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TYPE DE pSCOPIE ACRONYME SIGNAL MESURE INFORMATION

LCSM (/aser confocal scanning Structurelle et/ou fonctionnelle (présence de

CONFOCALE . Fluorescence ) . .
microscopy) molécules fluorescentes endogénes ou exogénes)
Lumire 3 |a fréquence double de Structurelle (présence de molécules non
. . umi u u o .
MULTIPHOTONIQUE SHG (second harmonic generation) d centrosymétriques telles que collagene,

['excitation . )
actomyosine, tubuline)

MICRO(SPECTRO)SCOPIE RAMAN  CARS (coherent anti-Stokes Raman Vibrati | Chimique => structurelle et/ou fonctionnelle
COHERENTE scattering) fationne (caractérisation de la composition moléculaire)

MICRO(SPECTRO)SCOPIE
INFRAROUGE A TRANSFORMEE DE
FOURIER

FTIR (Fourier-transform infrared Vibrationnel Chimique => structurelle et/ou fonctionnelle
spectroscopy) (caractérisation de la composition moléculaire)

La pscopie FTIR, RAMAN, CARS forment un ensemble de technologies basées sur l'utilisation d'une lumiére

susceptible de faire vibrer des liaisons chimiques intra ou intermoléculaires. Elles sont partiellement
complémentaires (cf regles de sélection définissant les modes vibrationnels actifs/inactifs pour chaque modalité).
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HCOPIE CONFOCALE EN MODE SPECTRAL

[imagerie spectrale combinée au démixage
linéaire permet de séparer les informations
spectrales recueillies sur un échantillon biologique
enimages individuelles pour chaque tluorophore
(méme dans le cas de chevauchement de spectres
de fluorescence). Grace a cette technique, nous
avons pu isoler deux pics caractéristiques de
'autofluorescence de la lignine (et des métabolites

specialisés) : un dont le A..se situe aux alentours
de 475 nm, l'autre aux alentours de 500 nm

Spectres d'émission de la lignine (en vert et bleu) apres
excitation a 405 nm et spectre d'émission de I'Alexa 647 (en
rouge) apres excitation a 633 nm S




Ao D00 NM Ao 475 nm Ao 475 nm + 500 nm

~BOIS FINAL

~BOIS INITIAL

Observation en microscopie confocale de Iautofluorescence de la lignine du bois apres excitation a 405 nm.

Wét | P, parenchyme ligneux; T, tracheide
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Micrometers

Micrometers

NOIR, bandes spécifiques
au spectre noir,

ROUGE, bandes
spécifiques au spectre
rouge,

BLEU, bandes communes
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Absorbance (cm™)

Position de la

Attribution

3350/ 3335 OH (Lignines et polysaccharides)
2925 /2895 CH2 et CH aliphatiques (Lignines et polysaccharides)
1725 /1715 C=0 esters et/ou acides (Polysaccharides)
1645 C=0 (aldéhydes sur cycle aromatique, lignines?)
1455-1600 C=C (Lignines)
1369-1425 CH (Lignines et polysaccharides)
1368 CH (Lignines et polylsaccharifies), OH phénolique
1260 OCHz3 sur cycle aromatique et C=C (Lignines)
1100 C-0 (alcool secondaire)
1040 C-0O (alcool primaire)
1028 C-0O-C (Lignines et polysaccharides)
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TAXIFOLINE DU DOUGLAS

— Utilisation d'une seule source laser

—— Spectre ultralarge bande comparable & spectre Raman

— SPECTRES RAMAN CORRIGE & M-CARS DE TAXIFOLINE

HO O
——Temps d'exposition court
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MICROSCOPIE CARS, BRUTE

|—' Cartographie 96x73, 6789 spectres CARS

(1 spectre/pixel, plage spectrale 2500-3200 cm-1)
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MICROSCOPIE CARS, AVEC TRAITEMENT

Extraction de n spectres « pur » par analyse statistique
(MCR, multivatiate curve resolution)
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Identification des spectres correspondant aux canaux précédents
Reconstitution des images associées
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MICROSCOPIE CARS SANS ETAVEC TRAITEMENT

SANS MCR AVEC MCR
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CONFOCALE versus CARS, DURAMEN

Ao 67 M

~CONFOCALE, LM21

\

Aoox(475, 500, 667 nm)

——Le CARS confirme la présence du
marquage avec les AC M2 1

Présence de mannane au

bord de la couche S3 des
dioret:s trachéides
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Construction d'un démonstrateur en partenariat avec Leukos et
AlphaNov

Mise en place d'un réseau d'analyse d'image du bois via le GDR
Sclences du bois

Lise en place sur Limoges d'une plateforme d'imagerie CARS 3
haut débit
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RECHERCHE =»APPLICATIONS

—— Recherche -Durabilité

—— Quelles sont les autres applications possibles ?

—— Quelles sont les questions sur la qualité du bois ?
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CLde Douglas, SHG

CLde Douglas, CARS

CLde Douglas, biphoton
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MSCOPIE CONFOCALE AVEC MARQUAGE
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LCOPIE CONFOCALE IMMUNOMARQUEE

Ao 475 nm + 500 nm A 06/ nm

~BOIS INITIAL

Spectres d'émission de la lignine (en vert et bleu) aprés excitation a 405 nm et spectre
d'émission de I'Alexa 647 (en rouge) aprés excitation a 633 nm.
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ZONE DE TRANSITION - RG1

O =D-Galacturonicacid ©© é = O-Acety
O =L-Rhamnose o ?
@ -D-Glucuronic acid @ =L-Acericacid @ =D-Xylose = Borate

® =Kdo @

Ao OO/ M

A 475 nm + 500 nm

-BOIS FINAL

CCRC-M35

BOIS INITIAL

CCRC-M35

BOIS FINAL

CCRC-M14

BOIS INITIAL

CCRC-M14




BOIS FINAL
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Homogalacturonane
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Ao 475 nm + 500 nm
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Ao 475 nm + 500 nm A 66/ NM
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Xyloglucane de type XXLG, LM25 - ,
= A
=
=

@ D-Xylopyranose @ D-Glucopyranose
@ L-Fucopyranose @ D-Galactopyrancse
Possible O-acetyl (@)

groups are indicated
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Ao 475 nm + 500 nm A OO/ M
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Xylane substitué, LM 11
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ZONE DE TRANSITION - XG

66/ nm
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@ D-Xylopyranose @ D-Glucopyranose
@ L-Fucopyranose D-Galactopyrancse

Possible O-acetyl (@)
groups are indicated
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ZONE DE TRANSITION - HG
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