (Delzon and Cochard, 2014).
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Figure 5. Apparition d'événements influengant la fonctionnalité
du végétal en fonction du potentiel hydrique. Source : Delzon and
Cochard, 2014
Toutes les plantes n’ont pas la méme sensibilité a la cavitation et certaines y résistent mieux
gue d’autres (Guyot, 1997). L’indice le plus utilisé pour comparer la résistance a la cavitation et donc
a la sécheresse est la P50. Il correspond au potentiel hydrique du xyléme induisant 50% de perte de
conductivité hydraulique dans les vaisseaux. De méme, on parle aussi parfois de P12 et de P80

(Froux, 2002).

Le manque d’eau chez la plante cause une diminution du potentiel hydrique et ainsi, favorise la
cavitation (fig. 5). Donc, la résistance a la cavitation et la résistance a la sécheresse sont intimement
liges (Volaire et al., 2018). Ainsi, la résistance a la cavitation est un indicateur clef pour identifier la
capacité de survie a la sécheresse d’'une espece (Brodribb et al., 2017). Ce mécanisme est donc tres
impliqué dans I'écologie et la physiologie végétale (Cochard et al., 2013).



II. Matériels et méthodes

i) Quelles especes étudiées et comment ?

Les différentes espéces étudiées ont été sélectionnées en fonction des conseils des agricultures du

CIVAM Charente-Limousine et sont les suivantes :

- Dactylis glomerata L. var. Amba (Dactyle aggloméré Amba)

- Festuca arundinacea (Shreb.) Darbysh. var. Hykor (Fétuque élevée Hykor)

- Lolium multiflorum Lam. var. Fermier (Ray-Grass italien Fermier)

- Trifolium pratens L. var. Dadjama (Trefle violet Dadjama)

- Trifolium repens L. var. Ladino (Tréfle blanc Ladino)

- Trifolium repens L. var. Muia (Tréfle blanc Muia)

Ce sont des Poacées et des Fabacées couramment utilisées lors des semis en prairie.

Afin de les cultiver pour les étudier, elles sont plantées, dans un premier temps,

individuellement dans des pots en plastique. Puis, aprées la germination, les plants sont replantés

dans des rhizotrons. Ces derniers sont des dispositifs permettant le développement du végétal tout

en séparant les racines de la terre. Son objectif est de faciliter le dégagement des racines sans les

abimer lors de I'utilisation des plantes. Il est possible de placer trois plantes dans un rhizotron, c’est

pourquoi chaque semaine, on peut prélever trois individus et les étudier trois par trois. Sur la photo

Figure 6. Rhizotron contenant 3 plants de Dactylis
glomerata var. Amba. Source : L. Custodio.

ci-dessous (fig. 6), on observe 3 plants de Dactylis
glomerata var. Amba dans un rhizotron. Les racines se
trouvent entre une plaque transparente et une toile.
La terre se situe derriere la toile. On place un plastique
noir opaque sur la partie transparente afin de protéger
les racines de la lumiére. Les arrosages se font deux
fois par jour (matin et soir) en semaine et les week-
ends ensoleillés.

L’étude d’individus démarre par le préléevement de
trois plants en début de semaine. Pour cela, on retire
les pinces du rhizotrons et on sépare les racines de la
toile. On rince doucement les racines afin de retirer la
terre qui peut &tre présente. Egalement, on place les
feuilles sous un jet d’eau afin d’enlever les insectes se
logeant entre les feuilles. Enfin, on laisse les plants
dans un seau rempli d’eau durant une heure environ
afin de les hydrater au maximum avant le début de Ia
manipulation.



ii) La méthode optique

La méthode optique a été élaborée par Brodribb en 2017. C’'est une technique non invasive
qui consiste a placer une plante en condition de stress hydrique imposé et a mesurer certains
mécanismes. Dans un premier temps, on quantifie directement la cavitation présente dans le
systéme vasculaire de la plante et on évalue spatialement et temporellement sa propagation au sein
du xyléme. Puis, en paralléle, une seconde donnée est mesurée : le potentiel hydrique. Ce dernier
correspond a I’énergie nécessaire pour extraire une unité de volume de liquide hors de I’échantillon.
En d’autres termes, c’est la pression nécessaire a la sortie de la séve. Elle est mesurée en MPa et
plus elle est négative plus la tension est importante, plus la plante est séche.

Pour réaliser ces mesures, il est nécessaire d’'imposer un stress hydrique a la plante. On place
la plante dans un sac plastique noir (par exemple, une petit sac poubelle) afin d’éviter les échanges
gazeux avec |’air ambiant et pour protéger les racines de la lumiere (fig. 7). On place également dans
le sac, une feuille de sopalin humide qui permet de ralentir la déshydratation. La plante étant dans
cette condition, on peut commencer a mesurer sa dynamique de cavitation (Brodribb et al., 2017).

Figure 7. Installation de la plante pour débuter la méthode optique.
Source : L. Custodio.

Observation de la cavitation : CaviCam

Branchée a un écran, la caméra Cavicam (fig. 8) et son ordinateur Raspberry intégré
permettent de prendre une photo de la feuille toutes les 5 minutes. La feuille placée a plat,
perpendiculairement au rayon lumineux, permet la prise de photo par transparence (fig. 9). La
précision des photos permet d’observer le phénomeéne de cavitation par le biais de
I'assombrissement des vaisseaux. On laisse la feuille se déshydrater environ 5 jours, ce qui
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Figure 8. Feuille de dactyle placé dans Figure 9. Exemple d'une image de feuille de dactyle prise
une caméra Cavicam. Source : L. avec la Cavicam. Source : L. Custodio.
Custodio.

représente le temps estimé pour une cavitation maximale. A la suite de ces journées de
dessechement, on peut arréter les CaviCam et récupérer les photos pour les analyser.

Au cours du temps, les différences entre images peuvent étre quantifiées grace au logiciel
Imajel qui permet de comptabiliser le nombre de pixels différents d’une image a la suivante (fig. 10

et 11).
Vaisseaux clairs non-cavités Vaisseaux foncés cavités
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Figure 10. Imagel - Feuille n°X prise a un instant t. Figure 11. ImagelJ — Feuille n°X prise a un instant t + 5
Source : L. Custodio. minutes. Source : L. Custodio.

