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Trois grandes thématiques de recherche
dans ’'UMR EEF

" Physiologie et diversité de la réponse des arbres
aux contraintes de I’environnement :. Approches
biochimiques, moléculaires, microscopiques, genes-
candidats, biologie intégrative en réponse a: la
lumiere, la sécheresse, I’exces d’eau, la température,
L’ozone, le CO2,...

" Fonctionnement intégré de I’arbre et de
I’écosysteme : flux et cycles de I’eau et du carbone.
Propriétes et fonctionnement des interfaces (sol-
racine, feuille-atmosphere), réserves carbonées et
azoteées, hydraulique végetale.

" Dynamique a long terme et dysfonctionnements
des ecosystemes forestiers : leur sensibilite aux
accidents climatiques et aux changements globaux,
Impact de I’usage ancien des sols, pollution
atmosphérique.
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Plateau Technigue d'Ecologie Fonctionnelle: des outils
danalyse parmi dautres. - MEB canon tungsténe

- chambre a pression contrélée
- détecteur électrons rétrodiffusés

- détecteur électrons secondaires
mode HV

- détecteur électrons secondaires
. mode PC

- platine effet Peltier -50°C
- platine et systéme de cryo-transfert

- spectromeétre a sélection d'énergie
(EDS-SDD).

- spectrometre a dispersion de
longueur d'onde (WDS)

- logiciels d'imagerie et environnements
informatiques.

- appareils de préparation des
échantillons: lyophilisateurs, cryostat,
vibratome, microtomes,...
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Observations de structures cellulaires du borss:
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Cristaux d’oxalate de calcium dans Rhizophora mucronata, pression controlée 35 Pa

GN-MEBA NANCY 3-4 JUIN 2010 4



Microanalyse d'échantillons biologigues (bois)

DENDROCHIMIE DES CERNES ANNUELS D’ACCROISSEMENT
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de la composition chimique des cernes de carottes de
bois lyophilisées, 'métallisées’(carbone) et analysees
DETERMINATION DES ZONES  sous vide secondaire .

D’ANALYSES (cernes)

PLANAGE SURFACAGE
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Observations sur des surfaces foliaires

Stomates de feuille de chéne (cryo, vide secondaire)

S Grand. = ZABKX g s

Signal &= SE1 Taile de sonde = 357 mgnmxg\
Tom Plaiee:7= THSimem  CHTSIOURY g CHATHALE

Stomates de feuille de peuplier (cryo, vide secondaire)
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Diversité fonctionnelle et adaptation
Contrdle génétique et environnemental de I’efficience d’utilisation de I’eau (A)
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Principales différences pour |'observation d'échantillons
biologiques entre le mode Vide Secondaire (HV) et le

mode Pression Controlée (PC)

Mode HV (pression chambre <5 10-? Pqa)

- Echantillon :

- déshydraté

-conducteur électrique du faisceau
électronique

-rigide

* Préparations obligatoires pour
[observation et [analyse :

- lyophilisation, congélation, point
critique,...

- métallisation

- rigidification

Mode PC (pression de la chambre variable
de 1a 300 Pa)

- Echantillon :

- tous types méme hydratés (eau ou milieux
aquatiques a température ambiante exclus).

* Préparations conseillées pour limiter la
déshydratation pendant [observation:.

- congélation

- observations sur platine froide (effet
Peltier) ou platine cryogénique
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Pression et température : parameétres physigues ajustables pour
['observation des échantillons biologigues
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La Platine cryogénigue

L'utilisation d'un systéme de platine cryogénique est le moyen le plus
performant pour I'observation en mode conventionnel (vide
secondaire):

-conservation des structures cellulaires et visualisation des
structures internes

- limitation des altérations dues a l'intensité du faisceau
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Le sas de cryo-transfert
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Observations en vide secondaire et avec la platine cryogénigue

Pression non ajustable dans la chambre.
Température de la platine ajustable (-120° C ; +80° C).
Régulation de la température de I'échantillon.

2.00E-03 4

Vapeur
Glace
1.50E-03 -

Pression
moyenneen
mode HV

-1p0 -115 -110 -105 -100 -95 -90 -85 -80

Pression (Pa)
[

1.00E-03 4

5.00E-04 -
Température (°C)

Courbe d'équilibre Pression- Température
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Vulnérabilité a la cavitation chez le peuplier en cas de sécheresse
Visualisation de ['embolie vasculaire

= échantillon coupé sous eau, congelé dans N2 liquide, fracturé et observé

en conditions cryo .
= une méthode de mesure du taux d'embolie (% vaisseaux embolisés)

Populus alba
nervure

vaisseau plein

0.5 MPa 2.5 Mpa
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Microanalyse X

Cellules épidermiques d'un pétiole de
feuille de charme congelé fracturé et
métallisé (Au-PD) .

