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STRUCTURE DU MEMOIRE

Le mémoire comprend quatre chapitres. Le premier est une introduction
générale sur les différents éléments abordés lors de I'étude. Le deuxieme chapitre est
sous forme d'article scientifique rédigé en anglais | présentant une nouvelle
méthodologie d'analyse des composés de défense (terpénes) a Vaide du Static
Headspace Gas Chromatography. Le troisieme chapitre est également sous forme
d'article rédigé en francais, ol les résultats et la discussion de la recherche compléte y
sont présentés. Lintroduction présentera seulement des théories et des hypothéses
étant donné que le sujet aura été préalablement introduit dans Vintroduction générale.
Ce chapitre discute des causes physiologiques menant a la diminution de la croissance
et les liens entre la production des composés de défense, des sucres solubles totaux
(SST) et des réserves en amidon.. Finalement, le chapitre quatre présente une conclusion

générale et les perspectives futures envisageables de la recherche.
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1.1 Mise en contexte

La forét boréale procure des avantages environnementaux, économiques et
sociaux majeurs a la société québécoise. Elles se révélent essentielles, entre autres, a la
conservation de la biodiversité, a la séquestration du carbone, a la régulation et a la
filtration de I'eau (Gouvernement du Québec, 2010). Par contre, la forét boréale est
souvent I'objet de perturbations naturelles majeures comme les feux et les épidémies
d’insecte. En particulier, la tordeuse des bourgeons de !‘épinette (TBE, Choristoneura
fumiferana Clem.) est actuellement l'insecte qui cause le plus de dommages dans les
foréts boréales de I'est de I'Amérique du Nord (Gray & Mackinnon, 2007). Ce type de
perturbations naturelles a une grande influence sur la dynamique des écosystémes
boréaux qui nous entourent, mais surtout, il joue un grand réle en modifiant la structure
et la composition de ces foréts. (I. Simard et al, 2006). Il est bien entendu trés
intéressant de connaitre le fonctionnement des infestations d;z ces insectes, car ils
influencent considérablement la dynamique des foréts touchées: D'ailleurs, ce sujet a
été étudié a plusieurs reprises afin de mieux comprendre I'enjeu de la TBE (Krause &
Morin, 1995; 1. Simard et al., 2006). La TBE, espéce indigéne au Canada, engendre une
défoliation trés importante lors d'infestations majeures aux coniféres comme I'épinette
noire (Picea mariana Mill., Britoﬁ.), I'épinette blanche (Picea glauca Moench, Voss) ainsi
qu'au sapin baumier (Abies balsamea L. Mill). Des dizaines de milliers d'hectares
peuvent é&tre gravement défoliés, et ce, pendant plusieurs années (Ressources
Naturelles Canada, 2011). De plus, en considérant l'effet ¢cumulatif des infestations
réguliéres de la TBE dans la forét boréale, il est possible de constater une diminution
significative de la croissance des espéeces résineuses et également une augmentation de
la mortalité des éoniféres vivants dans ces écosystémes touchés. Ces dommages
engendrent en grande partie une perte au niveau des ressources ligheuses et non
ligheuses et touchent de fagon majeure le secteur économique forestier. Au Québec

~depuis 2006, les populations de tordeuses augmentent de facon constante; les
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superficies infestées en 2010 sont de plus de 600 000 hectares (Ressources Naturelles

Canada, 2011).

Chaque espéce de conifére se comportant différemment lorsqu'il subit une
invasion, il serait intéressant d'étudier in situ la réaction de 'un d'entre eux dans son
milieu naturel lors d'une épidémie. Le sapin baumier (Abies balsamea L. Mill}, espéce
indigéne de la forét boréale et I'héte préférentiel de la TBE, a donc été sélectionné pour
cette recherche. Lors de cette étude, plusieurs facteurs ont été pris en considération, ‘
notamment l'effet de la tordeuse des bourgeons de I'épinette sur la concentration des
composés de défenses, d'amidon et de sucres solubles totaux (SST) contenus dans les
aiguilles et le bois des individus sélectionnés ainsi que l'effet de la TBE sur la croissance

radiale des arbres touchés.

1.1.1 Effets sur la croissance radiale des hoétes de la tordeuse des

bourgeons de I'épinette

Il est dorénavant possible d'observer la croissance radiale {au niveau cellulaire)
des cernes de croissance de toutes les espéces d'arbre (autant les coniféres que les
feuillus) {Deslauriers, 1999, 2003; Rossi, Simard, Deslauriers, & Morin, 2008). Année
apres année, en se formant, le cerne de croissance laisse une trace permanente des
événemenfs importants survenus lors du développement de l'arbre. Les variations
visibles sur le cerne de croissance, qui sont en partie causées par des perturbations
environnementales majeures telles un épisode de défoliation sévere, permettent de
retracer efficacement dans le temps ces événements. Plusieurs recherches ont d'ailleurs
démontrés l'impact de la défoliation des arbres sur la réduction du cerne de croissance

chez les arbres (Morin, 1994; Morin & Laprise, 1990). La défoliation a donc un impact
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sur la croissance radiale des arbres touchés et de ce fait, I'analyse effectuée des cernes
de ces arbres permet de mieux compléter les données d'observations terrestres ou

aériennes de la défoliation des territoires touchés (Morin, 1998).

Selon Blais (1962), une réduction de la croissance radiale qui est causée par une
épidémie sévere de la tordeuse des bourgeons de I'épinette est normalement trés facile
a identifier. Selon Krause et Morin (1995), la réduction de la croissance radiale
débuterait tout d'abord dans la cime de I'arbre pour continuer ensuite jusqu'a la base de
la tige de l'individu. De ce fait, la réduction et la récupération de l'arbre apres la
défoliation dans la zone de la cime du conifére sont beaucoup plus intensives que ceﬂe
qui s'effectue dans la base de la tige de l'arbre. De plus, aprés la réduction de
croissance, il est normalement possible d'observer une période plus ou moins longue de
croissance lente dans les premiéres années aprés le moment de stress, puis suivie par
une accélération de croissance marquée dans le cerne (Morin, 1994). I est d'ailleurs
intéressant de souligner que selon plusieurs recherches, ces signes d'infestations chez le
sapin baumier sont trés fréquents chez cette espéce, car l'Abies balsamea est I'hdte par
excellence de la TBE (Blais, 1962; Morin, 1994). La défoliation des aiguilles en début de
saison de croissance d'un arbre, entraine un effet direct sur la production de ces sucres
solubles totaux (Ericsson, 1980) ce qui en résulte par un important impact sur la
formation du cerne intra-annuel des arbres (Rossi et al., 2008; Sundberg & Little, 1987).
Selon d'autres recherches, la défoliation causée aux coniféres affecterait davantage leur

production de xyléme comparativement aux feuillus {Rossi et al., 2008).
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1.1.2 Utilisation des réserves d'amidon et de sucres solubles totaux (SST)

par le sapin baumier en situation normale et de stress

Tout au long de I'année, I'arbre est en mesure d'accumuler les réserves dont il a
besoin selon les divers évéenements qui peuvent survenir. En général, les sucres solubles
totaux (SST) (monosaccharide et disaccharide tel le glucose, le fructose ou le galactose,
etc.) sont élevées durant I'hiver et plus bas durant I'été dans les aiguilles et le xyleme
des arbres. Pour sa part, la teneur en amidon dans le bois et les aiguilles, est élevée
durant la période du printemps et de I'automne et reste plus basse durant le reste de -
I'année (Ashworth, Stirm, & Volenec, 1993; Little, 1970). Lorsque les arbres sont en
période de stress, la produétion et le stockage des SST et de I'amidon peuvent varier de
facon tréé différente comparativement a un arbre qui ne subit aucun événement -
stressant. Ces périodes de stress peuvent étre causées par des bouleversements
environnementaux importants tels que le manque d'eau, qui produit un stress hydrique

chez la plante, ou des infections pathologiques répétées.

Ces phénomenes activent le métabolisme de I'arbre et actionnent une cascade
de production de composés de défense. Cette production de composés affecte ainsi
directement le métabolisme normal des sucres solubles et de I'amidon (Rainer, 1997).
Sous des conditions normales, le niveau de sucres solubles totaux dans les aiguilles des
coniféres est élevé durant la journée et plus bas la nuit. De plus, lors de journées
ennuagées, l'augmentation du métabolisme de production de SST aide a combler le
manque de carbone que générent les exigences de la respiration et de la croissance
(Stuart Chapin Il et al., 1990). De ce fait, les sucres solubles totaux et I'amidon sont en

mesure de varier selon les différents besoins de I'arbre.

Selon certaines études, I'arbre qui subit un stress important telle une défoliation
majeure, commencera a épuiser plus rapidement ses réserves de sucres solubles

contenues dans les aiguilles et le bois pour ainsi combler le manque de nutriments
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(carbone, azote, phosphore, etc.) nécessaire sa croissance (Honkanen, 1999; Stuart
Chapin Hl et al., 1990; Willaume, 2011). Normalement, ces nutriments carbonés sont
générés en grande partie par le processus de la photosynthése. Plusieurs autres facteurs
peuvent faire varier la quantité de sucres solubles totaux dans les aiguilles et entrainer
leur délocalisation dans diverses autres parties de I'arbre. La variation du contenu relatif
en eau (CRE) présente dans les aiguilles des coniféres par exemple, peut entrainer une
fluctuation des sucres solubles dans le feuillage de ces coniferes (Little, 1970). De plus,
le contenu relatif en eau dans !éS aiguilles varie durant la saison de croissance tout
comme les SST et dépend également de certains facteurs comme I'dge des aiguilles, leur

position dans la canopeée, etc.

Pour leur part, les réserves d‘amidon semblent varier surtout en fonction de la
période de croissance, soit au printemps. Certaines études rapportent une variation
notable due a la présence de stress au niveau des réserves d'amidon. Un degré élevé de
défoliation affecterait les réserves d'amidon en les abaissant considérablement
(Ericsson, Larsson, & Tenow, 1980; Kobe, 1997). Plus la défoliation est importante, plus
les réserves sont affectées comparativement a des arbres sains. Les réserves d'amidon
seraient notamment acheminées et relocalisées afin de contribuer a la régénération des
aiguilles plutdt qu'a étre utilisées afin de servir a la croissance de l'arbre (Ericsson et al,,
1980). De plus, certaines études (Kobe, 1997) mettent I'emphase sur I'augmentation des
chances de survie des arbres par leur capacité a emmagasiner suffisamment de réserves
d'amidon durant l'automne. Cette cahacité leur confere l'avantage d'étre plus apte a
survivre lors d'une défoliation importante, car aprés un tel événement, les réserves
d'amidon se situant dans les aiguilles et le bois chutent drastiquement ce qui empéche
donc l'arbre de croitre normalement et de satisfaire ses besoins métaboliques. De ce
fait, en accordance avec la variation de croissance radiale des arbres durant les périodes
de stress, il devrait étre possible d'observer une variation (a la baisse) des réserves de
sucres solubles et d'amidon présents dans les aiguilles des arbres ciblés durant la

période de croissance étudiée {mai a octobre).
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1.1.3 Les métabolites secondaires

Les plantes en général, mais surtout les coniféres sont reconnues pour leur forte
production de tomposés organiques divers. Dans de nombreux cas, certains de ces
composés apparaissent comme n'ayantk aucun lien direct avec la fonction du
développement et de la croissance des plantes. Ces substances sont surtout connues
sous le nom de métabolites secondaires (Taiz & Zeiger, 2006). Les métabolites
secondaires ont longtemps été considérés comme des métabolites simples et méme
comme déchets métaboliques des plantes. Depuis peu, les métabolites secondaires sont
connus comme étant des composés importants agissant au niveau de la défense des
plantes {Gershenzon & et al, 2000; Lamontagne & Bauce, 2002; Taiz & Zeiger, 2006).
Plus précisément, les fonctions des métabolites secondaires sont de protéger
spécifiquement les plantes contre les herbivores et les infections microbiennes, ils
servent également comme attractifs pour les pollinisateurs et les animaux qui ont pour

role de disperser les graines des arbres et des plantes.

De plus, les métabolites secondaires ont la fonction d'étre des agents qui ont
pour role d'intervenir dans la compétition entre les plantes (plante-plante) et entre les
plantes et les micro-organismes (plante-mycorhize) (Taiz & Zeiger, 2006). De plus, selon
certaines études, les coniféres subissant un stress (ex. : défoliation des aiguilles par des
herbivores ou insectes) produiraient davantage de métabolites secondaires au niveau
de leurs aiguilles pour se défendre et assurer leur survie (Bauce, 1996; Tuomi & et al,
1988; Wagner & et al, 1985). Les métabolites secondaires peuvent étre classés en trois
groupes bien distincts; terpénes, composés phénoliques et les composés contenant de
l'azote (Taiz & Zeiger, 2006; Waksmundzka-Hajnos & et al, 2008). L'origine des
métabolites secondaires mise en relation avec la voie métabolique de base est illustrée

a la figure 1.1. Cette figure démontre bien que tous les produits de la plante dérivent de
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la production des glucides en provenance de la photosynthese et que 'acétyl-CoA est le |

point central des voies de syntheses des divers composés de défense.
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Figure 1.1: La voie de synthése des métabolites secondaires chez les végétaux
{(Waksmundzka-Hajnos M. et al. 2008).
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1.1.4 Les terpénes

Les terpénes représentent la classe la plus large et vaste de produits secondaires
générés par les plantes. Chez les coniféres, les terpénes s'accumulent en général au
niveau des tissus des aiguilles, surtout en grande quantité dans les trichomes
glandulaires de la face supérieure des aiguilles et ils sont également nombreux dans la
résine présente dans le tronc (xyleme et phloéme) des coniféres (B..Miller~& al, 2005;
Phytochemical Society of Europe, 1991). Selon certaines études,l la quantité présente
des composés terpéniques dans les aiguilles serait directement influencée (dépendante)
par la quantité de sucres solubles totaux (SST) présents lors de la saison de croissance
des arbres {(Gershenzon & et al, 1989; Stuart Chapin Ili et al., 1990). Meilleure est la
saison de croissance de l'arbre et plus bas serait le taux de terpénes dans les aiguilles de
cette méme année (Schiinwitz, 1991). Les composés terpéniques ont également été
répertoriés en grand nombre dans 'huile essentielle du sapin baumier (Figure 1.2) et
selon certaines études, cette huile contiendrait plusieurs terpénes et posséderait un fort

potentiel antimicrobien {Pichette, Larouche, & Lebrun, 2006).

