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Abstract

The inconvenient rejection of diverse substances in the atmosphere is undoubtedly the most obvious
environmental degradation by humans. To highlight and / or measure the consequences of this
degradation, the use of plant bioindicators is compulsory.
A part of our work consists of toxicological study of a complex fertilizer widely used in
agriculture: NPKs, on two species of lower plants: mosses (Leucodon sciruoides) and lichens
(Ramalina farinacea).

The toxicity of this fertilizer is looked through the determination of biochemical, physiological and
enzymatic parameters and using the polarographic technique, we tested the effect of the NPKs on
their photosynthetic and respiratory metabolism.

These tests have shown that mosses and lichens present different changes : biochemical (proline,
protein and total sugars), physiological (Chlorophylls a, b and a + b) and enzymatic (GSH, GST,
APX, CAT, MDA) and metabolic disturbances (photosynthesis and respiration).

The other aspect of our work consists in transplanting the species samples of lichens (Ramalina
farinacea) and (Xanthoria parietina) at different sites and during two years (2008 and 2009), to
detect the possible toxic effect of atmospheric pollutants rejected mainly by the complex
FERTIAL.

This toxicity has led to disruption of different parameters: biochemical (proline, protein and total
sugars), physiological (Chlorophylls a, b and a + b and FW / DW) and enzymatic (GSH, GST), and
metabolic disturbances (respiration and photosynthesis) of both species of lichens.

Keywords: NPKs, Mosses, Lichens, polarography, atmosphéric pollutants, toxicity, FERTIAL.



Résumé

Le rejet intempestif de subsatnces diverses dans I’atmosphere constitue sans aucun doute la
plus évidente des dégradations de 1’environnement par I’homme. Pour mettre en évidence
et/ou mesurer les conséquences de ces dégradations, l’utilisation des bioindicateurs
végétales s’avere incontournable.

Une partie de notre travail consiste en étude toxicologique d’un engrais complexe largement
utilisé en agriculture : le NPKs, sur deux especes de végétaux inférieurs : les mousses
(Leucodon sciuroides) et les lichens (Ramalina farinacea).

La toxicité de cet engrais est recherchée a travers le dosage des parametres biochimiques,
physiologiques et enzymatiques et grace a la technique polarographique ,nous avons testé
I’effet du NPKSs sur leur métabolisme respiratoire et photosynthétique.

Ces tests ont montré que les mousses et les lichens présentent des modifications
biochimiques (proline,proteines et sucres totales), physiologiques (Chlorophylles a,b et
a+b) et enzymatiques (GSH, GST, APX, CAT, MDA), ainsi que des perturbations
métaboliques (respiration et photosynthese).

L’autre aspect de notre travail consiste a transplanter des échantillons des especes de lichens
(Ramalina farinacea) et (Xanthoria parietina) au niveau des différents sites et pendant
deux années (2008 et 2009), afin de détecter 1’éventuel effet toxique des polluants
atmosphériques rejetés principalement par le complexe FERTIAL.

Cette toxicité s’est traduite par des perturbations des parametres biochimiques (proline,
proteines et sucres totales), physiologiques (Chlorophylles a,b et a+b et MF/MS) et
enzymatiques (GSH,GST), ainsi que des perturbations métaboliques (respiration et
photosynthese) chez les deux especes de lichens.

Mots clés : NPKs, Mousses ,Lichens, Polarographie, Polluants atmaosphériques, Toxicité,
FERTIAL.
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INTRODUCTION CHAPITRE |

Le rejet de substances d’origine naturelle ou artificielle constitue I’un des plus importants facteurs
de dégradation de la biosphére par ’homme. Les premiéres actions néfastes de celui-Ci sur son
environnement ont commencé a apparaitre lorsque ses activités d’agriculteur et/ou d’éleveur ont
modifié les écosystémes naturels (Lagadic et al., 1998).

L’industrie produit une multitude de substances non biodégradables, sinon indestructibles, qui
s’accumulent dans I’atmosphere, 1’hydrosphere et les sols, perturbant le fonctionnement de la
plupart des écosystemes. Cette accumulation incessante de résidus des plus variés présente a long

terme, de redoutables conséquences sur le plan écologique (Ramade,1995).