Observation et microanalyses du contenu
des cellules (platine cryo et mode
conventionnel).

Image électronique 1

Spectre 2
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Microanalyse X

Spectre zomme

Au/S;:Pd/S:Pd/CI

b Pd/K;Pd/Ca
‘ l " ‘
r o L) ¥R
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Un inconvénient pour la microanalyse d'échantillons biologiques, la
métallisation Au-Pd.
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Conclusions mode conventionnel et platine cryogénique

- Treés bonne résolution pour I'observation d'échantillons
biologiques maintenus congelés sous vide secondaire
(métallisation Au-Pd).

- Bonne gestion de la sublimation de surface de I'échantillon avec
de |'expérience.

* Possibilité de micro-analyse en EDS et WDS.

 Inertie de la réponse de la platine aux modifications de
température.

- Interaction des pics Au-Pd avec les éléments majeurs en
biologie.

* Taille réduite de I'échantillon sur la platine cryo.

- Consommation expérimentale (azote liquide et gazeux) et
humain (temps) importants .
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La platine a effet Peltier

L'utilisation dans la chambre d'un porte échantillon a effet Peltier (-50°C/+50°C)
réduit considérablement la déshydratation des échantillons en mode pression

controlée.
Inconvénients : Perte des axes rotation et tilt et la taille du support échantillon ne
convient que pour |'observation d'échantillons de taille réduite (40 mm de diamétre et

quelques mm d'épaisseur).

CGIN-WMEBA INAINCY 5-4 JULINV ULV S



Observations en vide controlé et avec la platine Peltier

Pression variable ajustable dans la chambre (10:300 Pa) .
Température de la platine ajustable (-50° C; +50° C).
Régulation de la température de I'échantillon.

130 -
120 -
110 -
100 -
90 -
80 - Glace
70 -
60 -
50
" Vapeur
30 -

PRESSION (Pa)

20 -
10

-48 -43 -38 -33 -28 -23 -18
TEMPERATURE (°C)

Courbe d'éguilibre Pression- Température
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Pression (Pa)

Observations en vide controlé et avec la platine Peltier
Effet de la variation de pression sur une goutte d'eau congelée

maintenue a une température fixe
r

200 pm

ecteur = BSD EHT = 20.00 k¥ |—| Date :29 Mai 2008
mbre = 61 Pa Grand. = 82X Photo: C.ROSE INRA NANCY (FR)

Isotherme -38°C

100

80 - l Conditions initiales
62 | VAPEUR Pression 61 Pa

40 ~ s,

20 Température -38°C
0 T T T T T T T

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

Température (° C)
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Observations en vide controlé et avec la platine Peltier

Effet de la variation de pression sur une goutte d'eau congelée
maintenue a une température fixe r
/

4

Delta pression : 20 Pa
Balayage faisceau permanent(20Kv.800pA)
Temps dexposition : 6 min

200 pm
EHT = 20.00 kv H Date :29 Mai 2003
Grand. 5 52X Photo: C.ROSE INRA NANCY (FR)

Isotherme -38°C

100 +

Conditions finales

VAPEUR Pression 39 Pa
Température platine -38°C

Pression (Pa)

0 T T T T T T T 1
-40 -35 -30 -25 -20 -15 -10 -5 0
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Pression (Pa)

Observations en vide controlé et avec la platine Peltier

Effet de la variation de température sur une goutte d'eau
congelée maintenue a une pression fixe dans la chambre

100 pm

" Detecteur BSD - EHT = 20.00 KV = 7 Date :30 Mai 2008
7 o .
* _Chambre =" 51 Pa Grand.= 84X Phiots: € ROSE INRA NANCY (FR)

100 + cn o o _ono
. / Conditions initiales
o0 P Isobare 50 Pa Pression 50 Pa
_. GlLAC \II\DEI 1D : , .

40 / Température platine -38°C
20 +

0 T T T T T T T 1

-40 -35 -30 -25 -20 -15 -10 -5 0
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Observations en vide controlé et avec la platine Peltier

Effet de la variation de température sur une goutte d'eau
congelée maintenue a une pression fixe dans la chambre

Delta température: 3°C

Balayage faisceau permanent(20Kv,800pA)

Temps dexposition : 6 min
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Cinétigue de réaction, d'une goutte d'eau congelée, a une baisse de /a
pression dans la chambre, suivie dun réchauffement de la platine Peltier

1. Baisse de pression dans la chambre: observation (sous le faisceau) d'une légére
sublimation de la goutte d'eau congelée .
2. Début du réchauffement de la platine : condensation rapide de glace sur le

stub porte échantillon (effet doigt froid) due a la sublimation rapide de la glace
accumulée sur I'élément refroidissant de la platine .

3. Réchauffement progressif du stub (environ 1mn) : sublimation rapide
de la glace a la surface du stub et début d'une sublimation importante de
la goutte d'eau .