Chrempicnd composition (99 of AL dedsamea essendial ol

Compound Rl De-s® Bi Spwax® Relative concentration {9}
Santene 892 a9t 110
Tricyclens 927 1010 0.7°
a-Pinens 830 1026 14.6°
Camphene 952 1070 5.1%
B-Pinene 77 1112 29.9°
Myrcene 992 1174 3.8%
G-B-Careonea 1008 1158 19.6°
Limonens 1031 . 1200 5.6°
S-Phellandrene 1031 1216 5.8
Terpinolene 1088 1297 1.4%
Borneol 1167 1708 0.24
- Terpineoi 1188 1708 a7
Bornwyl scetate 12892 1582 8.4
HF-Carvophyliene 1414 1588 O.a°
w-Humulene 1452 1661 0.2¢

* Retention indices on apolar DB-E column.

® Retention indices on polar Supelcowax 10 column.

® Percentage compeoesition determined an Supelcowax columr.
® Parcentagse composition determined on DB-5 column.

Figure 1.2 : Représentation de la composition de I'huile essentielle du sapin baumier
(Pichette A. et al. 2006). Les composés majoritaires présents dans cette huile sont le B-
pinéne et le 6-3-caréne.
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il existe 'plusieurs techniques pour identifier les terpénes en provenance de
différentes parties d'un végétal. En procédant souvent en premier lieu par une
extraction des produits contenus dans la plante (ex. : distillation par entrainement 3 la
vapeur, soxhlet, etc.) , il est possible a l'aide d'appareils (Ex: GC-MS, GC-FID, etc.) de les
caractériser {(Adams, 2007; Waksmundzka-Hajnos & et al, 2008). La maniére la plus
utilisée pour identifier ces molécules est par GC-MS (Gas chromatography-mass
spectrometry). Ces composés sont tres volatils et cet appareil permet facilement de les
qualifier ainsi que de les quantifier par dosage. A I'aide également de standard, il est
possible de bien les caractériser (Beretta & al, 2011; Oliveira, 2011) et de confirmer leur
identité a I'aide d'une banque de données et de confirmer le tout avec l'indice de Kovats
(Figure 1.3). Cet indice permet de certifier que le composé identifié est bien caractérisé,

‘car cet indice est spécifique 3 un seul composé organique (Vaubourdolle, 2007).

£, o
T =100 X |+ (N — ) ) vt

PN REY!

{=indice de Kpvats

n= Momibre d'stomes de carbone dans ie n-aicane fe plus petit

M= Mombre de d'stomes de carbone dans ie negicans le pius grand
Tr=Ternps de rétention des produiis

Figure 1.3: Formule pour calculer l'indice de Kovats utilisée pour caractériser les
composés organiques.

De plus, il existe d'autres techniques encore plus spécifiques nommeées Static
headspace et Headspace solid phase micro-extraction (HS-SPME)} combiné au GC-MS.
Ces techniques permettent d'identifier les terpénes en chauffant I'extrait pour ainsi
rendre volatile les molécules qui ont cette capacité, c'est-a-dire, en grande majorité les
- composés terpéniques et les solvants organiques (Struppner & Ganzera, 1998; Wasfi,

2004). Ces techniques sont encore peu utilisées pour identifier les composés volatils en
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provenance de plantes, mais dus a leur rapidité, elles commencent a étre davantage

employées (M. E. Miller & Stuart, 1999; Oliveira, 2011; Petronilho, 2011).
1.1.5 Biosynthese

Dans cette section, la biosynthése des terpénés sera -décrite de facon non
exhaustive et de maniere générale. A partir de l'acétyl-CoA, la biosynthése des
composés terpéniques débute par une unité structurale commune : 'unité isoprene
(Figure 1.4). Les terpénes sont en général tous constitués a partir de ces unités liées
l'une a la suite de V'autre. Généralement, la chaine de carbone ainsi formée a partir de
'unité commune {isopréne) peut se refermer pour former un ou plusieurs cycles (Sell,

2003).

iy

C

CH
HEC”/// \?/ 2

H

Figure 1.4 : Unité isopréne.

Plus précisément, les terpenes peuvent étre biosynthétisés par deux voies
principales soit a partir du 3-isopentényle pyrophosphate (IPP) et du 3,3-diméthylallyle
pyrophosphate (DMAPP), eux-mémes formés a partir de 'acétyl-CoA (Figure 1.1 et 1.5)
(Bohimann, Phillips, Ramachandiran, Katoh, & Croteau, 1999; Sell, 2003; Taiz & Zeiger,
2006).
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Figure 1.5: Représentation des molécules servant a la synthése des terpénes.

Afin de former I'IPP, il faut tout d'abord générer |'acide mévanolique qui est
constitué de trois unités d'acétyl-CoA joints ensemble par différentes étapes de
synthéses {condensation, réduction, déshydratation, etc.). Ensuite, a partir de l'acide
mévanolique, I'IPP et le DMAPP peuvent ainsi étre générés (Figure 1.6} (Sell, 2003; Taiz
& Zeiger, 2006).

L OHO ’ !OF“E /L | “
e ", . I PN P
y .~,f*\.v/’{\vxl‘]\ - —-fl——? ppo'ﬁ\/" N “OH -—-EE]E—————F- FPQK\/ ™~ FRQO VR

o S
HoP

HU OH

. . DMAPP ipP
Atide mévanolique

Figure 1.6: Synthese de IPP et du DMAPP a partir de l'acide mévanolique.

Par la suite, 3 l'aide d'enzymes situés dans différents compartiments de la cellule
végétale, I'IPP et le DMAPP peuveht se lier et former le géranyle pyrophosphate (GPP),
qui est le précurseur et la base de tous les monoterpénes (Figure 1.7). Ainsi, le
géranylgéranyle pyrophosphate (GGPP) et le géranylfarnésyle pyrophosphate (GFPP)
sont synthétisés en ajoutant un a un les unités d'IPP nécessaires sur les molécules d'IPP
ou de DMAPP selon la molécule finale voulue (figure 1.7-1.8-1.9) (Bohimann et al.,v

1999). Donc, a partir de ces différentes unités, la plupart des terpénes peuvent étre
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générés et ainsi contribuer au métabolisme de la plante. Dans son ensemble, les
composés terpéniques se biosynthétisent dans les aiguilles dues a la présence
d'enzymes qui sont nécessaires a leur production (Gershenzon & et al, 1989; Wang & et

al, 2008).

Par tranche de cing carbones, les terpénes sont divisés par famille; soit les
hémiterpenes (Cs), monoterpenes {Cjo), sesquiterpenes (Cys), diterpénes (Cyo),
triterpénes (Csp) et finalement les tétraterpénes (Cqo) (B. Miller & al, 2005; Taiz & Zeiger,
2006). Les terpénes possédant le moins grand nombre de carbones (5 & 20) se
retrouvent souvent en tres grand nombre dans I'huile essentielle des plantes et sont

trés prisés par les industries des parfums et des cosmétiques (Taiz & Zeiger, 2006).
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Figure 1.7: Représentation de la synthése de monoterpénes (droite) et. de

sesquiterpénes (gauche) (Bohlmann et al. 1998).

30



o e
-
o {(+}CDOP {-);-Abietadiene
= v NN
SO e T D
;‘ ! g o b ™ ”‘“\ R
e : b
SEDPE C‘:asbene Taxadiene
e,

Ry PO
~ 4 ;\r‘? o (,\j/:;v

S

‘)N

{-}-DP - Kaurene

Figure 1.8: Représentation de la synthése de quelques diterpénes (Bohlmann et al.
1998).

:3: PP

Triterpengs s

M DRIAPP

&L‘/A“QH" ,)‘kv’\gpp G . @’%s’i‘zﬁ?h’% :

RFP W DMAF‘P j

Can ‘ b | quu f:e;;gnes
FPP B
2:: '__“_‘4;1
r! e Cutoplasm

: Sx; PR
0 - ———=llonoterpenes
b Ly
",E_ 315
dobbs """"“"-,," S B

Yatrat&man&s -——-»—~— Jwﬁs{érp&ﬂ% i
e ' “32&

Qm

Figure 1.9: Voie de synthése des différentes familles de terpénes (Bohlmann et al.
1998).
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1.1.6 Fonctions des terpénes

Les fonctions les plus répertoriées chez les terpeénes, toutes catégories
confondues, sont d'étre des phytoalexines efficaces (joue un réle dans l'alléopathie
entre les plantes), d'étre des insecticides naturels visant certaines familles d'insectes
prééises et d'etre des agents de défense contre divers agresseurs extérieurs
‘ (Phytdchemical Society of Europe, 1991). De plus, ils sont également reconnus pour
exercer la fonction de phéromones et de molécules signales. Se situant en grande partie
dans les tissus des aiguilles chez les coniféres et dans la résine, les terpénes peuvent
ainsi assurer pll:tsieurs roles différents chez les coniféres (Phytochemical Society of
Europe, 1991). Les familles de molécules les plus connues pour étre des agents de
défense contre divers agresseurs pour les coniféres sont en majorités les monoterpénes
et les sesquiterpénes (lbrahim, Kainulainen, & Aflatuni, 2001; Lewinsohn, Gijzen, &
Croteau, 1990; Martin, Faldt, & Bohlmann, 2004; B. Miller & al, 2005). Selon certaines
études, les changements environnementaux tels que le changement dé température
(augmentation en majorité) (Nault, 2003) et l'augmentation de pollution dans
'atmosphére (Kupcinskiene & et al, 2008) ainsi que les changements saisonniers
auraient un effet sur la quantité de terpénes présents (en majorités les mono et les
sesquiterpénes) dans les aiguilles des coniféres (Nault, 2003; Rudloff von, 1972). Cela
confirme gue les terpénes jouent un réle important dans la défense des arbres, car en
produisant des quantités différentes de terpénes en période Vde stress, cela démontre
gue ies arbres sont aptes a répondre a d'autres stimulus et qu'ils ne répondent pas

seulement aux variations des saisons.
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1.1.7 Objectifs du mémoire

L'objectif principal de ce mémoire est d'effectuer I'analyse des constituants
chimiques qui se retrouvent principalement dans les aiguilles et le bois du sapin baumier
en provenance d'individus sernblables se situant dans trois sites ayant subi une
défoliation d'intensité différente (témoin, moyenne et élevée). Le sapin baumier a trés
peu été étudié au niveau de ses composantes chimiques en lien avec un stress comme
une défoliation s'étendant sur quelques années. Cette étude fournira des informations
précieuses sur le comportement physiologique et métabolique de l'arbre lorsqu'il subit
une défoliation en milieu naturel. Le niveau de défoliation de ces sites est attribué selon
une charte de défoliation des coniféres lors d'infestation par le MRNF (Ministére

Ressources naturelles et faunes) (Gionest, 1999; Maclean & Lidstone, 1982).

L'analyse des composés chimiques et de la croissance se divisera en trois

sections qui porterorit sur :

e la quantification des métabolites secondaires (monoterpénes et
sesquiterpenes) servant de composés de défense contre la tordeuse des

bourgeons de |'épinette.
e la quantification des sucres solubles totaux et des réserves d'amidon contenus
dans les aiguilles des sapins sélectionnés ainsi que les réserves d'amidon

contenus dans le xyléme.

e L’analyse intra-annuelle de la formation du cerne de croissance des sapins

baumiers étudiés lors de la saison de croissance (mai a octobre 2011).
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Les données recueillies, pour chacun des sites énumérés précédemment, seront
comparées entre elles dans le but de réaliser un portrait expérimental préliminaire
d'ensemble sur la possible réaction chimique et physiologique du sapin baumier en
présence de la tordeuse' des bourgeons de l'épinette dans son milieu naturel. Cette
recherche a été mise au point dans le but précis de construire une méthodologie
efficace et solide pour I'analyse des données chimiques en provenance des arbres en

milieu naturel.
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Chapitre i

Nouvelle méthode d’analyse des composés de défense
volatiles par Static Headspace Gas Chromatography

(HS-GC)
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2.1 Abstract

Many studies have focused on the influence of needle defense compounds that
are produced when trees are attacked. Spruce budworm is the most important
defoliator of co'nifers in eastern North America causing tree mortality. Volatile
components such as terpenes are of importance as they are known to b\e agents of
defense in plants and trees against many aggressors like spruce budworm. In this study, -
the Static Headspace Gas Chromatography (HS-GC) method was used to evaluate
volatile compounds in the foliage of balsam fir (Abies ba!samea} in order to compare the
results obtained with the traditional GC-MS method. An advantage of analyzing plant
volatile compounds with the HS-GC was the simplicity of execution, allowing a large
number of samples to be treated. The most abondant volatile molecules were identified
on the HS-GC chromatogram, except for some compounds such as a-thujene, fenchone,
terpin-1-en-4-ol and o-terpineol. in addition to the qualitative analysis of terpene, a
guantitative analysis of B-phellandrene was done to compafe the variation of this
compound .between a control and a defoliated site. This study suggests that B-
phellandrene was released as a response to injuries when the site was heavily defoliated

by spruce budworm.