Aujourd’hui en Algérie, lorsqu’on s’intéresse a 1’environnement, ce n’est que pour constater
I’état de dégradation avancé dans lequel I’ont précipitées nos unités industrielles, implantées de

maniere anarchique, dans des zones agricoles ou a forte densité de population.

L’une des caractéristiques essentielles de la pollution d’origine humaine consiste en la dispersion,
volontaire ou involontaire, de certaines substances (pesticides, engrais, hydrocarbures, etc..) ou
éléments (métaux), susceptibles de contaminer divers compartiments de la biosphére (atmosphére,
hydrosphére et lithosphére), y compris dans des endroits trés éloignés de leur site initial d’émission
(Lagadic et al.,1998).

Ainsi chaque jour des milliers de molécules sont rejetées dans 1’atmosphére, dans la mer ou dans les
rivieres sans que leur biodégradabilité ne soient prises en compte. Ainsi, dans la région de Annaba,
le complexe des engrais phosphato-azotés « FERTIAL » rejette plusieurs molécules , aussi bien
dans I’atmosphere que dans la mer, comme c’est le cas des NOx, qui en s’oxydant dans
I’atmosphére aboutissent entre autres a la formation de nitrates (NO3)(Belegaud,1982).

L’utilisation des engrais afin d’augmenter les rendements des cultures, a récemment été 1’objet
de préoccupations environnementales. En effet, apport d’engrais azotés d’origine industrielle est
indispensable pour assurer une production agricole suffisante pour satisfaire 1’humanité. Les
légumineuses, qui seule sont capables de fixer 1’azote moléculaire de I’air, la plupart des plantes
d’intérét agronomique absorbent et assimilent 1’azote présent dans le sol ; mais un épandage

excessif d’engrais azoté risque de provoquer de graves troubles au sein de I’environnement.

L’utilisation optimale des engrais azotés est une importante préoccupation pour assurer
conjointement un rendement raisonnable du point de vue économique et une pollution minimale

pour I’environnement.



Parmi les effets négatifs attribués aux engrais sur les écosystéemes, on peut citer :

= La pollution des sols par des métaux lourds toxiques.

» Le lessivage des sols par les eaux de pluies, qui conduit a la pollution des nappes
phréatiques et des eaux souterraines, ce qui affecte la potabilit¢ de 1’eau et augmente les
dangers sur la santé.

» [a pollution des rivicres et les eaux cOtires, qui peut entrainer 1’eutrophisation.
Particulierement avec les engrais entrainés par la pluie et qui se retrouvent emportés dans
I’eau des rivieres et des lacs ou ils favorisent la croissance des algues, ainsi 1’eau
s’appauvrit en dioxygeéne dissous, entrainent la mort des poissons et de la vie aquatique. Ils
occasionnent aussi le développement de marées vertes sur certaines portions littorales,

entrainent des pertes économiques (Cheverry,1992).

Les sols sont également exposés au risque d’anoxie lorsque la quantité excessive de substances
nutritives entraine la raréfaction de I’oxygeéne dans le sol empéchant donc les micro-organismes
naturels de fonctionner correctement, ce qui affecte alors la fertilité des sols. Les sols eutrophisés
sont a 1’origine d’émission de N,O (Cheverry,1992).

= L’activité industrielle dégage de ’azote qui a certains endroits peut se combiner avec du

souffre toxique qui menace la santé des arbres.

Les apports excessifs de composés azotés dans I’environnement sont a 1’origine d’importantes
atteintes environnementales. L’azote évolue dans I’environnement au sein d’un cycle parfois
complexe ; la forme chimique de 1’azote, en particulier, peut subir d’importantes modifications. Les
nouveaux composés azotés ainsi formes, aboutissent dans les sols, les eaux souterraines et de
surface et méme dans 1’air (Composés azotés sous forme gazeuse) (Camargo et Alonso,2006).