Toutefois, chaque différence ne correspond pas a une cavitation, il est donc nécessaire de
nettoyer les images afin d’enlever le bruit et les éléments parasites qui correspondent, par exemple,
a des mouvements de rétractation de la feuille causés par la déshydratation (fig. 12). Pour cela, on
utilise la commande « sélection » sur le logiciel et on défile les images une par une afin de vérifier
et de sélectionner uniquement les éléments correspondant a des cavitations (fig. 13). Finalement,
on obtient un tableau contenant la surface de pixels cavités par image.
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Figure 12. Pixels différents de la feuille n°X entre Figure 13. Pixels correspondants a des cavitations
l'instant t et I'instant t + 5 minutes sans nettoyage. de la feuille n°X entre l'instant t et l'instant t + 5
Source : L. Custodio. minutes apreés nettoyage. Source : L. Custodio.

Enfin, il est nécessaire, pour la suite de I'étude, d’attribuer une date et une heure a chaque
photo afin de déterminer le moment ol chaque événement de cavitation est apparu. Pour cela on
utilise la commande Timestamp de I'ordinateur. On obtient alors un tableau sur lequel on retrouve
la surface de pixel cavité et la date et I'heure associés.

Mesure du potentiel hydrique : Psychrometre

Parallélement a la prise de photo, le potentiel hydrique de la feuille est mesuré a I'aide d’un
psychrométre (fig. 14). Relié a un ordinateur, cet outil prend des mesures toutes les 10 minutes.
Pour l'installer, on frotte de la poudre de carbone sur la partie de la feuille en contact avec I'outil
afin d’enlever la cuticule présente a la surface de la feuille et donc faciliter les échanges d’eau avec
I’extérieur. Puis, il est conseillé de placer un peu de graisse autour de la zone prenant des mesures
afin de la rendre hermétique. Comme précédemment, on peut récupérer nos données au bout de
5 jours et on obtient un tableau de la diminution du potentiel hydrique en fonction du temps.

— A ‘__ * _
Figure 14. Feuille de dactyle inséré dans le
psychromeétre. Source : L. Custodio.
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Ensuite, de ces valeurs, on en déduit des courbes de tendance et des équations. Pour cela,
on supprime les données brutes aberrantes provenant d’une erreur de psychromeétre, présentes a
la fin de la courbe. Puis, on scinde la courbe en différentes parties pour suivre les différentes
tendances. Ci-dessous (fig 15 et 16), la courbe est divisée en deux car on observe un changement
de linéarité. La date et I’heure de changement de tendance ainsi que les équations sont retenues
pour la suite de notre étude.

Potentiel hydrique en fonction du temps (données brutes)
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Figure 15. Exemple de potentiels hydriques bruts donnés par le psychromeétre. Source : L. Custodio.

Potentiel hydrique en fonction du temps (données
0,00 modifiées)
31/05/2021 14:24 01/06/2021 00:00 01/06/2021 09:36 01/06/2021 19:12
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Figure 16. Exemple de potentiels hydriques donnés par le psychrométre sans les valeurs aberrantes.
Source : L. Custodio.
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Mise en relation du potentiel hydrique et de la surface de pixels cavités

Dans cette partie du traitement de données, nous avons pour but de regrouper nos
différentes étapes et de lier 'apparition de cavitation a la mesure de potentiel hydrique. Les dates
et heures associées aux surfaces de cavitation sont utilisées comme variables aux équations
déduites précédemment. Dans I'exemple de la figure 16, on utilise I’équation y =-3.7256x + 165221
du début jusqu’a 21 :45 le 31/05/2021 puis, on utilise I'équation y = -1.6487x + 73116 jusqu’a la fin.
Ainsi, on obtient un tableau présentant la surface de pixels cavités en fonction du potentiel
hydrique.

Pour analyser, interpréter et comparer les résultats obtenus grace a la méthode optique, on
utilise le logiciel RStudio afin de traiter nos tableaux finaux obtenus dans I'étape précédente. Sur ce
logiciel, on crée une fonction, qu’on appellera fonction_cavit. En rentrant notre tableau de données,
le nom de I'espece, le numéro de I'individu, puis la P50 et la pente approximatives, notre fonction
pourra travailler (Annexe 2). Cette fonction cumule la colonne de surface de pixels cavités et en fait
un pourcentage, on obtient une nouvelle colonne correspondant au pourcentage de pixels cavités.
Afin de modéliser les courbes de vulnérabilité, c’est-a-dire un graphique représentant le
pourcentage de pixels cavités en fonction du potentiel hydrique et d’estimer les paramétres utiles,
on choisit d’utiliser le modeéle sigmoidal proposé par Pammenter & Vander Willigen en 1998 qui suit
I'équation suivante :

% de pixels cavités = 100/(1 + exp(a(V - b)))

Les coefficients a et b représentent respectivement la pente et la P50. Ici, la pente est un
trait dynamique qui permet d’estimer la plasticité phénotypique de la perte de conductivité. Ainsi,
en utilisant la formule donnée ci-dessus, fonction_cavit nous permettra d’obtenir la P12, la P50, la
P88 et la pente de chaque individu ainsi que la courbe de vulnérabilité (Pammenter and Van der
Willigen, 1998) (fig. 17).

Dact_Amba_5

100 - "=

PLC

MPa

Figure 17. Exemple de courbe de vulnérabilité. Source : L. Custodio.
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iii) La calibration NIRS

Parallélement a I'étude précédente, nous utilisons la spectroscopie proche infrarouge afin
de prendre des spectres, qui permettront, plus tard, d’élaborer une calibration. Cette calibration
représente une méthode plus rapide qui permet de connaitre facilement le potentiel hydrique ou
la P50 de la plante grace a la construction de modele. En effet, lorsque deux variables sont liées et
varient en méme temps, ici le potentiel hydrique et la P50, on va se servir de la plus simple a
déterminer pour déterminer la seconde. On dit que ce modele agit comme un proxi.

La spectroscopie dans I'infrarouge proche (SPIR), est souvent désignée par son sigle anglais
NIRS (Near-Infrared Spectroscopy). Elle permet de mesurer la réflexion d’un objet. Premiérement
une source émet un rayonnement. Ce dernier est envoyé sur I’échantillon a une longueur d’onde
Al. Puis, le rayonnement réfléchi A2 est capté par le NIRS

Afin de récupérer les données, il faut prendre des spectres régulierement dans la journée,
par exemple toutes les heures. Pour cela on place la feuille dans le capteur comme le montre la
figure ci-dessous (fig. 18). Dans notre étude, les spectres sont pris dans la journée en paralléle a
I'autre étude. Finalement, les spectres sont traités sur RStudio.