Keywords: Static Headspace, Balsam fir, Abies balsamea, B-phellandrene, monoterpene.
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2.2 Introduction

In eastern North America, the spruce budworm (Choristoneura fumiferana Clem.)
is the best known defoliating insect of balsam fir {Ab_ies balsamea L. (Mill.)] and black
spruce [Picea mariana B.P.S. (Mill.})]. Since 2005, the area defoliated in Quebec (Canada)
has doubled every year, exceeding 2 million ha in 2012 (Direction de la protection des
foréts, 2012). It is currently the insect that causes the most damage in the boreal forests
of eastern North America and more specifically affects balsam fir (Gray & Mackinnon,
2007). fhis problem needsi extensive study to understand the relationship between
insect and tree, including how trees defend thémselves. Many studies have focused on
the influence of needle defense components, such as terpenes, which are produced
when trees are attacked by defoliator insects (Carisey & Bauce, 1997; Kumbas & Bauce,
2010). These molecules are of importance as they are known to be agents of defense in
plants and trees against many aggressors like insects {lbrahim et al,, 2001; Lamontagne,
Margolis, & Baune, 2000; Lewinsohn et al., 1990; Phytochemical Society of Europe,
1991; Taiz & Zeiger, 2006). Conifers also produce secondary metabolites (such as B-
phellandrene, B-pinene, 6-3-carene, B-caryophyllene, etc.) in their needles to defend
themselves and ensure/increase their survival (Carlow, Ayers, Bailey, lohn, &
Richardson, 2006; Schonwitz, Merk, Kloos, & Ziegler, 1991). To gather extensive
qualitative and quantitative information about the defense components, many samples
must be collected and analysed in order to understand their variations during the

growing season {from May to October).
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Static Headspace Gas Chromatography (HS-GC) has been used since the early days of
gas chromatography and is a primary tool for the analysis of volatile organic compounds

in the pharmaceutical, clinical and biological fields (Snow, 2002).

The possibility of obtaining a specific separation of volatile compounds in a
sample offers several advantages over the traditional method by GC-MS or GC-FID.
Unlike other GC methods, the HS-GC technique can prevent the non-volatile compounds
in a sample from entering the GC inlet by holding the entire sample r;watrix (liquid or
solid} in a vial while transferring only volatile components into the GC inlet and column
(Hinshaw, 2011). Because of this, non-volatile compounds remain in the vial and not
accumulate in the column which, in turn, will increase the lifetime of a GC coﬁ:mn. In
t.he literature, the main techniques used to determine the volatile compounds found in
plants, such as terpenes, are the GC;MS or GC-FID methods (Adams, 2007). However,
the sample preparation step for GC-MS or GC-FID analyses can be time-consuming as
samples generally require treatments before fhey can be/analyzed. An initial extraction
procedure by a solvent, or another type of extréction, is usually necessary to prepare
the sample before it can be analyzed by GC methods. The most commonly used
extraction method is steam distillation to obtain the essential oil of a plant. This requires
a relatively long extraction time {about 2 hours) and a large quantity of plant méterial
(about 200-500g) to obtain enough essential oil for analysis (Pichette et al., 2006). When
there are many samples to be analyzed, this extraction method requires much more
time than the HS-GC method.
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The advantage of analyzing plant volatile molecules with HS-GC is the simplicity
of execution: ground tissues are placed in a headspace vial that is sealed in a gas-tight
enclosure before the sample is ready to be transferred to the gas chromatography
system for analysis (Hinshaw, 2011; Kolb & Ettre, 2006). In addition to the simplicity of
sample preparation, the HS-GC method offers a good sensitivity and high speed of
execution (Vereen, McCall, & Butcher, 2000). These advantages clearly show that
headspace sampling is an interesting option to consider for the analyses of samples in
analytical chemistry thus helping in the understanding of a biological issue such as plant

defense.

In this study, the Static Headspacev Gas Chromatography (HS-GC) technique was
used to (1) qualitatively evaluate volatile compounds like monoterpenes and
| sesquiterpenes from Abies balsamea foliage; (2) compare the results obtained with the
traditional GC-MS method; (3) provide an example of a quantitative analysis of a
selected monoterpene (B-phellandrene) from foliage of balsam fir. A comparison of
results obtained by HS-GC and GC-MS will determine if the HS-GC method is comparable
to the GC method. The quantitative analysis wi!} demonstrate if a variation can be
detected during the growing season between trees differently defoliated by spruce

budworm.
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2.3 Materials and methods
2.3.1 Sample sites

Sampling was performed simultaneously on two research sites in the Laurentide
Wildlife Reserve in the province of Quebec (Canada) from May to October 2011. The
control site did not show any signs of defoliation by spruce budworm and is located near
{about 1 km) the defﬁﬁated site. The defoliated site was classified as heavily defoliated
in 2011 (Direction de la protection des foréts, 2011). Six dominant‘ trees per site were
randomly selected (Table 2.1) and the foliage was sampled in the middle of the tree

canopy.
2.3.2 Sampling

Needle samples from each tree were collected every two weeks starting in spring
2011 [Days of the Year (DOY) 139] except during the period of heaviest defoliation in
June when sampling was performed weekly. The needles were placed in paper bags and
stored at -20 °C. The age of the selected needles varied between 1 and 3 vyears
{Holubova, Hrdlicka, & Kuban, 2001). The needles were immersed in liquid nitrogen at -
196 °C to stop all enzymatic activities and 5 g was ground (Retsch MM200 Vibrant) for 5
minutes at 1 um. The needles were then stored at -20 °C until analysis of chemical

compounds.
2.3.3 Analytical Method

An amount of 50 mg of needle powder and 10ulL geraniol standard (20.0 mg in

1mL of dichloromethane) were placed in a 10mL HS-vial. Geraniol standard was chosen
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as intern standard because it is not found naturally in balsam fir needles. Each sample
was prepared and analyzed three times in order to ensure good repeatability. For
quantitative analysis, a calibration curve (R* = 0.995) was produced with five different

concentrations of a-phellandrene:
y = 0.1075x + 0.0825

Where y is the peaks area obtained by HS-GC and x is the concentration of a-

phellandréne.

The chemical standard of B-phellandrene was impossible to find from Sigma
Aldrich or any other company. For this reason, a—phellé/ndrene was chosen as a standard
because it has the same responsg as B-phellandrene. The concentration of B-
phellandrene in the needle was expressed as gram per gram of fresh foliage weight used
for the analysis and converted into a percentage. Each sample was analyzed in triplicate’

for the qualitative analysis.

An Agilent 7890C GC system with an Agilent PAL autosampler (headspace
module) was used for analyses using helium as the carrier gas (flow 1mL/min). The
column was a DB-5MS (30 m x 0.25 mm x‘0.25 pm). Injector and needle temperature
were maintained at 250 °C and 90 °C, respectively. Sample incubaﬁon, time was 300

seconds at 80 °C and the injection volume was 500uL in splitless mode. The temperature
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programme was 40 °C for 2 min, then a rise of 2 °C/min and held at 135 °C for 15 min.
For GC-MS analysis, an essential oil from the fol‘iage of balsam fir was obtained by
hydrodistillation as described by Simard et al. 1988 (S. Simard, Hachey, & Collin, 1988).
In summary, 200g of balsam fir foliage was placed in a 2 L flask and 1 L of distilled water
was added. Steam distillation was carried out for 2 h at atmospheric pressure. The same
conditions were reproduced for the GC-MS analysis but the injection vplume was 1ub in

split mode (200:1).

For this study, all chemical staﬁdards were purchased from Sigma Aldrich-Fluka
(Oakville, ON). The compounds were identified by a comparison of the retention time
and mass spectra with the literature (Adams, 2007; Pichette et al., 2006; Régimbal &
Collin, 1993), plus a database from LASEVE Laboratory of the University of Quebec at

Chicoutimi (UQAC) and a commercial database.
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2.4 Results and discussion

Most of the volatile molecules listed in the literature (Régimbal & Collin, 1993; S.
Simard et al., 1988} were found in the chromatogram of the balsam fir essential oil of
the control site analyzed by GC-MS (figure 2.1). However, the following components
were absent: limonene, linalol, para-cymene, fenchene, sabinene and a-terpinene.
These elements are usually described in the literature, but are ﬁot essential to the
certification of the essential oil of balsam fir unlike the presence of bornyl acetate

(Berger, 2007; Shaw, 1953).

In comparison to GC-MS chromatogram, an example of the chromatogram
obtained by HS-GC is illustrated in figure 2.2. After several tests under different
conditions, the method demonstrated in this article was the most optimal. A good signal
was observed, suggesting that the equilibration time was long enough to allow the
compounds to evaporate properly. In most of the obtained chromatograms, the
baseline was flat and noise free. The components that are displayed on the GC-MS
chromatogram (figure 2.1) were very similar to those of the HS-GC (figure 2.2). The
retention times of the compounds in the HS-GC chromatogram were offset by about

two minutes.

Some differences can be observed between these two analysis methods. Some
~compounds in figure 1 are not present in figure 2.2. such as a-thujene (3), fenchone
{10), terpin-1-en-4-ol {16) and o-terpineol (17). The absence of these compounds may

be explained by insufficient volatility or concentration of these compounds for HS-GC
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detection. On the other hand, certain compounds are visible in figure 2.2 (Maltol, a-
longipinene) and not in figure 2.1. However, the typical components of balsam fir foliage
{(B-pinene, 6-3-carene, borneol, bornyl acetate, etc.) were successfully identified by HS-
GC (figure 2.2). This method therefore offers a sufficient performance in qualitative
analyses and demonstrates that the chromatogram obtained by the HS-GC analysis of
balsam fir needie samples is comparable to the GC-MS chromatogram. Moreﬁver, the
HS-GC technique offers the opportunity to perform a qualitative analysis without any

extraction steps prior to analysis.

An example of a quantitative analysis was performed by using the HS-GC
technique on a specific monoterpene, B-pheilandrene, in order to rapidly analyze the
variation of this molecule in trees defoliated by spruce budworm during the growing
season (figure 2.3). Some studies in the literature suggest fhat B-phellandrene is
released by the tree as a response to injury (Vereen et al.,, 2000} when the insect is
feeding on the foliage. The guantitative analysis of B-pheilandrene by HS-GC suggests
that the two studied sites follow a similar pattern throughout the sampling with
guantities ranging between 0 and 96%. The observed variations during spring {increase
from 0% to 20% at DOY 161) and fall (increase of 5% to 35% at DOY 287) are consistent
with the seasonal variations of monoterpeﬁes described in the literature (Brooks &
Borden, 1987; Von Rudloff & Granat, 1982) for a defoliated site and control site. At DOY
168 {mid-lune), an important decrease (about 20% to 0% of B-phellandrene) was
observed for both ;ites. A similar seasonal variation of B-phellandrene was observed

between sites except for DOY 174 (figure 2.3). For the control site, a significant decrease
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appeared (0% of B-phellandrene at DOY 168 and 174) while for the defoliated site, an
increase of the monoterpene from 0% to 15% was observed. This increase in the
defoliated site occurred exactly during the period of strong defoliation (end of June)
" (Ministére des Ressources Naturelles et de la Faune, 2003) when a rain of spruce
budworm faeces was observed on this sampling date (I. Simard et al., 2006; Isabelle.
Simard, Morin, & Potelle, 2002). This difference betWeen the two sites may suggest that
the B-phellandrene was released by trees on the defoliated site in 2011 as a response to
injuries. Accordingly, we hypothesized that B-phellandrene could contribute to the

defense of trees against spruce budworm during that precise period.
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2.5 Conclusion

Static Headspace Gas Chromatography was a useful technique for qualitative and
guantitative studies of balsam fir foliage and this method was comparable to the
traditional GC methods. In addition to the simplicity of sample preparation, the HS-GC
method offers good sensitivity and a high speed of execution. It allows a rapid analysis
of the composition of vo!ati!e compounds in a multi-sample sequence. Also, the
example of a quantitative analysis of a selected monoterpene (B-phellandrene) has
demonstrated a variation between trees differently defoliated by spruce budworm
during the grdwing season. These results suggest that B-phellandrene was released by
trees on the defoliated site in 2011 as a responée to injuries and could contribute to the

tree defense against spruce budworm in that precise period.
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2.% Table List

Tree Diameter (cm) Height (m)

C 18.97+2.31 16.40+1.55

D 15.42+#2.60  13.57%2.12

Table 2.1 Diameter (DBH 1.3m) and average height of the trees in the control site (C)

and defoliated site (D).
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2.9 Figure list

Figure 2.1 Traditional GC-MS chromatogram of essential oils from Balsam fir foliage: (1)
Santene; (2) Tricyclene; (3) a-thujene; (4) a-pinene; (5) Camphene; (6) B-pinene; (7)B-
myrcene; (8) 6-3-carene; (9) B-phellandrene; (10) Fenchone; (11) Terpinolene; (12) a-
thujone; (13) Isopinocarveol; (14) Camphre; (15) Borneol; {16) Terpin-1-en-4-ol; (17) a-
terpineol; (18) Piperitone; (19) Bornyl acetate; (20) Longifolene; (21) B-caryophyliene;

(22) a-humulene; (23) a-bisabolene.