Face aux nombreuses substances qui se retrouvent quotidiennement dans I’environnement, la
détection rapide d’une présence excessive de contaminants, la détermination de leur toxicité et une
prévention des atteintes nuisibles sont nécessaires pour assurer la protection des écosystemes
(Thurman et Gerba,1987 ; Vidal,2000).Aussi s’est-on penché sur 1’utilisation des méthodes
biologiques notamment par I’utilisation d’espéces bioindicatrices tels que les mousses et les lichens.

L’utilisation de bioindicateurs végétaux dans le suivi de la pollution par les métaux lourds a déja
fait ’objet de plusieurs travaux (Martinon,1991) . Cependant, peu d’études traitent de I’impact

d’autres types de pollution : engrais, pesticides.....ctc. (Bensoltane et al.,2005).



Depuis la naissance de la terre, il y a environ 4.5 milliards d’années, les conditions auxquelles
sont soumis les étres vivants ont énormément evolué. Les plantes ont du s’adapter a des contraintes
de milieu tres variées. Elles gardent en mémoire cette adaptation et leur apparition dans un lieu peut

en revéler les modifications (Ducerf et Thiry, 2003).

La capacité de bioaccumulation des lichens nous est apparue une approche judicieuse pour
évaluer I’'impact d’un engrais sur 1’environnement. D’autres végétaux inférieurs, tels que les
bryophytes sont aussi capables d’accumuler des polluants grace a leur capacité histologiques
(Markert,1993). C’est le cas des mousses qui vivent a 1’état naturel sur les troncs d’arbres et qui
sont déja connues comme bioaccumulateurs des métaux lourds lorsqu’elles sont transplantées en
milieu atmosphérique (Bignal et al.,2008). Ces végétaux (lichens et mousses) sont capables
d’accumuler des polluants quelque que soit leur conditions d’émission, de diffusion et de dispersion
.Ce sont des organismes trés sensibles aux conditions du biotique et a leurs modifications (apports
de polluants, mode de gestion ...). Parfois difficiles a trouver et difficiles a déterminer, ils sont
souvent délaissés. Pourtant ils sont connus depuis de nombreuses années comme de bons
bioindicateurs de pollution. En effet, les mousses et les lichens ont déja été trés souvent utilisés
dans de nombreuses études de surveillance de la pollution atmosphérique (Garrec et Van
Haluwyn, 2002).

Selon Greégory et al.,(2004),une étude des lichens corticoles et des bryophytes a été entreprise
dans quatre sites (zones humides ) avec deux objectifs : le premier est d’évaluer la diversité
floristique, le deuxiéme est de mettre en place un suivi de la pollution atmosphérique diffuse. Les
résultats montrent un taux global de pollution faible dans ces sites.

Il s’est avéré trés intéressant d’utiliser les bryophytes et les lichens, car ils apportent des
compléments naturels aux plantes vasculaires. En outre, de par leurs propriétés physiologiques et
leurs cycles biologiques courts, ils réagissent plus rapidement que la flore supérieure aux

perturbations environnementales diverses (Loppi et Bonini, 2000).

L’utilisation de bioaccumulateurs, dans le cadre de travaux liés a la pollution atmosphérique,

présente les avantages suivants :

» les concentrations sont habituellement plus importantes dans 1’organisme accumulateur que
celles mesurées dans ’air ou les précipitations, ce qui facilite I’analyse et diminue les

problemes de contamination des échantillons ;



» les procédures de collecte sont simplifiées et aucun équipement d’échantillonnage onéreux

>

n’est nécessaire ;

le bioaccumulateur fournit une mesure intégrée au laps de temps correspondant a son

exposition aux polluants (Guelorget et Perthuisot ,1984).

Néanmoins, leur emploi est fonction de différents criteres :

il doit avoir une espérance de vie supérieure au temps d’exposition considéré ;

il doit étre relativement abondant dans 1’aire d’étude ;

les variations biologiques des especes considérées doivent étre minimes dans 1’aire d’étude ;
I’organisme doit étre tolérant aux métaux en question et autres polluants présents ;
I’échantillonnage doit étre aisé ;

les valeurs de concentration dans 1’organisme doivent étre accessibles par des techniques
analytiques de routine sans requeérir de pré concentration (Steinnes, 1989 ; Beeby,2001;
Wolterbeek, 2002).