Figure 18. Exemple de prise de spectre par le NIRS. Source : L. Custodio.

Lors de ce stage, nos travaux sur le NIRS se limitent a la prise de spectres de réflectance et
ne font pas I'objet d’une analyse ni de la création compléte d’une calibration.
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IIl. Résultats

i) Comparaison interspécifique de la résistance a la cavitation

A I'aide du logiciel RStudio, on applique la fonction fonction_cavit sur chaque individu de

chaque espéce. On obtient alors les courbes de vulnérabilité ainsi que les P12, les P50, les P88 et les

pentes (Annexe 1). On réalise un tableau récapitulatif regroupant ses indices, appelé data_final

(tab. 1).

Tableau 1. Tableau récapitulatif des P12, P50, P88 et pentes de chaque individu. Source : L. Custodio.

Especes d'ing:vidu P12 P50 P88 Pente
Dactyle aggloméré Amba 2 -6.119147 | -7.147988 | -8.176828 | 1.9365779
Dactyle aggloméré Amba 5 -3.889302 | -4.056573 | -4.223843 |11.9114217
Dactyle aggloméré Amba 6 -3.617554 | -4.615033 | -5.612513 | 1.9974654
Dactyle aggloméré Amba 7 -3.157099 | -3.785409 | -4.41372 | 3.1710931
Dactyle aggloméré Amba 8 -4.211479 | -4.809356 | -5.407233 | 3.3325092
Dactyle aggloméré Amba 9 -5.901281 | -6.951484 | -8.001686 | 1.8971866
Fétuque élevée Hykor 1 -5.19493 | -6.004963 | -6.814995 | 2.459691
Fétuque élevée Hykor 2 -4.753324 | -5.385201 | -6.017078 | 3.1531927
Fétuque élevée Hykor 3 -8.525299 | -9.193383 | -9.861467 | 2.982305
Fétuque élevée Hykor 4 -4.858184 | -5.059656 | -5.261128 | 9.8893567
Fétuque élevée Hykor 5 -3.516589 | -3.838423 | -4.160258 | 6.1908587
Fétuque élevée Hykor 6 -3.560946 | -4.694329 | -5.827712 | 1.7579498
Ray-grass italien Fermier 1 -6.926917 | -7.138966 | -7.351015 | 9.3960821
Ray-grass italien Fermier 2 -2.582962 | -3.956704 | -5.330447 | 1.4503666
Ray-grass italien Fermier 3 -4.107811 | -4.701558 | -5.295306 | 3.355685
Ray-grass italien Fermier 4 -3.401586 | -3.594496 | -3.787407 | 10.3282692
Ray-grass italien Fermier 5 -2.023892 | -4.053595 | -6.083297 | 0.9816366
Ray-grass italien Fermier 6 -3.090104 | -4.00736 | -4.924617 | 2.1721627
Tréfle blanc Ladino 1 -3.1735 | -3.556432 | -3.939364 | 5.2030908
Trefle blanc Ladino 2 -3.251651 | -4.028876 | -4.806102 | 2.5635155
Tréfle blanc Ladino 3 -2.727694 | -3.102349 | -3.477004 | 5.3180371
Trefle blanc Ladino 6 -4.2185 | -4.908174 | -5.597849 | 2.88894
Tréfle blanc Muia 1 -1.853024 | -2.030385 | -2.207746 | 11.233762
Tréfle blanc Muia 2 -5.30349 | -6.344024 | -7.384558 | 1.9148145
Tréfle blanc Muia 3 -3.523079 | -3.767659 | -4.012238 | 8.1463451
Tréfle blanc Muia 4 -3.677044 | -4.458349 | -5.239654 | 2.5501311
Trefle blanc Muia 5 -3.693102 | -3.78142 | -3.869738 | 22.5596454
Tréfle blanc Muia 6 -4.990552 | -5.331829 | -5.673107 | 5.8381489
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Tréfle blanc Muia 7 -3.055074 | -3.648125 | -4.241176 | 3.359626
Trefle violet Dadjama 1 -2.745893 | -2.853318 | -2.960744 | 18.5471569
Trefle violet Dadjama 3 -2.707801 | -2.814559 | -2.921318 | 18.6629664
Trefle violet Dadjama 4 -3.188663 | -3.353754 | -3.518844 | 12.0687169
Trefle violet Dadjama 5 -1.894456 | -2.180089 | -2.465722 | 6.9754919
Trefle violet Dadjama 6 -1.852258 | -1.874131 | -1.896004 | 91.091798

On observe des différences de P50 entre chacun des individus : elle varie entre -1.87 pour le
Trefle violet Dadjama 6 et -9.19 pour la Fétuque élevée Hykor 3. Concernant la pente, celle-ci
descend a 0.98 chez le Ray-grass italien Fermier 5 mais monte jusqu’a 91.09 chez le Tréfle violet
Dadjama 6.

A présent, nous analysons statistiguement nos résultats afin de savoir s’il existe une
différence significative entre chacun de ces 6 espéces au niveau de leur P50 et de leur pente.

1) La P50

Dans un premier temps, nous comparons les résultats des différentes especes au niveau de
leur P50. Grace au tableau récapitulatif, on réalise un boxplot des données (fig. 19).

P50 des espéces fourragéres
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-5 EI Trifolium repens var. Ladino

| EI Dactylis glomerata var. Amba
EI Festuca arundinacea var. Hykor

$ Lolium multiflorum var. Fermier

‘ E Trifolium repens var. Muia
. El Trifolium pratense var. Dadjama

Figure 19. Boxplot des P50 de chaque espéce. Source : L. Custodio.

Sur ce boxplot (fig. X), on observe des différences de moyenne et de variance entre chaque
espece et on remarque que le Trefle violet Dadjama est nettement plus élevé que les 5 autres
espéces. Deux valeurs aberrantes, aussi appelées « outliers », (notées sous forme de points) se
distinguent. Ce sont des valeurs « distantes » des autres observations. Elles correspondent au Ray-
grass italien Fermier 1 (P50 = -7.14) et a la Fétuque élevée Hykor 3 (P50 = -9.19). Pour savoir quoi
faire de ces outliers (c’est-a-dire savoir s’il faut oui ou non les prendre en compte), il faut savoir s’il
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y a eu des problemes techniques justifiant ces écarts. Dans le cas présent, il y a eu un souci a
I'installation de I'expérimentation qui a produit des valeurs aberrantes.