Figure 2.2 HS-GC chromatogram of balsam fir foliage powder: {1) Tricyclene (2) a-
pinene; (3) Camphene; (4) B-pinene; (5) B-myrcene; (6) 6-3-carene; (7) B-phellandrene;
(8) Terpinolene; (8) Maltol; (10) Camphre; (11) Borneol; (12) Myrtenal; (13) Piperitone;
(14) Geraniol standard; (15) Bornyl acetate; (16) Longifolene; (17) a-longipinene; (18) B-

caryophyllene; (19) a-humulene; (20) a-bisabolene.

Figure 2.3 Percentage of B-phellandrene {g/g) from foliage of balsam fir during 2011
growing season in samples analyzed for the control site and defoliated site on all

selected trees. The grey section on the graph represents the period of defoliation.
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Chapitre lii

Analyse de l'impact de Ila tordeuse des
bourgeons de [I'épinette (Choristoneura
fumiferana Clem.) sur la croissance et la
composition chimique de sapins baumiers
(Abies Balsamea (L.) Mill)  en milieu naturel.
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Analyse de l'impact de la tordeuse des bourgeons de I'épinette (Choristoneura
fumiferana Clem.) sur la croissance et la composition chimique de sapins baumiers
{Abies Balsamea {L.} Mill) en milieu naturel.
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3.1 Résumé

La tordeuse des bourgeons de I'épinette (TBE, Choristoneura fumiferana Clem.)
est actuellement l'insecte qui cause le plus de dommages dans les foréts boréales de
'Est de I'Amérique du Nord. Au Québec depuis 2006, les populations de tordeuses
augmentent de facon constante; les superficies infestées en 2010 sont de plus de 600
000 hectares. Depuis 2011, une épidémie importante de TBE sévit dans plusieurs
secteurs de la région du Saguenay Lac-Saint-Jean. L'objectif principal de cette recherche
a été de dresser un portrait expérimental préliminaire de I'ensemble des réactions
chimiques et physiologiques du sapin baumier en présence de la tordeuse des
bourgeons de I'épinette a différentes intensités dans son milieu naturel. Lors de cette
étude, trois hypothéses ont été testées dans le but de vérifier les diverses théories
abordées en lien avec l'impact de la tordeuse des bourgeons de I'épinette sur le sapin
baumier soit: (1) Augmentation de la production de métabolites secondaires en
fonction de la sévérité de la défoliation; (2) Diminution des réserves d'amidon et de
sucres solubles totaux (SST) afin de combler le manque de nutriments carbonés générés
par la sévérité de la défoliation; et (3) Diminution de la croissance en fonction
également du niveau de défoliation des sites. Deux d'entre elles (hypothéses 2 et 3) se
sont averées étre confirmées tandis que I'hypothese 1 s'est avérée étre infirmée. Cela
suggére donc que les arbres subissant une défoliation importante cessent de produire
adéquatement les composés de défenses et d‘ac;:umuler convenablement les réserves
d'amidon, de sucres solubles totaux utiles a leur maintient régulier. La différence
observée entre les sites affectés par la TBE prouve que plus la défoliation est intense et
dure longtemps plus le fonctionnement métabolique de 'arbre est atteint a plusieurs

niveaux.
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3.2 Introduction

il existe plusieurs facteurs qui peuvent influencer la production des métabolites
secondaires dans les aiguilles des coniféres tels que les nutriments disponibles, I'eau, la
lumiere, les sucres solubles, etc. (Bauce, Carisey, & Boulet, 2006) et certaines études
s'appuient fortement sur ces fondements. Trois grandes théories ont été élaborées
concernant les facteurs principaux qui détermineraient la concentration des terpénes
{monoterpénes, sesquiterpénes, etc.) dans les aiguilles. L'une des premiéres théories
mentionne que la lumiére affeéterait directement les réserves de monoterpénes par :
(1) l'apport en énergie qu'elle apporte pour leur biosynthése; (2) le contréle du
changement anatomique des feuilles; et (3) la photorégulation de la synthese des
monoterpénes dans le complexe des phytochromes en influencant ainsi I'expression des

génes (Lamontagne et al., 2000).

Une autre théorie s'appuie sur la quantité d'azote présente dans les tissus des
organes produisant les terpénes. Cette théorie stipule que lorsque la quantité d'azote
est grande dans les tissus des aiguilles, cela favoriserait une plus grande production
d'enzymes. D'ailleurs, ces enzymes seraient d'ayantages utilisés pour la synthése des
monoterpenes et la formation des structures de stockage dans les aiguilles
{Lamontagne, Bauce, & Margolis, 2002). Une derniére théorie sur le sujet s'appuie pour
sa part, sur la balance du ratio carbone-nutriment présent dans les tissus de la plante.
Cette théorie suggere que lorsque les plantes accumuleraient beaucoup de glucides
{(surplus de glucides dans la plante), cela permettrait d'augmenter plus facilement la
translocation de ces produits\ vers les voies de synthése des composés de défenses a
base de carbone, comme les monoterpénes {Lamontagne et al., 2000). Cette hypothése
serait surtout véridique lorsque la nutrition minérale deviendrait plus restrictive pour la
croissance que pour la photosynthése. Dans ce cas, la production de monoterpénes
dans les tissus concernés serait directement liée a l'apport carbone/nutriment de la

plante. Pour ainsi mesurer la disponibilité du carbone dans les aiguilles, les données les
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plus pertinentes a obtenir sont la concentration de I'amidon et la concentration des

sucres solubles totaux (SST) (Lamontagne et al., 2000).

Lors de cette étude, trois hypothéses ont été testées dans le but de vérifier les
diverses théories abordées en lien avec l'impact de la tordeuse des bourgeons de

I'épinette sur le sapin baumier :

1. Selon certaines études, les coniféres subissant un stress (ex. : defoliation des
aiguilles par des herbivores ou inséctes) produiraient davantage de métabolites
secondaires au niveau de leurs aiguilles pour se défendre et assurer leur survie (Tuomi &
et al, 1988; Wagner & et al, 1985). Donc, en comparant les données de gquantification
des métabolites secondaires tels que les monoterpénes et sesquiterpénes, entre les

trois différents sites de défoliation (témoin, moyen et élevé), il sera possible de

constater une plus grande quantité [de certains terpénes (soit au niveau qualitatif et

quantitatif) chez les individus du site plus intensément défolié comparés aux sites

témoin et modérément défoliés.

2. L'arbre subissant une défoliation majeure commencera a utiliser davantage les
sucres solubles totaux pour ainsi combler le manque de nutriments (carbone, azote,
phosphore, etc.) qui contribuent a sa croissance et son métabolisme (Stuart Chapin il et
al,, 1990; Willaume, 2011). En fait, la défoliation contribue a l'altération de la
composition normale des réserves en carbone contenue dans les aiguilles ainsi que dans
le trong, et ce, en diminuant la quantité de ces réserves (Honkanen, 1999). De plus, un
degré élevé de défoliation affecterait également les réserves d'amidon en ies abaissant
considérablement (Ericsson et al.,, 1980; Kobe, 1997). De ce fait, en comparant les

données des différents sites, il sera possible de constater que chez les individus des sites
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défoliés, la teneur des réserves de sucre et d'amidon sera plus basse comparé aux

individus des sites témoins selon le moment de la croissance.

3. En étudiant, au niveau cellulaire, la formation du cerne de croissance, il sera
possible d'obtenir des informations précises sur la xylogénése et d'étre en mesure
d'identifier les événements possibles qui ont pu causer certains stress a l'arbre qui est
étudié {Deslauriers, 1999, 2003). La caractéristique qui prédomine dans le cerne de
croissance de I'année étudiée est I'apparition d'une réduction de ce cerne durant la
saison de croissance qui est touché par une épidémie de tordeuse des bourgeons de
I'épinette (Krause & Morin, 1995). Donc, en comparant la croissance cellulaire (nombre
de cellules dans le xyleme) entre les individus et les sites il sera possible de constater
une diminution de croissance (moins grand nombre de cellules dans le xyléme) chez les
arbres de défoliation moyenne a élevée comparativement au groupe d'individus du site

témoins.
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3.3 Méthodologie

3.3.1 Aire d’étude

3.3.1.1. Sites d'échantillonnages

Les sites d'échantillonnages étaient situés a environ 30 km de Saguenay dans la
réserve faunique des Laurentides (figure 18, tableau 1). Le site témoin était localisé a la
forét d’enseignement Simoncouche (48° 12’ 43,5 N, 71° 14’ 26.6' W) et les sites a
niveau de défoliation moyen (48° 16’ 06.4’ N, 71° 14" 29.6' W) et sévére (48° 16’ 06.0’
N, 71° 14” 52.5" W) étaient localisés prés du site témoin dans la réserve faunique des
Laurentides (figure 3.1). La défoliation courante a été estimée, & l'aide de lunettes
d'approche, en observant le feuillage de la cime formée 'année méme et en identifiant
la classe de défoliation {Gionest, 1999; Maclean & Lidstone, 1982; Ministére Ressources
naturelles et faunes & Gouvernement du Québec, 2011)}. La défoliation a été aussi
obtenue en observant ['échantillonnage des branches prises dans le milieu de la .
canopée des individus sélectionnés. Les classes qui ont été choisies pour le site a
défoliation sévére étaient entre 41-60 % et 61-80 % (classe 3 et 4) de défoliation pour
I'année courante (Ministére Ressources naturelles et faunes & Gouvernement du
Québec, 2011). Pour le site a défoliation moyenne, les classes séiéctionnées ont été de
21-40 % et 41-60 % (classe 2 et 3) durant I'année de défoﬁation (tableau 3.1). Ces classes
ont été déterminées lors de la période de défoliation la plus intense soit au mois de juin
2011. Pour le site d'échantillonnage qui regroupait les témoins, il n'y avait aucunement
la présence de défoliation. Ensuite, un nombre de six arbres dominants par site (18

individus) a été sélectionné.
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3.3.1.2 Température et précipitations journaliéres

La température et les précipitations pour I'année 2011 ont été recueillies par la
station météorologique de Bagotville (QC). 1l n'y pas eu de hausses ou de baisses de
température particuliéres lors du printemps ou de I'été (ex. : 30-35 °C pendant plusieurs
semaines) ou de température sous les normales saisonniéres (figure 3.2). La
température a varié en général entre 15 °C et 20 °C durant la saison d'échantillonnage.
Les précipitations ont été bien réparties durant la saison ce qui n'a pas engendré de

sécheresse pour ce secteur.

3.3.2 Méthodes d’échantillonnage

Cing types d'échantillons différents ont été récoltés selon le moment de la saison
de croissance, soit des aiguilles (analyse des terpénes, des sucres et de I'amidon) des
branches (contenu relatif en eau) des macro-caroftes (analyse de l'amidon dans le
tronc) et des micro-carottes (analyse de la formation du cerne de croissance et des
caractéristiques anatomiques) (figure 3.3)). Les échantillons d'aiguilles et de branches
ont été récoltés aux deux semaines au printemps et a toutes les semaines durant le
mois de juin. Ensuite, la récolte s'est poursuivie aux deux semaines pour le mois de
juillet et une seule fois par mois lors des mois d’ao(it, septembre et octobre. Ces
intervalles d'échantillonnage ont été faits dans le but d'avoir un portrait « avant » la
période de défoliation intense (mai a mi-juin), « pendant » {mi-juin a juillet) et « aprés »
{aolt, septembre et octobre). Pour leur part, les micro-carottes ont été amassées toutes
les deux semaines (mai a octobre) pour ainsi obtenir un bon profil de croissance et

finalement, les macro-carottes ont été récoltées une fois tous les mois {figure 3.3).
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3.3.3 Récolte et conservation des échantillons

3.3.3.1 Aiguilles

Les aiguilles récoltées pour l'analyse des terpénes et des sucres ont été
conservées dans des sacs de papier bruns et placés au congélateur a environ -20 °C,
Seulement les aiguilles des trois premiéres années ont été conservées. Par la suite, les
aiguilles ont été trempées dans de I'azote liquide 3 -196 °C afin d'arréter toutes activités
enzymatiques. Une quantité entre 5 et 10 g d'aiguilles ont été placées au lyophilisateur
pendant une durée d'une semaine pour étre ensuite broyées {Vibrant MM200 Retsch)
pendant 5 minutes a 1 um. Par la suite les aiguilles ont été entreposées au congélateur a
-20 °C jusqu'a l'analyse dés composés chimiques Y(Carisey & Bauce, 1997; Giovannelli,

2011).

3.3.3.2 Branches

Lors de I'échantillonnage, des petiteé sections de branches ont été pesées a
I'aide d'une balance (+0,0001) pour ainsi avoir leur masse fraiche. Ensuite, les branches
ont été placées individuellement dans des pots différents contenant de l'eau distillé et
filtrée a 0,22 um, puis placés dans le noir dans le réfrigérateur a une température
d'environ 3 a 4 °C. Aprés, 24 h, les branches ont été pesées afin d'obtenir la masse
réhydratée. Puis, pour une durée de 48 h, ces échantillons ont été placés au four a 80 °C
pour ensuite étre repesés etainsi obtenir leur masse séche (Bartolomeo & Cristos, 2005;

Morabito et al., 2006). Le contenu relatif en eau (%) a été calculé selon la formule :

ou My est la masse fraiche, M, la masse réhydratée et M;la masse séche.