Aucun bioaccumulateur ne remplit I’ensemble des conditions listées précédemment, néanmoins,

certains types d’organismes sont généralement plus appropriés que d’autres.

Les mousses et les lichens sont trés sensibles aux polluants atmosphériques. Il semble que leur

disparition presque compléte de certaines grandes villes et autour de complexes industriels soit

principalement due a la pollution de I’air. Une méthode pour représenter cartographiquement

I’influence a long terme de la pollution de 1’air sur les épiphytes corticoles est décrite par Leblanc

et De Sloover ( 1970).Un Indice de Pureté Atmosphérique « IAP » basé sur le nombre d’espéces

d’épiphytes, leur couverture et fréquence et leur tolérance spécifique aux polluants est facile a

exprimer quantitativement.



Parameétres abiotiques agissant sur I’expression des effets
des polluants
Lumiére-température-vent-humidité de 1’air et du sol

l

Effets des polluants atmosphériques
Modifications morphologiques végétatives et florales
Chlorose, nécrose
Action sur la photosynthese
(Altération des enzymes associées des pigments, du transfert d’élétrons)
Action sur la respiration
Perturbations métaboliques
(Mise en place de systemes de défense : physiques et biochimiques)
Stress oxydatif et autres stress spécifiques
Action génotoxique (adduits a I’ADN)
Perturbation sur la reproduction
Modifications morphologiques, structurales

Parameétres biotiques agissant sur Parametres liés aux polluants
I’expression des effets des polluants Nature du polluant
Nature de [’espece (Gazeux ou particulaire,organique ou inorganique)
Geénotype Propriétés physicochimiques
Age Dose (concentrations x temps)
Stades physiologiques Dynamique de la dose
Etat sanitaire de la plante (Effets des pics de pollution)

Présence d’un ou de plusieurs polluants
phytotoxicité

Figure 1. Principaux effets des polluants chez les vegétaux-Interference de divers

parametres (Yunus and Igbal ,1996)



1. Généralités sur I’engrais NPK

1.1. Histoire et role

Pour accomplir le processus de leur vie végétative, les plantes ont besoin d'eau, de pres de vingt
éléments nutritifs qu'elles trouvent sous forme minérale dans le sol, de dioxyde de carbone (CO,)

apporté par l'air, et d'énergie solaire nécessaire a la synthese chlorophyllienne.

Avec l'avénement de l'industrie chimique, charbonniére et pétroliere au 19éme siécle, sont

apparues des formes chimigues de plus en plus «pures» des éléments de base (NPK). Ces engrais
chimiques, en dépit de leurs effets immédiats sur la croissance, n‘'ont pas toujours été facilement

acceptés (Nams et al.,1993).

Les engrais doivent apporter, en justes proportions:

o des éléments de base, azote (N), phosphore (P), potassium (K); on parle des engrais de type

NPK si les trois sont associés. Sinon, on parle également de N, NP, NK, PK;

o des éléments secondaires, calcium (Ca), soufre (S), magnésium (Mg),

e des oligo-éléments, tels que le fer (Fe), le manganése (Mn), le molybdene (Mo), le cuivre
(Cu), le bore (B), le zinc (Zn), le chlore (CI), le sodium (Na), le cobalt (Co), le vanadium
(V) et le silicium (Si) (Hecnar,1995).

Ces éléments secondaires se trouvent habituellement en quantité suffisante dans le sol, et ne
devraient étre ajoutés qu'en cas de carence, la plupart devenant toxiques, a faible dose, au-dela d'un
seuil variant selon les éléments, certaines synergies entre éléments, et selon le pH du sol
(Hecnar,1995).

Les plantes ont besoin de quantités relativement importantes des éléments de base, les macro-
éléments. L'azote, le phosphore et le potassium sont donc les éléments qu'il faut ajouter le plus
souvent aux sols pauvres ou épuisés par des récoltes intensives, et se succédant sans

jachére(Chambers et al.,2001).