On crée un nouveau tableau en supprimant ces 2 éléments, appelé data_final2. Ainsi, on
peut procéder a I'analyse statistique. Pour cela, on utilise des fonctions de RStudio. Le logiciel
procéde au calcul et renvoie a la p-value associé au test. La p-value est la probabilité pour un modele
statistique donné sous I'hypothése nulle d'obtenir la méme valeur ou une valeur encore plus
extréme que celle observée. Si cette derniere est inférieure a 0.05, les espéces testées seront
statistiquement différentes. A l'inverse, une p-value supérieure a 0.05 traduit une similarité
statistique.

Premiérement, nos échantillons sont indépendants. En effet, les valeurs d’'un échantillon
n’apportent aucune information concernant celles d’un autre.

On démarre en réalisant un test ANOVA, aussi appelé analyse de variance sur le tableau
data_final2. Ce test est utilisé pour comparer la moyenne de plusieurs échantillons. Il permet
d’identifier si une variable, ici la P50, a des valeurs statistiguement différentes en fonction de
plusieurs groupes, ici les espéces (Kassambara, 2018) (fig. 20). On obtient une p-value de 0,007.
Cette derniere est inférieure a 0,05, on en conclue qu’il existe des différences significatives entre les
6 espéces végétales. On continue notre étude statistique pour déterminer ou résident la ou les
différence(s).

551~ "' {r}
552 anova_P50<- aov(P50 ~ sp, data=data _final2) #teste la P50 en fonction des espéces|

532 summary(anova_Fr50)
554 7

Df Sum 5q Mean Sg F value Pr(=F)
sp 5 22.52 4,504 4.125 0.00685 #*
Residuals 26 28.39 1.092

signif. codes: 0 *#%=' 0,001 ‘**' 0.01 ‘*' 0.05 *." 0.1 * " 1

Figure 20. Texte rentré sur RStudio pour obtenir les résultats sur test ANOVA des P50. Source : L. Custodio.

Ensuite, on détermine le caractére paramétrique ou non paramétrique des tests. Si un
ensemble d’échantillons appartenant a une espéece suit la loi normale, et que les variances sont
homogénes entre chaque espéce alors le test sera paramétrique. A I'inverse, on procédera a un test
non paramétrique. On débute donc en testant la normalité des données. En d’autres termes : est-
ce que les résultats dans chaque espéce suivent une loi normale ? Grace au test de Shapiro-Wilk,
utilisé dans la fonction shapiro.test() sur RStudio, on obtient directement la p-value des différentes
especes (tab. 2). On obtient des probabilités de dépassement (p-values) supérieures a 0.05.
L'hypothese de normalité n'est donc pas rejetée. Les données de chaque espéce suivent donc une
distribution normale.
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Tableau 2. Valeurs des p-values du test Shapiro-Wilk sur les P50 des différentes espéces. Source : L. Custodio.

Especes p-value | Normalité
Dactylis glomerata var. Amba 0.1294 oui
Festuca arundinacea var. Hykor | 0.2943 oui
Lolium multiflorum var. Fermier | 0.06671 oui
Trifolium repens var. Ladino 0.3948 oui
Trifolium repens var. Muia 0.8149 oui
Trifolium pratense var. Dadjama | 0.4253 oui

Par la suite, on teste ’homoscédasticité, ce qui signifie ’'homogénéité des variances. Le logiciel

Rstudio propose la fonction var.test() qui permet de comparer les variances de 2 espéces entre elles.

Nous procédons alors a 15 tests (tab. 3).

Tableau 3. Valeurs des p-values du test de variance sur les P50 des différentes espéces. Source : L. Custodio.

Espece 1 | Espece 2 p-value | Homogénéité
DGA FAH 0.2736 oui
DGA LMF 0.02662 non
DGA TPD 0.1021 oui
DGA TRL 0.3229 oui
DGA TRM 0.8702 oui
FAH TPD 0.4764 oui
FAH TRL 0.9811 oui
LMF FAH 0.2036 oui
LMF TPD 0.5537 oui
LMF TRL 0.2374 oui
TPD TRL 0.5983 oui
TRM FAH 0.3225 oui
TRM LMF 0.03213 non
TRM TPD 0.1221 oui
TRM TRL 0.3721 oui

DGA : Dactylis glomerata var. Amba
FAH : Festuca arundinacea var. Hykor
LMF : Lolium multiflorum var. Fermier
TRL : Trifolium repens var. Ladino
TRM : Trifolium repens var. Muia

TPD : Trifolium pratense var. Dadjama
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On note que deux couples d’espéces ont une variance hétérogéne. On utilisera un test non-

paramétrique pour ces derniers :

- Dactylis glomerata var. Amba et Lolium multiflorum var. Fermier : p-value = 0.02662 donc la

p-value < 0.05. La variance des deux échantillons x et y est hétérogene.

- Trifolium repens var. Muia et Lolium multiflorum var. Fermier : p-value = 0.03213 donc p-

value < 0.05. La variance des deux échantillons x et y est hétérogene

Le reste des résultats témoignent d’'une homogénéité et on utilisera des tests paramétriques

pour eux.

Enfin, dans I'objectif d’identifier les différences significatives, on applique le test Student t via la
fonction t.test() sur Rstudio pour les tests paramétriques et le test de Wilcoxson via la fonction

wilcox.test() pour les tests non-paramétriques. Les résultats sont reportés dans le tableau ci-dessous

(tab. 4).

Tableau 4. Valeurs des p-values du test student t et du test de Wilcoxson sur les P50 des différentes espéces.

Source : L. Custodio.

Espece 1 | Espece 2 Test p-value s?gl:ciiir:ar']cic\?e
DGA FAH student t 0.7487 non
DGA LMF wilcoxson | 0.1255 non
DGA TPD studentt | 0.005422 oui
DGA TRL studentt | 0.09926 non
DGA TRM student t 0.2193 non
FAH TPD student t | 0.0009394 oui
FAH TRL studentt | 0.07819 non
LMF FAH studentt | 0.06067 non
LMF TPD studentt | 0.002573 oui
LMF TRL student t 0.7186 non
TPD TRL studentt | 0.03622 oui
TRM FAH student t 0.234 non
TRM LMF wilcoxson 1 non
TRM TPD studentt | 0.02475 oui
TRM TRL student t 0.6586 non

Sur les 15 tests, 5 présentent une différence significative, exprimée par une p-value inférieure a

0.05. Ces différences incluent, a chaque fois, le Trifolium pratense. Ce dernier est donc

significativement différent de toutes les autres espéces. Quant au reste, ces especes ne different

pas significativement entres elles.
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On réalise, finalement, un boxplot mettant avant les différences significatives, représentées par

les étoiles, entre les P50 (fig. 21) avant de s’intéresser aux différences de pentes.