71



3.3.3.3 Micro-carottes

Les micro-carottes ont été récoltées a l'aide d'un trephor suivant une trajectoire
en spirale sur le tronc de I'arbre .U ne distance d'environ 10 cm est respectée entre
chaque échantillon récolté sur V'arbre (Rossi, Anfodillo, & Menardi, 2006). Les micro-
carottes sont ensuite placées individuellement dans des vials de 2mL contenant de

I'éthanol a 10 %.

3.3.3.4 Macro-carottes

Les macro-carottes ont été récoltées a l'aide d'une sonde de Presler et
conservées au congélateur 3 -20 °C a l'arrivée au laboratoire pour étre par la suite
plongées dans l'azote liquide a -196 °C et lyophilisées pendant une semaine (Giovannelli
et al,, 2011). Enéuite, tous les échantillons ont été mis en poudre a l'aide d'un broyeur
(Vibrant MM200 Retsch) et ce, pendant 5 minutes jusqu'a I'obtention d'une poudre a 1

um pour ensuite étre conservés au congélateur a -20 °C.

3.3.4 Analyse des échantillons

3.3.4.1 Cerne de croissance

Les micro-carottes ont été fixées dans de la paraffine a I'aide d'un circulateur
(Automate pour le traitement des tissus Leica TP1020). Par la suite, des sections
transversales d'environ 7 pm ont été coupées a l'aide d'un microtome a rotation
(Microtome Leica RM 2245) et fixées sur des lames a 'aide d’albumine. Les lames ont

ensuite été immergées successivement dans deux bains d'Histo-Clear™ pendant 10
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minutes afin d'enlever la paraffine, puis dans deux bains contenants de I'éthanol a
100 % pendant 2 minutes afin de faire passer en solution I'Histo-clearTM et finalement
dans l'eau dans le but de les réhydrater. Les ééhantillons ont ensuite été colorés a l'aide
d'une solution a 0,05 % de crésyl violet acétate et ce, pendant 5 minutes pour étre
analysés sous le microscope. Pour chague échantillon, les cellules du cambidm, les
cellules en élargissement, les cellules en formation des parois secondaires et finalement

les cellules matures ont été dénombrées sur 3 files (Deslauriers, 1999).

3.3.4.2 Terpénes

Les échantillons d'aiguille ont été traités selon la méthodologie adaptée de Kolb
et al. 2006 et l'article « Volatile compounds in the foliage of balsam fir analyzed by Static
Headspace Gas Chromatography (HS-GC): an example of the spruce budworm
defoliation effect in the boreal forest of Quebec, Canada » présenté au chapitre

précedent.

3.3.4.3 Analyse des sucres solubles totaux dans les aiguilles et le bois

La méthodologie de l'analyse des sucres solubles totaux a été faite selon la
méthode adaptée de Chow et Landhausser (2004). Cette méthode consiste
premieérement a extraire les sucres a I'éthanol chaud a 80 % et a utiliser la technique
phénol - acide sulfurique. Les sucres (surtout glucose, fructose et galactose) neutres
donnent des dérivés furfurals qui se condensent avec le phénol pour former un

complexe jaune. L'absorbance de ces échantillons est alors mesurée a 490 nm a l'aide
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d'un spectrophotomeétre UV-VIS. Plus ['absorbance observée est élevée, plus la quantité
de SST est grande. Les quantités de sucres sont alors transformées en mg/g

d'échantillon sec.

3.3.4.4 Amidon dans les aiguilles et le bois

L'analyse de l'amidon a été réalisée selon la méthode adaptée deChow et
Landhausser (2004). Cette méthode consiste a analyser l'amidon a l'aide d'une
technique de digestion enzymatique avec l'amylase et I'amyloglucosydase. Les chaines
de glucoses formant ainsi I'amidon se scindent et il est alors possible d'analyser la
concentration de ces composés par absorbance a 520 nm sur un spectrophotometre
UV-VIS. Plus l'absorbance observée est élevée, plus la quantité d'amidon est

importante. Ces quantités sont alors transformées en mg/g d'échantillon sec.
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3.3.5 Analyses statistiques

Les analyses statistiques se composent d'ANOVA 3 mesures répétées pour
I'analyse des concentrations de sucres, de terpénes, d'amidon et du contenu relatif en
eau selon les dates d'échantillonnage. Ensuite, pour l'analyse qualitative de la
composition en terpéne, 'ANOVA a mesures répétées et I'analyse de fukey sont utilisés
afin de comparer les différentes classes de défoliation des sites analysés. Pour la
croissance intra-annuelle, I'analyse statistigue utilisée est la méthode de la fonction de
Gompertz avec comparaison de courbes non-linéaire {NLIN procedure dans SAS) afin de
déceler les différences‘ de croissance entre les sites selon les jours d'échantillonnages

(Deslauriers, 2003; Potvin & Lechowicz, 1990) :

y = I + A exp(—ef0)

ou les parameétres A, B et k sont I'asymptote de croissance, I'axe du temps et le taux de
changement de la courbe, respectivement, et le | représente la croissance initiale, qui
est placée a zéro pour la croissance radiale. Le point d'inflexion de la courbe
correspondant au jou‘r julien de maximum de croissance (Rossi et al. 2006) a été

déterminé a l'aide de cette équation :
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croi c St s selon I'é . . :
Le taux absolu de croissance (r) a été calculé selon I'équation suivante

La durée de formation du cerne de croissance a été calculée a l'aide de I'équation

suivante:
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3.4 Résultats
3.4.1. Contenu relatif en eau {CRE)

Le contenu relatif en eau (CRE) a l'intérieur de Varbre n’est pas constant durant
la saison de croissance. Pour cette étude, la» mesure de CRE a été prise durant toute la
saison d'échantillonnage (figure 3.4). Il est possible d’observer que les échantillons du
site a défoliation sévére ont obtenu des pourcentages de contenu relatif en eau {CRE)
plus bas sur une tendance générale (variation entre 50 % et 70 %) en comparaison avec
ceux des pourcentages de CRE des échantillons a niveau de défoliation moyen (variation
entre 40 % et 80 %) et du site témoin (variation entre 45 % et 100 %). Pour leur part, les
pourcentages de CRE obtenus pour les échantillons du site témoin tendent a étre plus
élevés comparativement aux classes de défoliation. Pour le site a niveau de défoliation
moyen, les résultats de pourcentage de CRE se situent en partie entre les résultats du
site témoin et ceux du site a niveau de défoliation sévére. De plus, malgré ces
différences de résultats, les trois sites suivent en général le méme modele, et ce, tout le

long de la saison d'échantillonnage.

Lors du premier jour d'échantillonnage (jour 139), les branches n'ont pas été
classées par arbre, mais par site. Cela n'a donc pas bermis de pouvoir obtenir un écart-
type pour cette date. Pour le jour julien 168, une différence significative (p<0,0001) a
été observée entre les trois sites avec un contenu en eau plus bas pour les arbres
sévérement défoliés. Ensuite, une baisse suivie d’une hausse plus importante du
pourcentage de CRE est observable jusqu’a la fin de la saison de croissance pour les trois
sites suivant les patrons de précipitation, mais sans différence significative entre les

classes de défoliation.
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3.4.2 Quantification des sucres solubles totaux dans les échantillons d'aiguilles et de
bois '

Les guantités de sucres solubles retrouvées dans les échantillons d'aiguilles et de
bois des trois sites ont été comparées entre eux (figure 3.5, graphique en haut a
gauche). Cette comparaison permet de voir si la quantité de sucres solubles dans les

tissus étudiés des arbres affectés par la TBE est différente du site témoin.

3.4.2.1 Echantillons d'aiguilles

La quantité de sucres solubles totaux (mg/g) varient entre 10mg/g et 50mg/g
dans les échantillons d'aiguilles, et ce, pour les trois sites (figure 3.5). La courbe
représentant le site témoin montre une quantité moins élevée de SST en comparaison
avec les autres sites, et ce, jusqu’au jour julien 210 (équivaut a la fin juillet). Aprés cette
date, il s’en suit d'une augmentation importante du pourcentage de sucres solubles
pour ce site. Pour les sites a niveau de défoliation sévére et moyen, la quantité de SST
different trés peu entre eux, et ce, jusqu’au jour julien 210. Par la suite, les résultats
divergent entre eux pour les jours juliens 231 et 259 pour enfin se rejoindre au jour
julien 287. U'analyse ANOVA réalisée sur ces données démontre la différence
significative entre les dates pour presque tous les jours juliens d’échantillonnage (139,

154 et de 181 a 287; tableau 3.2 figure 3.5).

3.4.2.2 Echantillons de bois

Pour sa part, la quantité de SST dans les échantillons de bois varie entre 10,5
mg/g et 55 mg/g (figure 3.5, graphique en haut a droite). Les courbes du site témoin et
du site & niveau de défoliation sévére suivent un modéle semblable contrairement au

site & niveau de défoliation moyen qui varie selon son propre patron. Les analyses
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statistiques ANOVA ont démontré pour ces résultats une différence significative pour
deux dates d’échantillonnages (196 et 231; tableau 3.3). Le jour julien 196, pour les sites
témoin et & défoliation sévére, marque une augmentation importante de SST pour ces
deux sites. Qutre cette date, il n'y a pas d'augmentation ou de diminution qui semblent
refléter un modéle-distinct de quantité de sucres solubles totaux dans les échantillons

de bois en fonction de la saison de croissance.

3.4.3 Quantifications de I'amidon dans les échantillons d'aiguilles et de bois

L'amidon est un polysaccharide par la présence de plusieurs chaines de glucoses
connectées entre elles. La quantification de cette molécule complexe dans les divers
échantillons d'aiguilles et de bois permet de voir les différences entre les sites affectés

par la tordeuse des bourgeons de I'épinette et le site témoin.

3.4.3.1 E’chantillons d'aiguilles

Les résultats obtenus pour l'amidon dans les aiguilles de sapins baumiers
analysés varient entre 0 mg/g et 120 mg/g pour les courbes des trois sites a I'étude et
celles-ci tendent a suivre le mé&me patron saisonnier de variation (figure 3.5, graphique
en bas a gauche). Les analyses statistiques ANOVA ont démontré pour ces résultats uné
différence significative pour les dates d’échantillonnages 154, 161, 168, 174, 181, 196 et
210 (tableau 3,2).

En tendance générale, le site témoin a obtenu une quantité d’amidon plus élevée
que les deux autres sites se situant ainsi entre 0 mg/g et 120 mg/g, et ce, pour toute la
saison de croissance. Le site a niveau de défoliation sévere a obtenu une quantité

d'amidon entre 0 mg/g et 50 mg/g ce qui situe ces résultats plus bas que les autres sites.
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Pour leurs parts, les résultats du site a niveau de défoliation moyen varient entre
0 mg/g et 70 mg/g et se sont situés a mi-chemin entre céux du site témoin et ceux du
site 3 défoliation sévére. Une importante augmentation variant de 40 mg/g a 100 mg/g
selon le site, marque les jours juliens d'échantillonnage 161 (site moyen) et 168 (site
témoin et sévere) (figure 3,5). Ensuite, pour les éinq dates d'échantillonnages (174 a
231) qui suivent, une baisse importante de la quantité d'amidon pour les trois sites a
I'étude (diminution entre 50mg/g et 110mg/g) est observable pour cette portion de la
saison d'échantillonnage. Une derniére augmentation d'environ 20 mg/g du résultat
d'amidon pour le jour julien d'échantillonnage 259 est observable pour les trois sites et

marque ainsi la fin de la saison de croissance.

3.4.3.2 Echantillons de bois

Les trois sites a I'étude suivent le méme modele et la quantité d'amidon contenu
dans les échantillons de bois varient entre 0 mg/g ét 16 mg/g (figure 3.5, graphique en
bas a droite). En général, les quantités d'amidon ne différent pas beaucoup entre les
sites. Le site témoin subit une augmentation plus importante de 6mg/g au jour julien
161 comparativement aux deux autres sites qui augmentent de 2mg/g (figure 3.5). Par
contre, cette différence n’est pas statistiquement significative. Ensuite, les réserves en
amidon dans le bois se vident durant I'été (jour julien 196 et 231) pour ensuite reformer
des réserves l'automne venu (jour julien 259-287). Par contre, les analyses statistiques
ANOVA n'ont démontré aucune différence significative entre les dates

d’échantillonnages (tableau 3.3).
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3.4.4 Formation du cerne de croissance

Au début de la saison de croissance, 'augmentation du nombre de cellules du
cambium représente la réactivation du tissu produisant le bois. Les cellules du cambium
suivent le méme patron' de variation.intra-annuelile soit une courbe en cloche avec un
maximum au jour julien 161 pour 'ensemble des classes de défoliation (figure 3.6a,). La
variation du nombre de cellules du cambium refléte les classes de défoliation, car au
maximum de production, le nombre de cellules du cambium est plus élevé chez les
arbres non défoliés (10 cellules) comparativement aux arbres défoliés modérément (8
cellules) et séverement (6.5 cellules). La médiane de la production de cellules de
cambium est de 6 cellules en moyenne pour le site témoin, 5,5 pour le site moyen et de

5 pour le site sévere (figure 3.63, graphique interne).