« l'azote contribue au développement végétatif de toutes les parties aériennes de la plante. Il
est profitable a la plantation, au printemps, lors de la pousse de la végétation, et aux légumes
feuillus, mais il convient de le distribuer sans exces car cela se ferait au détriment du

développement des fleurs, des fruits ou des bulbes. On trouve de I'azote dans le sang séché,

dans les tontes de gazon ou dans le purin d'orties. Sous forme chimique (ion NO3- dit
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« nitrate »), il est particulierement soluble dans l'eau, et peut alors étre a l'origine de
pollution azotée (Chambers et al.,2001).

« le phosphore renforce la résistance des plantes et contribue au développement des racines.
Le phosphore se retrouve dans la poudre d'os ou dans les fientes. En exces, il devient un
facteur d'eutrophisation de I'eau. Les engrais phosphorés chimiques peuvent contenir des
radio-nucléides et du cadmium résiduel (Chambers et al.,2001).

o le potassium contribue a favoriser la floraison et le développement des fruits. Le potassium
se trouve dans la cendre de bois, qui peut par ailleurs contenir des métaux lourds, ou des

radionucléides dans certaines régions (Chambers et al.,2001).

L’engrais ternaire «<NPK» constitue la base de la plupart des engrais vendus de nos jours. L'azote est
le plus important d'entre eux, et le plus controversé a cause du phénomeéne de lessivage, lié la forte

solubilité des nitrates dans l'eau (Kennett et al.,2005).

1.2. Applications

Généralement, les engrais sont incorporés au sol, mais ils peuvent aussi étre apportés par l'eau
d'irrigation. Cette derniere technique est employée aussi bien pour les cultures en sol,

traditionnelles, que hors sol, sur un substrat plus ou moins inerte.

Dans certains cas, une partie de la fertilisation peut étre réalisée par voie foliaire, par pulvérisation.
En effet, les feuilles sont capables d'absorber des engrais, s'ils sont solubles, et si la surface de la
feuille reste humide assez longtemps. Cette absorption reste toutefois limitée en quantité. Ce sont
donc plut6t les oligo-éléments qui peuvent étre ainsi apportés, compte tenu des faibles quantités

nécessaires aux plantes (Jensen,2005).

Les engrais doivent étre utilisés avec précaution. Il est généralement suggeré

d'éviter les exces, car au-dela de certains seuils les apports supplémentaires, non seulement
n'ont plus aucun intérét économique, mais de plus, risquent d'étre toxiques pour les plantes,
particulierement en oligo-éléments, et de nuire a I'environnement;

o de maitriser leurs effets sur I'acidité du sol;

« de tenir compte des interactions possibles entre les éléments chimiques;

o de tenir compte des limites imposées par les autres facteurs de production (Jensen,2005).
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2. Les espéces bio-indicatrices

Actuellement, nous avons besoin d’outils capables d’aborder de maniére aussi globale et
intégrée que possible, les phénomenes de la pollution, dans le souci d’améliorer nos connaissances

et contrdler les phénomeénes mis en cause (Blandin ,1986).

L’analyse directe des polluants, bien qu’indispensable en fournissant des données physico-
chimiques quantifiées, elle ne permet pas de connaitre I’impact sur le milieu vivant. Si connaitre
c’est mesurer, connaitre la pollution, c’est effectivement mesurer les concentrations des polluants

présents mais aussi en mesurer les effets (Blandin ,1986).

La recherche de moyens de bio-surveillance des effets des polluants émis par les décharges dans
I’eau, le sol, I’atmosphére et les écosystémes environnants. Le recours aux organismes vivants
présente ’intérét d’observer la vie sous différentes formes et permet de servir, dans les conditions

de perturbation, de signal d’alarme (Blandin ,1986).

L’utilisation d’organismes vivants comme bioindicateurs s’avére incontournable afin de faciliter
les tests écotoxicologiques par les laboratoires, mais aussi leur utilisation par les gestionnaires de

I’environnement, concerné par 1’écotoxicologie.

Le terme de bioindicateur a été défini par Guelorget et Perthuisot (1984), qui considerent que les
bioindicateurs sont « des espéces ou groupes d’espéces qui, par leur présence et /ou abondance,

sont significatifs d’une ou plusieurs propriétés de 1’écosysteme dont ils forment partie ».