P50 des espéces fourrageres

|
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| ===

'
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P50 (MPa)

Espéces

E Dactylis glomerata var. Amba
E Festuca arundinacea var. Hykor
$ Lolium multiflorum var. Fermier
E Trifolium repens var. Ladino
El Trifolium repens var. Muia

$ Trifolium pratense var. Dadjama

Figure 21. Boxplot des P50 de chaque espeéce avec les différences significatives

(étoiles). Source : L. Custodio.

2) La pente

Dans un second temps, nous comparons les résultats des différentes espéeces au niveau de leur
pente. Grace au tableau récapitulatif, on réalise un boxplot des données (fig. 22). Sur ce dernier, on
observe 4 outliers qui correspondent aux individus Dactylis glomerata var. Amba 5 (pente = 11,91),
Festuca arundinacea var. Hykor 5 (pente = 9,89), Trifolium repens var. Muia 5 (pente = 22,56) et
Trifolium pratense var. Dadjama 6 (pente = 91,09). En raison de I'emplacement des points qui
représentent les outliers, la visualisation des moyennes et des variances est mauvaise. Pour contrer
ce probléme, on ajuste le boxplot en utilisant log(pente) comme ordonnée (fig. 23).

Pente des espéces fourragéres
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o
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%%gzmﬁ

Espéces

E Dactylis glomerata var. Amba
E Festuca arundinacea var. Hykar
EI Lolium multiflorum var. Fermier
EI Trifolium repens var. Ladino
E Trifolium repens var. Muia

El Trifolium pratense var. Dadjama

Figure 22. Boxplot des pentes de chaque espéce. Source : L. Custodio.
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Pente des espéces fourragéres
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‘ | EI Lolium multiflarum var. Fermier

B3 Trifolium repens var. Ladino

B3 Trifolium repens var. Muia

B3 Trifolium pratense var. Dadjama

Figure 23. Boxplot des log(pente) de chaque espéce. Source : L. Custodio.

On crée un nouveau tableau en supprimant ces 4 éléments qui perturbent nos résultats, appelé
data_final3. Ainsi, comme précédemment, on peut procéder a I'analyse statistique en suivant les

mémes étapes

Premiérement, nos échantillons sont indépendants. On démarre en réalisant un test ANOVA (fig.
24). On obtient une p-value de 0,0005. Cette derniere est inférieure a 0,05, on en conclue qu’il existe
des différences significatives entre les 6 especes.

684 anova_Pente<- aov(Pente — sp, data=data_final3) #teste la Pente en fonction des espéces

Df Sum Sg Mean 5q F value  Pr(>F)
sp 5 376.8 75.36 6.749 0.000467 =*=*®
Residuals 24 268.0 11.17

signif. codes: 0 *#¥#=’ 0,001 ‘#**’ 0,01 **’ 0.05 .’ 0.1 * " 1
Figure 24. Texte rentré sur RStudio pour obtenir les résultats sur test ANOVA des pentes. Source : L. Custodio

Ensuite, on détermine le caractére paramétrique ou non paramétrique des tests. En démarrant
par le test de normalité des données via la fonction shapiro.test() (tab. 5).

Tableau 5. Valeurs des p-values du test Shapiro-Wilk sur les pentes des différentes espéces. Source : L. Custodio

Espéces p-value normalité
Dactylis glomerata var. Amba 0.262 oui
Festuca arundinacea var. Hykor 0.3785 oui
Lolium multiflorum var. Fermier | 0.01212 non
Trifolium repens var. Ladino 0.8684 oui
Trifolium repens var. Muia 0.9681 oui
Trifolium pratense var. Dadjama 0.7322 oui
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On obtient des probabilités de dépassement (p-value) supérieures a 0.05 sauf pour Lolium
multiflorum var. Fermier. On utilisera, pour ce dernier, un test non-paramétrique. L'hypothése de
normalité n'est donc pas rejetée pour les autres.

Ensuite, on teste I'hnomoscédasticité grace a la fonction var.test() (tab. 6).

Tableau 6. Valeurs des p-values du test de variance sur les pentes des différentes espéces. Source : L. Custodio.

Espéce 1 |Espéce?2 p-value | Homogénéite
DGA FAH 0.5615 oui
DGA LMF 0.7528 oui
DGA TPD 0.09145 oui
DGA TRL 0.3031 oui
DGA TRM 0.9607 oui
FAH TPD 0.03858 non
FAH TRL 0.1405 oui
LMF FAH 0.3498 oui
LMF TPD 0.1308 oui
LMF TRL 0.4158 oui
TPD TRL 0.4577 oui
TRM FAH 0.5015 oui
TRM LMF 0.778 oui
TRM TPD 0.09163 oui
TRM TRL 0.3074 oui

On note qu’un couple d’espéces a une variance hétérogéne :

- Festuca arundinacea var. Hykor et Trifolium pratense var. Dadjama : p-value = 0.03858 donc
la p-value < 0.05. La variance des deux échantillons x et y est hétérogene.

Les reste des résultats témoignent d’une homogénéité. Ainsi, on utilise un test non
paramétrique pour eux.

Enfin, dans I'objectif d’identifier les différences significatives, on applique le test student t via la
fonction t.test() sur Rstudio pour les couples d’especes paramétriques et le test de wilcoxson via la
fonction wilcox.test() pour les couples non-paramétriques. Les résultats sont reportés dans le
tableau ci-dessous (tab. 7).
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Tableau 7. Valeurs des p-values du test student t et du test de Wilcoxson sur les pentes des différentes espéces.
Source : L. Custodio.

Espéce 1 | Espéce 2 Test p-value sli:;;fiiir;r']cic\?e
DGA FAH Student t 0.7593 non
DGA LMF Wilcoxson | 0.329 non
DGA TPD Studentt | 0.01363 oui
DGA TRL Studentt | 0.08874 non
DGA TRM Studentt | 0.2201 non
FAH TPD Wilcoxson | 0.01587 oui
FAH TRL Student t 0.1073 non
LMF FAH Wilcoxson 0.329 non
LMF TPD Wilcoxson | 0.009524 oui
LMF TRL Wilcoxson | 0.4762 non
TPD TRL Studentt | 0.06018 non
TRM FAH Student t 0.1981 non
TRM LMF Wilcoxson | 0.8182 non
TRM TPD Studentt | 0.06391 non
TRM TRL Student t 0.6272 non

Sur les 15 tests, 3 présentent une différence significative, exprimée par une p-value inférieure a

0.05. Ces différences inclues, a chaque fois, le Trifolium pratense, comme pour les différences de

P50. Ce dernier est donc significativement différent du Dactylis glomerata var. Amba, de la Festuca

arundinacea var. Hykor et du Lolium multiflorum var. Fermier. Quant au reste, ces espéces ne

different pas significativement entres elles.