Pour les courbes représentant la formation des cellules en élargissement, le
modéle retrouvé sur ce graphique est trés similaire a celui du dénombrement des
cellules cambiales (figure 3.6b). Le maximum de la production de cellules en
élargissement représenté aux jours juliens 161-168, démontre une certaine variation a
ces dates entre les classes de défoliation. Par la suite, le nombre de celiules en
élargissement des arbres sévérement défoliés diminue pIuS tot au cours de la saison
(jour 161) comparativement aux autres classes de défoliation (jour 161). La médiane de
cellules pour le site témoin est de 4 comparativement a 1,5 pour les sites a défoliation

moyenne et sévere respectivement (figure 3.6, graphique interne).

Les courbes représentant le nombre de cellules en lignification produit lors de la
saison de croissance suivent un modeéle similaire (figure 3.6c¢). En général, pour les trois
sites, une hausse du‘nombre de cellules & partir du jour julien 161 se poursuit jusqu’au
maximum de production (jour 181). Aprés cette date d'échantiflonnage, une constance du

nombre de cellules en lignification (site sévere et moyen) ou d’une légére augmentation
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(site témoin jusqu’au jour julien 259) (figure 3.6¢) est observable. Par la suite, il est
possible d'apercevoir une baisse générale du nombre de cellules jusqu’au jour
d’échantillonnage 301 pour les trois sites a I'étude. La médiane de production de
cellules en lignification est de 6 , 4 et 3 pour les arbres témoins, moyennement et

sévérement défoliés respectivement (figure 3.6¢, graphique interne).

Les courbes représentant le dénombrement de cellules matures suivent le méme
modeéle, et ce, durant toute la saison de croissance {figure 3.6d). Il est possible de voir,
pour les cing premiéres dates d’échantillonnages (jour julien 132 a 168), que les
résultats pour les trois sites sont similaires. Par la suite, jusqu’a la fin de la saison
d’échantillonnage, le nombre de cellules matures est en général en hausse, et ce,
jusgu’au dernier jour julien d’échantillonnage pour les trois sites. Pour le nombre de
cellules totales, il est possible d'observer une augmentation constante pour les trois
sites, et ce, tout le long de la saison de croissance (figure 3.6e). Seulement vers la fin de
la saison d’échantillonnage, a partir du jour julien 273, les sites commencent a
démontrer certaines différences (hausse pour le site moyen, baisse pour le sife témoin
et sévere), et ce, pour les quatre dates d’échantillonnage restantes (figure 3.6e). Les
courbes ayant une ligne continue (témoin) , pointillée (moyen) et a trait (séveére)

représentent la courbe qui a été estimée par la fonction de Gompertz pour chague site.

Dans I'ensemble, il est possible de voir que la formation du cerne de croissance
présente des différences entre les sites ({tableau 3.4). Selon la comparaison des courbes
de croissance selon la méthode de Potvin et al. (1990), une valeur de p<0,0001 a été
obtenu démontrant ainsi une différence significative dans la croissance intra-annuelle
entre les sites a I'étude. Le site témoin a produit un nombre beaucoup plus important
de cellules ‘(54,16) gue les sites moyen (34,33) et sévere {21,19) au cours de la saison
d'échantillonnage. Le taux de production de cellule (r) démontre également que le site

témoin a eu une production de cellules plus importantes que les autres sites (tableau
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3.4). Le point d'inflexion de la courbe {B/k) indique le jour julien ol la croissance a
atteint son maximum. Pour chaque site ce résultat se situe entre les jours juliens
d'échantillonnage 168 et 174. La durée de formation des cellules (d (j)} est beaucoup
plus courte chez le site témoin (95 jours) que chez les sites moyen (130 jours) et sévére

(120 jours).

3.4.5 Mesure des cernes de croissance sur cing années

En mesurant les cernes sur quelques années, il est ainsi possible de voir la
progression de la croissance de 'arbre. Cette technique aide a démontrer davantage les
différences entre les trois sites a I'étude. Les régressions linéaires agencées aux courbes
des mesures de cernes permettent de bien voir la diminution de croissance cellulaire
pour les sites a défoliation sévére et moyen (figure 3.7). La largeur des cernes du site a
défoliation sévére diminue plus rapidement que ceux du site a défdiiation‘ moyenne
{(diminution de -0.87 mm/année comparativement a -0.81 mm/année respectivement).
Pour sa part, les mesures de cerne du site témoin augmentent d'une année a l'autre
(pente de 0.53 mm/année} sauf pour I'année 2010, ol il est possible d'observer une
baisse dans la largeur des cernes mesurés (figure 3.7). Les analyses statistiques ANOVA
ont démontré pour ces résultats une différence significative entre les années seulement

pour 2011 (p= 0,0258).
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3.4.6 Qualification des terpénes présents dans les échantillons d'aiguilles

Selon la concentration des terpénes présents, le nombre de composés
détectables peut ainsi varier d'un échantillon a l'autre. Selon l'intensité de défoliation, il
est également possible de voir une certaine variance entre les composés présents ou

non dans les échantillons analysés.

3.4.6.1 Chromatogramme H5-GC et identification des composés

L'analyse des échantillons par HS-GC permet de fournir un ‘chromatogramme
détaillé qui permet d'observer chaque composé présent (figure 3.8). Il est possible de
détecter une grande guantité de composés volatils qui sont pour la plupart des
monoterpénes et des sesquiterpénes. De plus, I'observation des molécules identifiées

“sur le chromatogramme permet de remarquer que certains composés ne sont pas des
terpenes, mais des dérivés des terpénes ou d'autres types de molécules (figure 3.8;
tableau 3.5). lls sont présents sur le chromatogramme HS-GC, car ces composés sont’

volatils et peuvent ainsi &tre analysés et identifiés par la méthode utilisée.

La plupart des chromatogrammes analysés pour les trois sites comportent entre
une dizaine et une vingtaine de composés identifiés. La majorité des composés se situe
au début du chromatogramme entre les temps de rétentions de 9 a 34 minutes environ
et fait parties en grande majorité de la classe des monoterpénes (figure 3.8; tableau
3.5). Les autres molécules d'intéréts se situent vers les 35 minutes & 50 minutes de
temps de rétention et sont en grandé majorité des sesquiterpénes. Les composés
d'intéréts qui ont été quantifiés sont le 6-3-caréne et le B—phel!andréne et sont
réprésentés par les nombres 6 et 7 sur le chromatogramme. De plus, il faut noter que le
standard de géraniol utilisé pour l'analyse quantitative qui est représentée par le

nombre 14 sur le chromatogramme, ne se retrouve naturellement pas dans les
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d'aiguilles de sapin baumier. Les composés tels le B-pinéne (pic avec le nombre 4) et
l'acétate de borhyl (pic avec le nombre 15) sont des composés caractéristiques des

aiguilles de sapins baumiers et leur présence certifie la qualité des échantillons.

3.4.6.2 Variance des différents composés dans les échantillons

Une analyse qualitative devient intéressante lorsqu'elle permet de démontrer
une divergence entre les individus des différents sites, a savoir la présence ou 'absence
d’un certain composé d'importance. Normalement, les aiguilles du sapin baumier sont
constituée-s des mémes molécules et celles-ci peuvent varier en fonction du temps de
I'année. L'analyse statistique d'ANOVA et de Tukey permet de déceler les différences
significatives observables entre les composés retrouvés dans les échantillons analysés }
(figure 3.9). Les composés retrouvés les plus souvent durant {'ensemble de la saison de
croissance tels que le tricycléne, a-pinéne, camphéne, B-pinéne, B-myrcéne, bornéol,
acétate de bornyl, longifoléne et a-humuléne ne varient pas entre les individus et les
différentes classes‘ de défoliation (ﬁgure.3.9). Ces molécules sont, pour la plupart, des

monoterpénes et quelques sesquiterpénes.

Certains composés (para-cyméne, myrtal, pipéritone) ont démontré une
différence entre le site a défoliation moyen en comparaison avec les autres sites, car ces
composés étaient significativement plus présents. D'autres composés, tel que ie thymol,
sont significativement moins présents {environ 5% de présence) dans les échantillons
~ du site a niveau de défoliation moyen. Pour le site a défoliation sévére, une différence a
été observée seulement pour un monoterpéne et deux sesquiterpénes (le terpinoléne,
le B-caryophylléne, et le B- bisaboléne), car ces composés étaient plus absents {environ
10% de présence pour le terpinoléne et 70 % de présence pour les sesquiterpenes)
comparativement aux autres sites {40 % a 50 % pour le terpinoléne et presque 100 % de

présence pour les sesquitérpénes) (figure 3.9). Le &6-3-caréne, le maltol et le camphre
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ont présenté des ressemblances entre les deux sites affectés par la tordeuse des
bourgeons de I'épinette (pourcentage de présence plus élevé), mais étaient différents
| significativement du site témoin (pourcentage de présence plus bas). Un seul composé,

le linalool, a démontré une différence significative entre les trois sites {figure 3.9).

3.4.7 Quantification des monoterpénes sélectionnés dans les échantillons d'aiguilles

Les métabolites secondaires tels que les monoterpénes et les sesquiterpénes
présents dans les tissus analysés peuvent varier en fonction du niveau de défoliation des
arbres affectés. lls sont un premier pilier de défense contre les attaques d'insectes et

contribuent ainsi a la survie de l'arbre

3.4.7.1 Premier composé analysé : §-3-caréne

Le 6-3-caréne a été choisi pour étre quantifié, car il y avait de la variance entre
les différents sites d'échantillonnages comparativement aux autres monoterpénes
présents dans les échantillons (figure 3.9). Les courbes représentant la quantité mg/g de
6-3-caréne pour chaque arbre suivent une variation intra-annuelle similaire entre les
sites (figure 3.10) lorsque les échantillons analysés présentaient ce composé. Chaque
arbre est représenté par une courbe, car la variance entre les données permettait
difficilement la production d’'une moyenne pour ces données, a cause de l'absence de &-

3-caréne chez de nombreux arbres, surtout ceux séverement défoliés.

Les résultats obtenus pour les trois sites varient entre 0 mg/g et 1000 mg/g. En
général, les guantités obtenues subissent des augmentations et des diminutions
successives. Pour certains arbres, il était impossible de quantifier le 6-3-caréne, car les
concentrations se situaient en dessous de la limite détectable. Le site a niveau de

défoliation sévere présente seulement un seul arbre détenant des concentrations
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quantifiables {figure 3.10). Pour leur part, les sites a niveau de défoliation moyen et
témoin ont respectivement trois arbres et un arbre qui n'ont pas de résultats pour le §-
3-carene. La principale différence entre les sites se situe au jour julien 174, car il est
possible d'observer que pour les sites a niveau de défoliation sévere et moyen, il y a une
importante augmentation de la concentration de §-3-carene cobmparativement au site

témoin ol il y a une diminution importante (figure 3.10).

3.4.7.2 Deuxiéme composé analysé : 8-phellandréne

Le B-phellandréne a aussi été choisi pour étre quantifié, car ces résultats
semblaient présenter une différence observable a I'ceil sur les chromatogrammes, entre
les sites d'échantillonnages comparativement aux autres monoterpénes présents dans
les échantillons. Toutefois, cette différence s'est révélée n'étre pas significativement
différente (figure 3.9). Les courbes représentant la quantité en mg/g de B-phellandréne
pour chaque arbre suit un modele similaire entre les sites {figure 3.11). Chaque arbre est
représenté par une courbe, comme pour le 8-3-caréne, car il était difficile d'utiliser une
moyenne pour ces résultats. 1l est possible d’observer que les pourcentages obtenus
pour les trois sites varient entre 0 mg/g et 960 mg/g. Il a été possible de quantifier
toutes les concentrations obtenues pour ce monoterpene, car elles se situent au-dessus
de la limite détectable. En général, les quantités obtenues subissent des augmentations
et des diminutio‘ns successives pour les trois sites selon les jours d'échantillonnages

(figure 3.11).

La principale différence entre les sites se situe au jour julien 174, car il est
possible d'observer que pour les sites a niveau de défoliation sévére et moyen, il y a une
forte augmentation de B-phellandréene comparativement au site témoin ot il y a une

diminution importante (figure 3.11).
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3.4.8 Discussion

La discussion sera divisée en deux sections, la premiére traitera de l'impact de la
défoliation sur la production des composés de défense (métabolites secondaires) et la
deuxiéme portera sur I'impact de la défoliation sur la croissance intra-annuelle. De cette
facon, toutes les données pourront étre mises en relation afin de discuter de I'ensemble
de la réaction physiologique, des sapins étudiés dans le cadre de cette étude, face a la

tordeuse des bourgeons de I'épinette.