Garrec et Van Haluwyn (2002), donnent un sens plus restrictif au terme de bioindicateur dans
la mesure ou ils le considérent comme «un simple relais ne faisant référence qu’a des effets
observables au niveau de ’individu se traduisant par des altérations morphologiques, tissulaires ou

physiologiques (croissance et reproduction).

A T’heure actuelle, deux approches complémentaires, basés sur I’étude des organismes vivants,

sont employeées :

» La recherche de certaines espéces ou certains groupes d’especes qui renseignent, par leur
présence(ou leur absence) et/ou leur abondance, sur la qualité du milieu ; ces méthodes sont

parfois associées a 1’emploi de descripteurs mathématiques de la structure des

communautés auxquelles appartiennent ces « bioindicateurs ».



» La mesure, au sein d’individus provenant du milieu naturel, de paramétres moléculaires,
biochimiques, cellulaires ou physiologiques, regroupés sous le terme de « biomarqueurs »
qui représente un changement observable et/ou mesurable au niveau moléculaire,
biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental, qui révéle 1’exposition présente
ou passée d’un individu a au moins une substance chimique a caractére polluant (Lagadic

et al., 1997).

Les espéces bioaccumulatrices présentent, par leur mode de vie et/ou leurs caractéristiques
physiologiques et métaboliques, la capacité de bioaccumuler certains contaminants directement a
partir du milieu ambiant ou par d’autres voies (nourriture par exemple) jusqu’a des niveaux
nettement supérieurs au niveau de la contamination du milieu physique ( eau, sédiment |,

atmosphere, etc..) (Lagadic et al., 1997).

Deux processus sont responsables de la bioaccumulation de xénobiotiques dans les organismes :
e D’une part, la bioconcentration qui est un transfert direct a partir du milieu environnant (eau,
sédiments, particules en suspension, etc...).
e D’autres part, la bioamplification qui résulte du transfert de molécules chimiques par voie
trophique.
L’accumulation de certains polluants par les espéces bioaccumulatrices facilite leur mise en
évidence et leurs quantifications par des méthodes chimiques et/ou physiques en procédant a

I’analyse d’échantillons de ces especes (Lagadic et al., 1997).



Objectifs

L’Algérie ,un pays en voie de développement connait ces vingt derniéres années un fort
accroissement démographique ,une industrialisation de plus en plus active, et une intensification de
ses activités agricoles .La pollution de I’environnement par I’azote est devenue une préoccupation
majeure en agriculture ( Bouwer,1990 ; Leviel,1998) et en santé publique (Ellen et
al.,1982 ;Chrétien et al.,1974) et c’est dans ce sens que nous nous sommes intéressés au NPKs
(NP,OsK,0) (engrais azoté largement utilisé en agriculture dans notre région —~ANNABA (Nord est

algérien)-et fabriqué localement par FERTIAL (Entreprise des fertilisants d’Algérie).

FERTIAL ,premier pole industriel polluant au niveau de la zone du Grand Annaba, rejette 5 160
t/an de poussiére d’engrais et 1 281 t/an de poussiére de nitrate d’ammonium .Ajouté a cela ,

ARCELOR MEETAL qui est la seconde entreprise polluante avec 3 000 t/ans d’ammoniac.

But de travail

Cette partie de recherche a pour objectif 1’¢tude du devenir des fertilisants azotés sur des
organismes vivants (végétaux inférieurs) qui ont été sélectionnés comme modéles biologiques et la
capacit¢ de ces modeles choisis & s’adapter a la présence de concentrations croissantes de
xenobiotique.

Dans le cadre de ce travail, nous tenterons d’apporter notre contribution sur I’utilisation des
végétaux inférieurs comme bio-indicateurs de la pollution et par-la méme leur comportement vis-a-
vis des molécules vraisemblablement inoffensives mais en méme temps controversées comme le
NPKs.