On réalise, finalement, un boxplot mettant avant les différences significatives, représentées par

les étoiles, entre les pentes (fig. 25).

Pente des espéces fourragéres

log(Pente)
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Espéces

$ Dactylis glomerata var. Amba
$ Festuca arundinacea var. Hykor
$ Lolium multifiorum var. Fermier
$ Trifolium repens var. Ladino
E Trifolium repens var. Muia

$ Trifolium pratense var. Dadjama

Figure 25. Boxplot des pentes de chaque espéce avec les différences
significatives (étoiles). Source : L. Custodio.
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ii) Prise de spectres NIRS

Pour donner suite a la prise réguliére de spectres NIRS, une fonction élaborée par Thibaud
Chauvin sur RStudio a permis de regrouper tous les spectres de réflectance sur un graphique (fig.
26). De mon c6té, j'ai réalisé un tableau contenant les noms de spectres suivis de la date et I’heure
de leur réalisation et du potentiel hydrique auquel ils correspondent. Ce tableau a été réalisé pour
faciliter la suite de ce travail qui sera terminé par Thibaud Chauvin.
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Figure 26. Ensemble des spectres de NIRS. Source : L. Custodio.

25



I\VV. Discussions et limites

Durant 14 semaines, nous avons étudier ces espéces herbacées dans le but d’évaluer leur
résistance a la cavitation par le biais de la méthode optique. A l'aide de caméras et de
psychromeétres, nous avons pu déterminer la P50 et la pente de chaque individu. Parallélement, des
spectres NIRS ont été réalisés afin de simplifier les études futures. Nos travaux avaient pour objectif
de définir un mélange de semences prairiales adapté au changement climatique afin de conseiller
les agriculteurs du CIVAM Charente-Limousine. Dans un premier temps, les résultats seront
interprétés avant de répondre a notre objectif. Par la suite, nous porteront un regard critique sur la
méthode et les outils employés lors de notre étude et enfin, il s’agira de définir des études futures
qui pourraient étre mises en place prochainement afin d’affiner nos travaux et d’obtenir plus de
résultats.

i) Comparaison d’especes

Lors de notre analyse statistique, nous nous sommes intéressés a deux parametres : la P50
et la pente. La P50 qui est la pression pour laquelle on obtient 50% de perte de conductivité
représente la résistance a la cavitation. En d’autres termes, plus la P50 est basse plus I'individus,
I’espéce est résistante. D’autre part, la pente qui est la tangente au point d'inflexion de la sigmoide,
représente, quant a elle, la plasticité de la gamme de potentiel hydrique induisant a des pertes de
conductivité (Pammenter and Van der Willigen, 1998).

Premiérement, penchons-nous sur la P50. Selon les espéces ce parameétre varie de -2,62 pour
le Tréfle violet Dadjama a -5,70 MPa pour la Fétuque élevée Hykor. A la suite de 'analyse statistique,
nous avons comparé toutes especes entres elle et avons déterminé cing différences significatives.
Toutes ces différences impliquent le Trefle violet Dadjama et nous permet d’affirmer que, dans
notre cas, cette espece se démarque de toutes les autres en raison de sa P50 plus élevée. Les autres
especes ne se différencient pas significativement entres elles. Ainsi, on en conclue que le Tréfle
violet Dadjama est moins résistant a la cavitation que les autres espéces : sa conductivité diminue
plus rapidement. Donc, on peut déconseiller aux agriculteurs avec lesquels nous sommes en
collaboration de semer cette variété dans leurs prairies car elle aura tendance a étre plus sensible
aux sécheresses.

Ensuite, nous avons également analysé statistiquement la pente des différentes especes. Ce
parameétre varie d’environ 2,47 chez le dactyle a 14,06 chez le Trefle violet Dadjama. Encore un fois,
les analyses statistiques ont montré que ce tréfle est la seule espéce qui se différencie. Concernant
la pente, une différence significative est observée entre le Trefle violet Dadjama et trois autres
especes : le Dactyle aggloméré Amba, la Fétuque élevée Hykor et le Ray-Grass italien Fermier. En
effet, ce parametre est largement plus élevé chez ce trefle ce qui traduit une gamme de variation
des potentiels hydriques réduite. En d’autres termes, une fois la cavitation commencée, I'embolie
totale arrive plus rapidement. Cette affirmation statistique confirme que le Trefle violet Dadjama
est moins résistance a la cavitation et donc a la sécheresse que les autres espéces.
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A présent, nous avons notre réponse : lors de nos travaux, le Tréfle violet Dadjama a moins
bien résisté a la cavitation. De plus, nous avons pu déterminer la P50 moyenne par espéces. Peu
d’études scientifiques ont déterminé les P50 de ces espéces fourrageres mais ce qu’on sait est
gu’habituellement les Poacées et les Fabacées posséde une P50 d’environ -4 MPa. Les résultats
obtenus sont donc parfois incohérents comparées aux études précédentes. Par exemple, Volaire en
2018 a étudié différentes populations de Dactylis glomerata L. et a défini une gamme de variation
de la P50 de —3.06 a — 6.36 MPa. (Lens et al., 2016; Volaire et al., 2018).

ii) Différentes méthodes adoptées

La méthode choisie pour comparer nos especes était la méthode optique de Brodribb (2017)
et elle nous a permis d’obtenir de bons résultats. Cette derniere propose la liaison entre le potentiel
hydrigque et le pourcentage de pixels cavités afin de créer des courbes de vulnérabilité. Ces deux
données peuvent étre recueillies de différentes manieres, avec des outils différents et ainsi, d’autres
méthodes auraient également pu étre utilisées.