3.4.8.1 impact de la défoliation sur les composés de défense du sapin baumier
3.4.8.1.1 Influence des glucides sur la synthése des composés de défenses

Selon les trois grandes théories qui influenceraient la concentration des
composés de défense dans les aiguilles, les terpenes ne seraient pas seulement
influencés par un stress tel que la tordeuse des bourgeons de I'épinette, mais aussi par
d'autres facteurs tels la lumiére, les nutriments et la balance éarbone/nutriments
{Lamontagne & Bauce, 2002; Lamontagne et al., 2000). Dans la présente étude, la
quantité de nutriments ainsi que la capacité de photosynthése reliée a la présence de la
lumiére n'ont pas été étudiés ce qui ne permettra pas d'élucider l'influence que I'azote
et la lumiere ont sur la quantité des composés de défense. Par contre, lors de
I'échantillonnage des aiguilles, un élément en lien avec l'effet de la lumiére a été
considéré. Les échantillons ont été récolté dans le milieu de la canopée, car c'est a cet
- endroit que la lumiere y serait la plus optimale pour la formation des composés de
défense (Carisey & Bauce, 1997). Selon certaines expérimentations passées effectuées

par Lamontage et al. (Lamontagne & Bauce, 2002; Lamontagne et al., 2000) sur des
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arbres ayant subi des coupes pré-commerciales, la balance carbone/nutriment serait
difficilement observable sur ces arbres dus aux nombreux facteurs influengant cette
balance. La concentration des terpénes serait d'avantages corrélés aux SST et a I'amidon
en fonction du stade phénologique des aiguilles. Les jeunes aiguilles produiraient
naturellement plus de monoterpenes que les aiguilles matures (Bauce, Crepin, &
Carisey, 1994} ce qui suggererait que la concentration des monoterpénes dans les
~aiguilles serait contrélée principalement par le surplus des glucides disponibles t6t dans
la saison de croissance et, plus tard dans la saison, par la capacité enzymatique des
aiguilles. Selon Kozlowski et Pallardy (1997), les insectes défoliateurs affecteraient
directement les arbres en diminuant leur quantité de réserves en glucides et
d'hormones régulatrices servant pour le maintient générale de l'arbre et de la
croissance. La TBE s'attaque souvent a la canopée supérieure et celle du milieu, ce qui
affecterait davantage la production de réserves de glucides qui se concentre dans ces
parties de l'arbre di a la présence de plus de luminosité. D'ailleurs, les données

obtenues pour I'amidon tendent dans ce sens.

Les données de SST et d'amidon recueillies pour les trois sites a I'étude varient
entre les sites et les dates d'échantillonnages. Ces variatibns, surtout pour I'amidon dans
les aiguilles et le bois (figure 3.5), correspondent aux variations saisonniéres inscrites
dans la littérature soit par une augmentation au printemps lors de la sortie des
bourgeons et a I'automne pour la préparation de l'arbre a I'hiver (Ashworth et al., 1993;
Little, 1970). Les SST sont plus difficilement liés a ce qui se décrit dans la documentation
scientifique due aux variations trés prononcées des résultats obtenus pour les quantités
de SST dans les aiguilles et dans le bois (figure 3.5). ll est toutefois possible de voir une
différence saisonniére plus prononcée entre les sites surtout pour les données d'amidon
dans les aiguilles. Aux jours d'échantillonnage 161 (site moyen) et 168 (sites témoin et
sévere), une importante augmentation pour tous les sites indique le stockage de réserve

d'amidon dans les aiguilles en vue de la croissance primaire.
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Chez les arbres affectés par la TBE, un entreposage dit « saisonnier » en amidon
a été mesuré au début de I'été, mais les quantités étaient nettement inférieures
comparativement au site témoin (figure 3.5). Par exemple, les arbres séverement
défoliés ont entreposé deux fois moins d'amidon (50 mg/g) que les arbres témoins. De
plus, les réserves mesurées au jour julien 161-168 ont été épuisées aprés deux semaines
seulement, au jour julien 174. En comparaison, les arbres non défoliés utiliseront les
réserves en amidon des aiguilles de fagon graduelle, jusqu'au jour julien 231. Cette
différence de 60 jours démontre que les arbres sévérement affectés par la TBE ont la
capacité d'entreposer de l'amidon, mais ce, en moins grande quantité et l'épuise
définitivement plus rapidement. Le contenu relatif en eau (CRE) serait un facteur
pouvant influencer le stockage de la quantité d'amidon dans les tissus comme les
aiguilles (Little, 1970). Pour cette étude, les données de CRE (figure 3.4) recueillies pour
les trois sites n'ont pas démontré qu'elles étaient différentes entre elles. Alors, le CRE ne

peut étre considéré comme ayant un impact sur I'entreposage de I'amidon.

En résumé, selon la voie de biosynthése des monoterpénes, qui dépendent
directement des glucides disponibles qui se transforment en acétyl-CoA {chapitre |;
figure 1.1), les arbres des sites défoliés disposeraient de moins de ressources pour la
synthése des composés de défenses comparativement aux arbres non défoliés ce qui a

possiblement affecté la synthése de certains composés.

3.4.8.1.2 Variation dans la synthése du nombre de composés de défense en fonction

de la défoliation

“La qualification des terpénes dans cette étude a apporté peu de précisions sur
les terpénes présents ou non selon les différentes classes de défoliation. Par contre,
pour le site a défoliation sévére, une différence a été observée pour un monoterpéne et

deux sesquiterpénes (terpinoléne, le PB-caryophyliene, et le B-bisaboléne). Le
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terpinoléne et le B-caryophylléne sont des composés reconnus pour étre des composés
actifs dans Ia‘ défense des arbres, notamment, en réduisant significativement la
croissance des larves de TBE (Bauce et al., 1994; Carisey & Bauce, 1997; Phytochemical
Society of Europe, 1991). Tout comme le &-3-caréne, ils sont moins présents dans les
arbres séverement défoliés. Cela appuierait le fait que les arbres a défoliation sévére
ont de la difficulté a synthétiser les composés de défense dus a la quantité moins

abondante de réserves (amidon) et de SST présents dans les aiguilles.
3.4.8.1.3 Synthése des monoterpénes én réaction a la TBE

L'analyse quantitative réalisée sur deux monoterpénes (6-3-caréne et le B-
phellandréne) lors de cette étude, démontre que pour la production du 8-3-caréne, les
arbres du site sévére (1 arbre sur 6) et du site moyen (3 arbres sur 6) ont difficilement
produit ce monoterpéne (figure 3.10), comparativement aux arbres du site témoin. L’ §-
3-caréne est d’ailleurs reconnu pour étre un composé de défense actif contre la TBE
(Bauce et al., 1994; Carisey & Bauce, 1997) en nuisant au développement normal de
l'insecte (surtout au sixiéme stade de croissance). Pour sa part, le B-phellandréne, qui au
départ éemblait varier entre les sites, a été produit en quantité similaire pour tous les
arbres de chaque site (figure '3.11). Les deux monoterpénes sélectionnés, lorsque
synthétisés par les arbres, ont suivi un modéle semblable aux variations saisonniéres

retrouvées dans la littérature (Brooks & Borden, 1987).

Une différence marquante au niveau d'une seule date d'échantillonnage (jour
julien 174) a été décelée pour les deux monoterpénes. Une importante augmentation
de la quantité de 6-3-caréne et de B-phellandréne a été observée pour les sites a niveau
de défoliation moyen et sévere {figure 3.10-3.11). Cette augmentation s'est d'ailleurs
exactement paSsée au cours de la période de forte défoliation (fin juin) quand une pluie

de crottins de tordeuse a été observée 3 cette date d'échantillonnage (I. Simard et al.,

91



2006; Isabelle. Simard et al., 2002). Ce jour d'échantillonnage correspond également
avec la diminution drastique de l'amidon dans les aiguilles des arbres du site a niveau de
défoliation sévére et également a la diminution des sucres solubles totaux (SST)
disponibles également dans les aiguilles du site de défoliation sévere (figure 3.4). Selon
ces observations, il serait possible d'émettre I'hypothése que ['augmentation des
monoterpenes soit en lien plus ou moins direct avec un effet de « derniére chance »
utilisé pair I'arbre pour se défendre contre la forte défoliation de la TBE di a une
différence bien marguée dans le temps. Il est intéressant de comparer cette hypothése
avec certaines sources qui stipulent que les arbres qui seraient affectés par un insecte
défoliateur ne produiraient pas d'avantages de composés de défenses, mais que ce sont
les arbres situés pres de ces arbres défoliés par les insectes qui seraient plus aptes a en

produire (Kozlowski & Pallardy, 1997).

3.4.8.2 Impact de la défoliation sur la croissance intra-annuelle

3.4.8.2.1 Croissance en lien avec !'anﬁdon et le SST

Les résultats obtenus pour la croissance intra-annuelle de la saison de croissance
de 2011 ont démontré une différence significativement entre les sites (figure 3.6;'
tableau 3.4) et sont en accord avec les diverses théories émises en lien avec la
diminution de la croissance intra-annuelle des arbres défoliés par la TBE (Blais, 1962;
Morin & Krause, 1995; Rossi et al., 2008). La différence entre le nombre de cellules
produites pour la saison de croissance 2011 du site témoin (54 cellules) et du site sévére
{21 cellules) est assez importante. Lev résultat du maximum de croissance atteint par les
sites a I'étude se situe entre les jours d'échantillonnages 168 et 174 (Rossi et al. 2006) et
concordent avec la diminution importante d'amidon cdntenu dans le bois (diminution a

partir du jour 161 jusqu'a 196) (figure 3.5).
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La croissance ainsi réduite pour les sites 3 niveau de défoliation moyen et sévére
démontre d'une part que la croissance a été compromise par la défoliation et d'autre
part, que les réserves d'amidon (surtout) ont été utilisées pour la synthése d'autres
composés employés ailleurs dans l'arbre. Selon la littérature, la défoliation abaisserait
les réserves d'amidons dans les aiguilles comparativement aux arbres sains et ces
réserves seraient d'avantages relocalisés dans les aiguilles plutét que de servir
directement 3 la croissance (Ericsson et al., 1980). Les arbres du site témoin ont
présenté une augmentation de leur quantité d'amidon dans le bois {12 mg/g) , plus
importante que celle des deux autres sites (4 mg/g). De plus, la littérature stipule
gu'une hausse importante d'amidon au printemps est nécessaire d'une part a l'arrivée
des bourgeons, mais aussi au début de la croissance du cambium dans le xyléme (Little,
1970). Il est donc probable que la quantité moins importante d'amidon retrouvée dans
. le bois des arbres des sites défoliés-aie grandement contribué a réduire la croissance de

ces arbres lors de la saison de croissance.

Pour la quantité de SST dans le bois, selon Kozlowski et Pallardy (1997) , les
insectes défoliateurs affecteraient directement les arbres en diminuant leur quantité de
réserves de SST servant pour la croissance de l'arbre. Les résultats obtenus pour la
quantité de SST dans le bois sont plus difficilement interprétabvles comparativement a
ceux obtenus pour I'amidon di a une importante variation dans les données. Le site a
niveau de défoliation moyen ne démontre ni augmentation importante ni diminution.
Pour leur part, le site témoin et le site sévékre suivent un modgle similaire et
démontrent, contrairement a la quantité d'amidon dans le bois, entre le jour
d'échantillonnage 161 et 196 une augmentation des SST. Cette augmentation pour le
site sévére va a l'encontre de la littérature qui mentionne plutét une diminution des SST
dans le bois. La quantité de sucres solubles totaux dans le bois tout comme celle dans
les aiguilles, ont toute deux démontré une importante variance dans les fésultats. Cette

variance est due en partie par la variation continuelle des SST dans les aiguilles tout au

long de la journée. Les sucres solubles totaux varient beaucoup plus dans les aiguilles
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que l'amidon par exemple. De ce fait, plusieurs mesures auraient été nécessaires afin

d'élaborer une moyenne plus représentative des SST dans les tissus étudiés.

3.4.8.2.2 Autres facteurs

La croissance peut varier selon plusieurs autres facteurs tout comme la
production de composés de défense. Le stress hydrique peut &tre un facteur qui peut
altérer significativement la croissance et diminuer 'entreposage de l'amidon dans les
tissus concernés (Kozlowski & Pallardy, 1997). Dans la présente étude, les résultats du
contenu relatif en eau (CRE) sont semblables pour les trois sites et n'est donc pas un
facteur qui est considéré comme pouvant avoir un impact sur la croissance et les
réserves d'amidon. La défoliation peut également entrainer un déreglement du
processus de la photosynthese et ainsi affecter la composition normale des SST dans

I'arbre (Honkanen, 1999).

3.4.8.2.3 Mesure de croissance des cernes

La diminution de la croissance étant bien marquée pour la saison de croissance
2011, il en est d'ailleurs ainsi pour les quatre années de croissance précédentes des sites
défoliés (2007 & 2011). Les mesures prises sur les cernes précédents (figure 3.7)
démontrent bien le déclin de la croissance en lien avec la défoliation des sites. Les sites
sévére et moyen ont une diminution respectivement de -0.87 mm/année et de -0.81
mm/année et le site témoin augmente d'une année a l'autre (augmentation de
0.53 mm/année) sauf pour I'année 2010 ol une diminution est observable. Ces résultats
de diminution de croissance pour les sites attaqués par la TBE viennent corroborer la

littérature a ce sujet (Blais, 1962; Morin & Krause, 1995).

94



3.4.9 Conclusion

Trois hypothéses supportaient Vobjectif principal de ['étude et ont été
confirmées en partie. Les hypothéses deux ét trois mentionnaient respect'ivembent que
les réserves d'amidon et de sucres solubles totaux (SST) pour les sites affectés par la TBE
seraient diminuées comparativement au site témoin et que la croissance suivrait
également cette tendance. Ces hypothéses ont été confirmées, par contre, pour la
quantité de SST de I'hypothése deux, cette partie reste dans I'ombre ét est difficilement
interprétable d( a la grande variation pour les trois sites. La premiere hypothése qui
stipulait que lesk composés de défense se retrouveraient en plus grande quantité dans
leskaigumes des arbres affectés par la TBE, c'est avérée pour sa part, étre infirmée, car
les composés de défenses étaient en plus grand nombre (analyse qualitative) chez le site |
témoin et en plus grande quantité (analyse quantitative) également que chez le site a
niveau de défoliation sévere. Selon plusieurs études, les arbres affectés seraient en
mesure de produire plus de composés de' défenses, mais il semble que ces études ne
mentionnent pas a partir de quelles années de défoliations ce mécanisme commence a
moins bien fonctionner. D'ailleurs Kozlowski et al. (1997), souligne que les arbres non
attagués par une infestation et étant pres de ceux touchés, produiraient d'avantages de

composés de défenses que ceux affectés.
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3.4.11 Liste des tableaux

Tableau 3.1 : Représentation des principales caractéristiques des sites d’'échantillonnage

Tableau 3.2 ;: Représentation des valeurs de probabilité obtenues par analyse ANOVA
qui ont démontré une différence significative (p<0,05) entre les dates
d'échantillonnages pour sucres solubles totaux et I'amidon dans les aiguilles. NS : non
significatif

Tableau 3.3 : Représentation des valeurs de probabilité obtenues par analyse ANOVA
gui a démontré une différence significative (p<0,05) entre les dates d'échantillonnages
pour les analyses de sucres solubles totaux et d'amidon dans le bois. NS : non significatif

Tableau 3.4 : Représentation des différentes valeurs obtenues par analyse Gauss-
Newton pour la croissance interannuelle des arbres a I'étude pour les trois sites.