Baisse de pression:
100 Pa vers 15Pa
Réchauffement :
-45°C vers -35°C

130 4

Goutte d'eau congelée (-45°C) e , Glace
Stub porte échant m 2-3 Vapeur
(aluminium)

TEMPERATURE(°C)

EHT = 15.00 kV/
100 pm

Photo: C.
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Sublimation par réchauffement de la platine de la glace a la surface
dun pétiole de feuille de charme fracturée.
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Des développements innovants pour |observation et la microanalyse
d'échantillons biologiques en pression controlée:
1. 'le montage a /'eau’:

Ditecteur = TV EHT = 0.00 KV — Date =1 Juin 2010
Chambre = 0.00e+000 PaGrand. = 700 X Phota: CROSE INRA MANCY [FR)
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130 -
120 -
110 -
100 | Conditions initiales
90 - de la glace aprés

Glace

80 - la mise sous vide
70 -+

60 +
50 -
40 -
30 A

PRESSION (Pal

Activation du faisceau [/apeuf'

20

10 | . ——

-48 | -43 | -38 | -33 -28 -23 -18
TEMPERATURE (°C)

La mise en place d'échantillons (congelés) dans de I'eau refroidie (proche du point

de congélation) et rapidement surgelée (‘montage dans la glace') permet:

-Treés bon support ,rigidification et congélation importante de I'échantillon .

- Conservation d'une température trés basse de I'échantillon grace a la
lyophilisation de la 'réserve d'eau embarquée’: la sublimation (controlée) de la
'goutte’ de glace a une pression donnée entraine le maintien de la température de
cette glace (de I'échantillon) proche de la courbe d'équilibre, méme en présence du
faisceau et pendant un temps d'observation prolongé.

-Possibilité d'abaisser la pression dans la chambre : meilleure efficacité du
détecteur de rétrodiffusés et de la microanalyse EDS (réduction du skirt mais
attention aux excés de charges).

Effets de la lyophilisation de la glace
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Des développements innovants pour |'observation et la microanalyse
d'échantillons en pression controlée:
2.l utilisation du sas de cryo-transfert:

La mise en place de I'échantillon par l'intermédiaire
du sas cryo, sur la platine Peltier refroidie sous
pression contrdlée, préserve l'intégrité de
I'échantillon et crée des conditions favorables a
I'observation prolongée et a la microanalyse EDS
(effet skirt et de charges limitants, mais pas
d'interaction avec les pics de métallisation).

Porte échantillon cryo

Porte échantillon Peltier( prototype)

Défecteur =TV EHT = 0.00 KV Dite 125 had 2010

Chambre = 1,24e002 Pa Grand. = 44X Photo: CROSE INRA NANCY (FR)
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Observation et analyse dun Pétiole de feuille de charme
(mode Pression contrélée ;Sas-cryo)

X

Echantillon congelé (N2 liquide ) et
fracturé puis introduit par le sas -cryo
dans la chambre sous pression controlée et
sur la platine a effet Peltier
préalablement refroidie (-45°C) .

- 5%
“Détecteur = BSD \ \ EHT =15.00 k¥ Date :21 Mai 2010
Chambre = \38 Pa \ Grand. = 249X Photo: C.ROSE INRA NANCY (FR)

Spectre somme EDS

S i
100pm Mixer

Cartographies X du K(rouge),Ca(vert)et Si(jaune) GN-MEBA NANCY 3-4 JUIN 2010 28



Conclusions mode Pression Controlée - Peltier

- Bonne résolution pour I'observation longue d'échantillons biologiques maintenus
congelés.

- Gestion du freeze-drying avec de I'expérience grdce a la maitrise de la
pression et surtout la gestion trés 'réactive’ de la température de la platine
Peltier.

* Pas de métallisation
- Possibilité de micro-analyse en EDS (attention au skirt et aux charges )
- Colit expérimental limitée

Avancées pour l'observation et |'étude des échantillons biologiques en pression
controlée:

* La mise en place, dans de |'eau a température proche du point de congélation,
d'échantillons biologiques préalablement congelés permet d'augmenter la
rigidité, le controle de la déshydratation et de la température de ces objets
malgré I'effet physique du faisceau d'électrons, elle accroit la possibilité
d'observations longues et a assez haute résolution en mode pression contralée
avec une température régulée efficacement par une platine a effet Peltier .

+ Le principe d'insertion directe de I'échantillon par le sas -cryo et sur une
platine refroidie en pression contrdlée améliore considérablement la
conservation des structures cellulaires et les possibilités de I'étude approfondie
des échantillons biologiques sans préparation lourde de ceux ci.
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\ 100 pm
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Chambres T2Pa  Gmnd.= 1603 Photo: € ROSE INRA HANCY (FR)
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