Premiérement, dans les travaux de Brodribb, le potentiel hydrique est mesuré a I'aide d’un
psychromeétre. Nous en avons fait de méme. Or, on peut remettre en question |'efficacité de cet
outil et se demander si les résultats obtenus étaient les bonnes valeurs de potentiel hydrique.
Malgré les entretiens réguliers (nettoyages), les psychrometres pourraient étre déréglés ou
dysfonctionnels. Pour supprimer cette hypothese et affirmer la fonctionnalité de ces outils, nous
aurions pu utiliser des chambres a pression. Comme les psychrometres, elles permettent de
mesurer le potentiel hydrique. Toutefois, pour 'utiliser, il est nécessaire de couper une feuille de la
plante a chague mesure donc il aurait été utilisé uniqguement pour “vérifier” les psychrometres. Lors
de mon stage, j’ai suivi une formation afin de m’apprendre a me servir de cet outil. Néanmoins,
nous ne l'avons pas utilisé, car il nécessite la mise en place d’'une grande bombonne de gaz et le
laboratoire dans lequel nous avons mené I'étude était trop petit.

Ensuite, le potentiel hydrique est mis en lien avec le pourcentage de pixels cavités grace a
des équations. Initialement, nous devions utiliser une seule équation, les régressions de potentiels
hydriques étant normalement linéaires. Or, les résultats obtenus représentaient plusieurs pentes
différentes. Nous avons choisi d’utiliser plusieurs équations en fonction des régressions dans le but
d’étre le plus précis possible.

Enfin, I’étude de Brodribb montre que le pourcentage de pixels cavité est calculé grace a un
logiciel comme Imagel (cf. Il. Matériels et méthodes, Identification de la cavitation : Cavicam). Or,
on peut voir le calcul de perte de conductivité autrement. Une fois que la cavitation, méme petite,
est arrivée dans un des vaisseaux, on peut le considérer comme non fonctionnel. Cette méthode se
résume par compter le nombre de vaisseau et assumer qu’au départ ils ont un pourcentage de perte
de conductivité (PLC) de 0%. On observe I'apparition des premieres cavitations dans chaque xyleme
et dés qu’un vaisseau présente un élément de cavitation, on augmente le PLC. Par exemple, on
compte 12 vaisseaux. Chaque vaisseau représente 8,33% (=100/12) de la conductivité. Initialement,
nous avons un PLC de 0%. A I'arrivé du premier événement de cavitation qui embolise un vaisseau,
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on obtient un PLC de 8,33%. Lors du second, le PLC augmente a 16,66% et ainsi de suite. Toutefois,
cette méthode a été testée mais pas mise en place pour deux raisons. D’un part le Ray-Grass italien
ne possede que trés peu de vaisseaux (environ trois) et dans ce cas, le PLC n’aurait que 3
augmentations, peu précises. D’autres part, il est possible de compter facilement le nombre de
vaisseaux uniqguement sur des feuilles a nervures paralléles. Or, les trefles possédent des nervures
réticulées. Cette méthode ne peut donc pas étre appliquée pour toutes les espéeces.

Nous avions donc plusieurs fagons de procéder a notre étude mais la méthode présentée
dans la partie Il. Matériels et méthodes et celle qui correspondait le plus a nos échantillons et qui
était la plus précise. Néanmoins, les techniques alternatives présentées ci-dessus ont été testées.

iii) Suite de I’étude

Nous avons répondu a notre problématique et identifié une variété de trefle moins
résistante a la cavitation. Cependant, I'étude peut étre complétée par des travaux paralleles futurs.

En premier lieu, une seconde étude pourrait étre réalisée semblable a la n6tre portant sur
un nombre plus grand d’échantillons. En effet, nous avons tenté de travailler sur environ six
individus par espece (quelques fois moins) et d’étudier six espéeces et variétés différentes. Le
nombre d’échantillon dans chaque espece étant plus grand, la précision de nos moyennes pourrait
étre augmentée. |l serait aussi possible d’observer de la variabilité intraspécifique.

Dans la suite, notre étude n’a montré la différence que d’une seule espéce concernant le
phénoméne de cavitation. Afin de différencier les cing autres espéces semblables a ce paramétre, il
serait intéressant d’étudier d’autres mécanismes de résistance a la sécheresse comme la
conductance stomatique ou la conductance cuticulaire. La conductance stomatique représente la
quantité de vapeur d’eau sortant des stomates d’une feuille par seconde et par metre carré, en
mmol m~2 s™'. La conductance stomatique dépend en grande partie de I'éclairement (PAR). Par
temps ensoleillé, elle reste la plupart du temps a son maximum. Cette derniére est mesurée par un
porometre qui définit la surface d’ouverture des stomates par la quantité de gaz traversé. J'ai eu
I'opportunité de me servir de cet outil mais en raison du manque de lumiére dans le laboratoire
nous n’avons pas joint ces résultats défaillants dans notre étude. Ce parametre est corrélé trés
significativement avec le potentiel hydrique (Besnard and Carlier, 1990). La conductance cuticulaire,
qguant a elle, représente la quantité de vapeur d’eau sortant des cuticules d’une feuille. La cuticule
peut étre plus ou moins perméable et ce parametre indique I'habilité du végétal a résister a la
déshydratation en limiter les échanges gazeux avec I’extérieur (Billon et al., 2020).

Egalement, des études futures pourraient définir pour quelle(s) raison(s) le Tréfle violet
Dadjama se différencie des autres especes. Des travaux centrés sur cette variété déterminerait
quelle(s) différence(s) physiologique(s) existe(nt) entre ce tréfle et les autres variétés qui
expliqueraient une résistance moins bonne a la cavitation.
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Conclusion

Dans un siecle ou les préoccupations climatiques sont majeures, il est nécessaire de repenser
les modes d’exploitation agricole et de s’adapter aux changements de régime de précipitation
futurs. Ce stage a I'INRAE au sein de l'unité de recherche pour I'écosystéme prairial avait pour but
de comparer six especes et variétés de fourrage différentes a leur résistance a la cavitation afin de
conseiller les agriculteurs du CIVAM Charente-Limousine. Les especes Dactylis glomerata L. var.
Amba, Festuca arundinacea (Shreb.) Darbysh. var. Hykor, Lolium multiflorum Lam. var. Fermier,
Trifolium pratens L. var. Dadjama, Trifolium repens L. var. Ladino et Trifolium repens L. var. Muia ont
été étudiées et observées afin de définir quelle(s) espece(s) possedai(en)t la P50 la plus basse, et
donc résistai(en)t le mieux a la cavitation. Egalement, nous avons consacré également du temps a
réaliser des spectres NIRS.