Tableau 3.5: Représentation des molécules visibles sur le chromatogramme HS-GC
retrouvées dans les échantillons d'aiguilles des trois sites a I'étude.
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Tableau 3.1:

Hauteur
Sites Coordonnées Altitude Classede DHP moyen moyenne des
d'échantilionnage géographiques des sites défoliation des arbres arbres
48° 12’ 43.5' N,
Témoin 71°14' 26.6’' W 370m 0 18,97cm 16,40m
, 48° 16’ 06.4' N,
Moyen 71°147 29.6° W 290m 2et3 17,08cm 14,28m
48° 16’ 06.0" N,
Sévére 71° 147 52.5' W 320 m 3et4d 15,42cm 13,57m
Tableau 3.2 :
Aiguilles Sucre Aiguilles Amidon
Jour julien Valeur de P Valeur de P
154 <0,0001 0,0006
161 NS 00021
168 NS 0,0117
174 R T T - NS ‘ 2 <0’0001
181 <0,0001 <0,0001
19 - 0003 - <po001
210 0,0411 0,0012
231 . 0,0004 NS
259 } 0,0026 NS
287 10,0334 NS
Tableau 3.3 :
Bois Analyse Sucre Bois Analyse Amidon
Jour Julien Valeur de P Valeur de P
161 NS NS
1% 10,0214 . Ns
231 0,035 NS
287 NS NS
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Tableau 3.4 :

site A B/K dl) Fvalie P
Témoin 54,16 7,23 42 0,56 1'}2,2 95 25224 <0.0001
Moyen 3433 514 307 026 1673 130 337,77 <0.0001
Sévere 21,19 579 332 0,17 1745 120 136,72 <0.0001
3sites 3675 608 355 033 171,3 112 31185 <0.0001

;:ffi:':te';i 36.67  <0.0001

Tableau 3.5 :

Numéro = Temps de rétention Nom de la molécule Type de terpénes
1 9,619 . Tricylene Monoterpéne
2 10,236 _ a-pinéne ‘ Monoterpene
3 10974 Camphéne ~ Monoterpéne
4 12,7 B-pinéne Monoterpéne
5 13,648 . B-myrcéne 'Mono‘tefpéne'
6 14,298 a -phellandréne ~ Monoterpene
7 14759 A-3-caréne __Monoterpéne
8 15,514 Para-cymene Monoterpéne
9 15,779 B -phellandréne  Monoterpéne
10 19,673 Terpinolene ~ Monoterpéne
1 120,722 - linalol Alcool monoterpénique -
12 21,502 - Maltol ~ Acide ; ‘
14 24,869 ~ Bornéol ~ Monoterpéne
15 26867 (4#}myrtenal Monoterpéne
16 - 30,854 Piperitone ~ Cétone monoterpénique
17 31,514  Standard de Géraniol  Alcool monoterpénique
18 33,262 Acétate de Bornyl  Ester monoterpénique
19 33928  Thymol Phénol monoterpénique
20 36,91 . a-longipinéne Sesquiterpéne
21 40,303 (+)-longifolene Sesquiterpéne
22 41,328 B -caryophylléne | Sesquiterpéne
23 45554 ~ o-humuléne  Sesquiterptne
24 47,163 B -Bisaboléne Sesquiterpéne
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3.4.12 Liste des figures

Figure 3.1: En haut : Représentation des sites d'échantillonnage situés a environ 30km
de Chicoutimi (Saguenay) {I. Simard et al., 2006). En bas: Les sites de a niveau de
défoliation moyen (48° 16’ 06.4’ N, 71° 14” 29.6’'W) et sévere (48° 16’ 06.0' N, 71° 14"
52.5'W) sont situés a 'extérieur de la forét Simoncouche.

Figure 3.2: Température (courbe) et la somme des précipitations journalieres
(histogramme) de la station météorologique de Bagotville (QC) pour la période de mai a
octobre 2011. La station de Bagotv:lle se retrouve -a proximité des sites
d’échantillonnages.

Figure 3.3: Dates d'échantillonnages des données pour les trois sites 3 niveau de
défoliation différent (témoin, moyen et sévére).

Figure 3.4 : Courbes représentant le contenu relatif en eau (CRE) calculé pour chaque
échantillon en provenance des trois sites a I'étude en fonction des jours juliens
d’échantillonnages. Sur le graphique, les ronds noirs représentent les échantillons en
provenance du site témoin, les ronds blancs, les échantillons du site a défoliation
moyenne et les triangles noirs, représentent les échantillons en provenance du site a
défoliation sévere. Les astérisques au-dessus de certain jour julien d'échantillonnage
représentent les dates ayant démontrées apres analyses statistiques (ANOVA, p<0,05),
une différence significative.

Figure 3.5 : Courbes représentant la quantité de sucres solubles totaux {SST) (haut) et
d’amidon (bas) contenu dans les aiguilles (gauche) et dans le bois (droite) des sapins
baumiers 3 I'étude, exprimée en mg/g selon les jours juliens et les catégories de
défoliation. Sur les graphiques, les ronds noirs représentent les échantillons en
provenance du site témoin, les ronds blancs, les échantillons du site a défoliation
moyenne et les triangles noirs, représentent les échantillons en provenance du site a
defoliation sévere. Les astérisques au-dessus de certain jour julien d'échantillonnage
représentent les dates ayant démontrées aprés analyses statistiques (ANOVA p<0,05),
une différence significative.

Figure 3.6: Mesure de la formation du cerne de croissance chez les arbres en
provenance des sites a I'étude selon les jours juliens d’échantillonnages. Sur les
graphiques, les ronds noirs représentent les échantillons en provenance du site témoin,
les ronds blancs, les échantillons du site a défoliation moyenne et les triangles noirs,
représentent les échantillons en provenance du site a défoliation sévere. Les lignes sur
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le dernier graphique sont les courbes qui ont été estimées par la fonction de Gompertz
pour chaque site.

Figure 3.7 : Mesure des cernes de croissance selon les cing dernieres années a partir de
2011 pour les trois sites d’échantillonnages. Sur le graphique, les ronds noirs
représentent les échantillons en provenance du site témoin, les ronds blancs, les
échantillons du site a défoliation moyenne et les triangles noirs, représentent les
échantillons en provenance du site a défoliation sévere. L'astérisque au-dessus de
I'année 2011 représente {'année ayant démontrée aprés analyses statistiques (ANOVA,
p<0,05), une différence significative comparativement aux autres.

Figure 3.8: Exemple de chromatogramme HS-GC des composés retrouvés dans les
échantillons d'aiguilles : (1) Tricycléne (2) a-pinéne; (3) Camphéne; (4) B-pinéne; (5)B-
myrceéne; (6) 6-3-carene; (7) B-phellandréne; (8) Terpinolene; (9) Maltol; (10) Camphre;
{11) Bornéol; (12)(+)-myrtenal; (13) Pipéritone; (14) Standard de Géraniol; (15) Acétate
de bornyl; (16) (+)-longifolene; (17) a-longipinéne; (18) B-caryophylléne; (19) a-
humuléne; (20) a-bisaboléne.

Figure 3.9 : Histogramme a bande représentant la variance de la présence des composés
“dans les échantillons des trois sites a I'étude. Les différentes lettres (a,b,c) signifient une
différence significative (p<0,05) entre les sites. '

Figure 3.10 : Courbes représentant les pourcentages de 8-3-caréne pour les six arbres
par sites d'études. La partie ombragée représente la période de défoliation élevée lors
de la saison d'échantillonnage. Pour les trois sites a I'étude, le carré noir représente
I'arbre 1, le cercle blanc I'arbre 2, le triangle noir et le triangle blanc I'arbre 3 et 4, puis le
carré noir et le carré blanc représente dans l'ordre 'arbre 5 et 6 pour chague site.

~ Figure 3.11: Courbes représentant les pourcentages du B-phellandréne pour les six
arbres par sites d'études. La partie ombragée représente la période de défoliation
élevée lors de la saison d'échantillonnage. Pour les trois sites a I'étude, le carré noir
représente l'arbre 1, le cercle blanc I'arbre 2, le triangle noir et le triangle blanc I'arbre 3
et 4, puis le carré noir et le carré blanc représente dans l'ordre l'arbre 5 et 6 pour
chaque site.
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Figure 3.1:
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Figure 3.2
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Figure 3.3 :
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Figure 3.5:
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Figure 3.6 :
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Figure 3.7 :
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Figure 3.8 :
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Figure 3.9 : ,
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Figure 3.10:
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Figure 3.11:
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Chapitre IV

Conclusion générale
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Ce projet de maitrise a permis de fournir des informations sur l'effet d'une
défoliation de quelques années, engendrée par la tordeuse des bourgeons de I'épinette,
sur des sapins baumiers en milieu naturel. Il a été possible de voir qu'une défoliation
importante atteint la plupart des mécanismes primaires de 'arbre. L'objectif principal de
ce travail était d'effectuer I'analyse des constituants chimiques qui se retrouvaient
principalement dans les aiguilles et le bois du sapin baumier en provenance d'individus
semblables se situant dans trois sites ayant subi une défoliation d'intensité différente
(témoin, moyenne et sévere). De plus, I'analyse des terpénes par HS-GC a permis
I'élaboration d'une nouvelle méthode plus rapide afin d'analyser les composés de

défenses volatiles contenus dans une grande quantité d'échantillons.

4.1 Lien entre les concepts et les résultats

I est plutdt difficile d'émettre un lien spécifique avec les résultats obtenus dans
cette étude. L'amidon et les SST peuvent intervenir dans plusieurs voies de biosynthéses
(figure 4.1) et étre davantage dirigés vers des sites plus importants que la croissance

avant d'étre utilisés pour la synthése des composés de défense.

7/;’“ ol
,««Gmwtt}jﬁf ' Defense 7
///*Viy 27777
<&&(<Btorage: i
\&“\?\%ﬁ Reserves
bs, >, . s, "“1,%‘ N
\&\\\\\\\ \ g
NOANNw

~ Accumulation

NN

Figure 4.1: l'entreposage des ressources (Storage) telles que l'amidon ou les SST
(Reserves) peuvent étre mobilisés vers divers mécanismes utilisés par la plante
(Defense, Growth } ou étre entreposés (Accumulation} (Stuart Chapin lli et al., 1990).
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Dans le cas de cette étude, la défoliation affecte principalement le mécanisme de
la photosynthése, qui aprés plusieurs années de défoliations (2 a 4 ans), affecte tous les
autres mécanismes (figure 4.2). La production d'amidon et de SST est ainsi touchée ce
qui entraine une diminution de la capacité des aiguilles & entreposer des réserves en

vue du débourrement et de la croissance des nouveaux bourgeons.

'

Photosynthése | = Amidon

Composés de

Croissance .
C ¢ défense

Figure 4.2 : Défaillance en ordre des différents mécanismes qui régissent les arbres suite

a une défoliation sévere sur plusieurs années.

De plus, la capacité de production des composés spécifiques (6-3-caréne pour
cette étude) pour la défense est également affectée par la défoliation. Selon certaine
théorie {Gershenzon & et al, 2000}, !‘arbre possede un bassin {pool de terpénes) présent
continuellement qui agirait comme premiére barriére (comme les globules blar;cs pourk
les humains par exemple) et synthétiserait d'autres types de terpénes plus spécifiques
pour sa défense lors d'infestations. Dans cette étude, le pool de terpénes n'a pas semblé

varier d'un site 3 un autre.
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Finalement, ayant épuisé les ressources en énergie pour la synthése de tous ces
composés, la croissance de l'arbre serait réduite en dernier recours (figure 4.2). Selon
Stuart Chapin Il et al. {1990), la croissance de l'arbre serait le mécanisme prioritaire de
i'arbre, car année aprés année, les arbres s'assurent toujours d'emmagasiner assez de
réserves pour la future croissance a venir et diminuerait les effectifs pour ce mécanisme
en dernier lieu. Pour cette présente 'étude, il est donc possible de dire que les arbres
subissant une importante défoliation cessent de produire adéquatement les composés
utiles a leur maintient régulier. Entre le site moyen et le site séveére, il a été également
possible d'observer des différences, ce qui suggére que plus la défoliation est intense et

dure longtemps, plus I'arbre est affecté.

Pour de futures recherches, il serait intéressant de vérifier des la premiére année
de défoliation d'un arbre jusqu'a la derniére, quels mécanismes ou procédés l'arbre:
diminue-t-il en premier lieu (photosynthése, quantité de nutriments, croissance, etc.) et
également de suivre I'évolution de la remise sur pied de l'arbre, aprés une défoliation,

sur quelques années.
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