Dans cette premiere partie de ce mémoire, nous nous sommes fixes trois objectifs principaux :

e [’application des tests de toxicité sur ces végétaux, par le biais du suivi de parametres
biochimiques de base et physiologiques (teneurs de chlorophylles a, b et (a+b), taux de
proline, teneurs en sucres solubles, teneurs en protéines totales) chez des espéeces
végétales connues comme étant des bio-indicateurs : les mousses et les lichens.

e L’¢étude du pouvoir anti-oxydant de ces végétaux a travers le suivi des bio-marqueurs
enzymatiques, tels que : GST, CAT, APx et également : GSH et MDA sous un stress
causeé par cet engrais.

e [’utilisation d’une technique originale qui permet la mesure de la production ou de la
consommation d’oxygene par ces veégétaux en présence ou non de polluant (NPKs).

L’appareil utilisé pour cette technique est une électrode a oxygene.
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1.Matériel chimique

Notre matériel chimique est un engrais ternaire : azoté-phosphaté-potassique-sulfaté : NPKs
(NP,OsK,0) (15,15,15), de couleur grisatre et de présentation granulé, soluble dans 1’eau. Il
provient de la société des fertilisants d’Algérie « FERTIAL », il est dissout dans de 1’eau distillé a
des concentrations de 10,20, 30, 40 et 50mM .

2. Matériel biologique
2.1. Les mousses
Parmi les plantes actuelles, les bryophytes sont celles qui ont conservé le plus de caractéres des
premiéres plantes ayant colonisé la terre ferme (Ozenda , 2000).
En classification classique ou traditionnelle, le sous-regne des Bryophytes (Bryophyta lato
sensu) comprend trois divisions (ou embranchements) ou de végétaux terrestres non vasculaires :
o Ladivision des Hépaticophytes (Hepaticophyta) : 6 000 espéces de plantes hépatiques ;

o Ladivision des Anthocerotophytes (Anthocerotophyta) : 100 espéces d’anthocérotes ;

La division des Bryophytes (Bryophyta stricto sensu) : 9 500 espéeces de mousses (Guignard et
Dupont, 2004).
Hépatiques

(Marchantiophytes)

Embryophytes | Anthocérotes
(Anthocéronhvtes)

Mousses
(Bryophytes )

Plantes vasculaires
(Trachéophytes)

Figure 2. Cladogramme des Bryophytes (Guignard et Dupont, 2004)

L'importance écologique des Bryophytes a longtemps été sous-estimée. Présentes aussi bien
dans les régions arctiques que dans les foréts tempérées et tropicales (riches en especes épiphytes),
elles y stockent l'eau par capillarité; en montagne elles interviennent dans la fonte des neiges.
(Guignard et Dupont , 2004).

Les Bryophytes ont sans doute été, les premieres plantes a passer de l'eau a la terre ferme;
elles jouent encore ce rble pionnier dans certaines conditions extrémes, ombrage en sous-bois,
substrats trés pauvres et humides, rochers, écorces, souvent accompagnées de lichens avec lesquels
elles initient la formation d'humus (Guignard et Dupont , 2004).

2.1.1. Caractéres généraux des Bryophytes

L’embranchement des Bryophytes (du grec bruos : mousse et phuton : plante) regroupe environ 25
000 espéces, dont 1260 en France, réparties en trois classes : Hépatiques, Anthocérotes et Mousses
(composées d’environ 15 000 especes). Cette subdivision en 3 classes répond a des criteres
structuraux distincts du sporophyte et du gamétophyte.
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Néanmoins, les caracteres biologiques (morphologie, cycle de vie) et écologiques sont
communs aux Bryophytes :
v’ Les bryophytes sont présentes dans toutes les régions du globe de I’équateur aux terrestres
et aquatiques a I’exception du milieu marin. En raison de leur petite taille et de leur capacité
a occuper et exploiter d’innombrables micro - stations, les aires de répartition des
bryophytes sont beaucoup moins précises et pertinentes que celles des végétaux supérieurs
(Cusset, 1997 ; Ah-Peng, 2003).

Ce sont des végétaux chlorophylliens de petite taille, inférieures a 70 cm, les plus grandes étant des
Mousses aquatiques. Cette taille assez faible est due a I’absence de tissus de soutien lignifiés et de
tissus conducteurs évolués.