En suivant la méthode optique de Brodribb (2017), nous avons utilisé des psychrométres et
des caméras pour identifier les phénoménes d’apparition de cavitation et de baisse de potentiel
hydrigue durant la sécheresse des plantes. Ces données nous ont menées a établir des parametres
moyens a chacune des espéces : la P12, P50, P88 et |la pente permettant de définir si une espéce est
plus ou moins résistante qu’une autre. A la suite de I'obtention des résultats, nous avons mené une
analyse statistique qui nous a permis de conclure que la seule espece qui se différencie des autres
est le Trifolium pratens var. Dadjama, le Trefle violet Dadjama. Ce dernier parait significativement
moins résistant que les autres a la cavitation. Dans un second temps, la prise de spectres a l'aide du
NIRS a permis de faire un premier pas vers la réalisation d’une calibration qui permettra de rendre
la mesure de résistance a la sécheresse plus rapide.

Ainsi, nous avons pu répondre a notre problématique initiale et mener I’étude attendue.
Nous pouvons donc nous permettre d’annoncer nos résultats au CIVAM Charente-Limousine. Méme
si nos résultats ont été concluants, notre étude aurait pu étre réalisée différemment, a 'aide
d’autres moyens. Il est important de remettre en question la méthode adoptée ainsi que les outils
utilisés. Puis, des travaux supplémentaires seraient nécessaires afin de préciser et d’affiner notre
conclusion notamment en se penchant sur d’autres mécanismes de résistance a la sécheresse telles
gue les conductances stomatiques et cuticulaires.
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Annexe 1. Script de la fonction fonction_cavit sur RStudio
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fonction_cavit <- function(data.cavit,sp,ind,coef.a,coef.b){ #creation de la
fonction et des arguments a renseigner

=0

Tibrary(ggplot2) #chargement du package ggplot2 permettant de creer des
graphiques
resultscavit <- read.table(data.cavit,
header = T, sep = ";", dec = ".")
#creation de 1'objet "resultscavit" qui contient le tableau de surface de pixels

cavites en fonction du wp present dans 1'objet "data.cavit"

resultscavit$cumul <- cumsum(resultscavit$Area) #ajout d'une colonne "cumul"”
dans le tableau "resultscavit" qui correspond a la sommes des surfaces de pixels
cumules entres elles

resultscavit$PLC <- resultscavit$cumul/max(resultscavit$cumul)*100 #ajout d'une
colonne 'PLC" dans le tableau "resultscavit" qui correspond a (somme des
cumulA@s/mumul max)*100 pour representer le pourcentage de perte de conductivite

results2cavit <- rbind(resultscavit[1l: (rownames(resultscavit[resultscavit$Area
= 0,][1,]1))-1,],resultscavit[resultscavit$Area != 0,]) #nouveau graphe
"results2cavit" qui n'affiche pas les pourcentages semblables

rm(resultscavit) #supprime 1'ancien objet

fitl <- nls( PLC ~ 100/(1 + exp Ca * (WP - b ))), #création d'un objet "fitl"
qui, a partir du tableau dans "reultats2cavit", utilise la formule
start = c( a = coef.a , b = coef.b ) ,
data = results2cavit)

coe <- coef(fitl) #on extrait les coefficients de la courbe grace au model au
dessus (nls)

slope_nls <- coe[l] #le coefficient a est place dans 1'objet "slope_nls"

P50_nls <- coe[2] #le coefficient b est place dans 1'objet "P50_nls"

X <- seq(from = min(results2cavit$wP), to = max(results2cavit$wP), by = 0.01)
#1'objet "X" represente 1'axe des abscisses de notre graphique final, c'est le wpP

Y <- 100/(1 + exp ( slope_nls * ( X - P50_nls ))) #1'objet "Y" represente 1'axe
des ordonnes de notre graphique final, c'est le PLC

Z <- data.frame(cbind(X,Y)) #1'ojet "z" est un tableau liant Te PLC en fonction
du wp

P88_nls <- ((log((100/88)-1))/slope_nls)+P50_nls #objet contenant la P88

P12_nls <- ((log((100/12)-1))/slope_nls)+P50_nls #objet contenant la P12

sumbata <- c(sp,ind,P12_nls[[1]],P50_nls[[1]],P88_nls[[1]],slope_nls[[1]])
#objet "sumbData" listant le nom de 1'espece, le numero d'individu, la P12, la P50,
Ta P88 et la pente

data_final <<- as.data.frame(rbind(data_final,Sumbata)) #ajout de la liste
"sumData" dans Te tableau recapitulatif de toutes les especes "data_final"

print(Sumbata) #affichage de Tla liste des resultats

Plotcavit <- ggplot() + geom_line(data = Z,aes(X,Y),color = "Darkblue", size
1.5) +

geom_point(data = results2cavit,aes(WP,PLC), size = 3, shape = 1) +
geom_vline(xintercept = P88_nls,linetype = "dotdash",color = "Darkgreen", size =
1) +

geom_vline(xintercept = P12_nls,linetype = "dotdash",color = "Darkred", size =
1) +

geom_vline(xintercept = P50_nls, linetype = "dotdash",color = "goldenrod2",

size = 1) +
ylab("PLC") + xlab ("MPa") + ggtitle(pasteO(sp,ind)) #creation d'un graphique
"plotcavit" representant Te PLC en fonction du wP

print(PlotCavit) #affichage du graphique
rm(results2cavit,fitl,coe,slope_nls,P12_nls,P50_nls,P88_nls,X,Y,Z) #suppression

de tous les objets sauf "data_final"

}
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Annexe 2. Courbes de vulnérabilité de toutes les espéces

Les lignes pointillée rouges, jaunes et vertes représentes respectivement les P12, P50 et P88.
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Résumé

Aujourd’hui, le systéme climatique terrestre se retrouve dans un état de déséquilibre
menant a une augmentation des températures et une modification des régimes de précipitions. Ces
déreglements climatiques exercent une grande influence sur I’agriculture, notamment au niveau
des prairies. Les asséchements précoces des prairies impactent négativement la sécurité alimentaire
car ces milieux représentent une part trés importante des agroécosystemes. A I'INRAE, l'institut
national de recherche pour I'agriculture, I'alimentation et I’environnement, en collaborant avec le
CIVAM (Centre d’Initiatives pour Valoriser I’Agriculture et le Milieu rural) de Charente-Limousine,
nous avons étudier différentes espéces de prairie en comparant leur résistance a la sécheresse par
le biais du mécanisme de la résistance a la cavitation.
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