Ils sont dépourvus de racines. L’alimentation en eau est réalisée a partir du sol par des rhizoides de
taille millimétrique, qui ne peuvent exploiter que les horizons tres superficiels, ou a partir de
I’absorption des précipitations par tout le corps végétatif.

v' Leur reproduction sexuée se fait selon un cycle digénétique (alternance entre deux
générations).

v’ Les Bryophytes présentent une alternance réguliere entre une génération haploide (a n
chromosomes), productrice de gameétes et appelée gamétophyte et une génération diploide
(@ 2n chromosomes), productrice de spores et appelée sporophyte. (Bardat et
Boudier,2002).

2.1.2. Morphologie et physiologie

Il s'agit d'une classe de végétaux du phylum des Bryophytes, réunissant de petits végétaux
herbacés, vivaces pour la plupart. Les mousses sont extrémement petites pour la plupart, parfois
méme a peine visibles; aussi leur étude (autrefois appelée Muscologie, et aujourdhui, plus
correctement, Bryologie) offre-t-elle de grandes difficultés)(Liittge et al.,1999).

La structure est simple, peu d'organes sont clairement différenciés, on parle d'une structure «
thalloide » ; les feuilles sont simples (une a trois couches de cellules) et avec des stomates, celles-ci
disposées sur les tiges suivant une symétrie radiale, la tige ne posséde pas de tissus conducteurs
comparables a ceux des plantes a graines (Spermatophytes) ni méme des fougeres, et il n'y a pas de
racines, simplement des rhizoides servant au support de la plante (ancrage plus important)( Liittge
et al.,1999).
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2.1.3. Classification
On la divise en trois sous-classes :

% Les Mousses proprement dites : comprenant de nombreux ordres et familles, caractérisées
en genéral par une symétrie radiale avec une "tige" portant des feuilles; de 10 000 a13 500

especes selon les estimations.

L)

» Les Sphaignes : ne comprennent qu'un seul genre, Sphagnum, qui compte plus de 300
espéeces, elles ne vivent que dans les eaux acides ou tout au plus neutres et chaque espéce ne
se développe que entre deux limites de pH parfois trés rapprochées (espéces dites
sténoionique).

% Les Andreaeales : ce groupe ne comprend que les Andreaea et quelques petits genres

(Ozenda, 2000).

Sphaignes ~ Andreaeales Mousses proprement dites
Figure 3. Les différentes sous classes des Mousses (Bryopsidées)@l.

2.1.4. Mousses, environnement et pollution

Les bryophytes, et les mousses en particulier tirent I'essentiel de leur nourriture de l'air et
des  nutriments apportés par la  pluie ou les dépbts de  particules.
IIs jouent a ce titre un rdle important dans I'épuration de I'air, mais aussi en matiére d'accumulation
de certains polluants (métaux lourds et radionucléides notamment). Ce sont aussi des organismes
pionniers important dans les processus de resilience écologique (Bignal et al.,2008) .

De par leur résistance naturelle a de nombreux polluants , ils sont considérés comme
bioaccumulateurs, ils peuvent permettre de cartographier la pollution présente et d'un passé récent.
On a les utilisé par exemple pour cartographier des pollutions par le plomb ou le cadmium
(Ramade, 1995).
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2.1.5. L'espece de Mousse choisie

Position systématique

Reégne : Plantae.

Division : Bryophyta.

Classe : Bryopsida.
Sous-classe : Bryidae.

Ordre : Neckerales.

Famille : Leucodontaceae.
Genre : Leucodon.

Espéece : Leucodon sciuroides.

Figure 4. Leucodon sciuroides
(A) : Vue rapprochée @°
(B) : Photo réelle de site d'échantillonnage.
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2.2. Les lichens

2.2.1. Généralités

Le terme de « lichen » est d’origine grecque et se trouve pour la premiére fois dans les écrits de
Théophraste (IV° siécle avant notre ére) qui désignent des plantes croissant sur les troncs des arbres,
auxquelles on attribuait a D’époque des vertus médicinales. Des Hépatiques étaient alors
certainement confondus avec les lichens (Ozenda et Clausade,1970).

Ainsi appelle-t-on « Lichens », tous les végétaux présentent une individualité bien marquée qui
résultent de la symbiose d’un Eumycéte ou un chlorophyte (Ozenda et Clausade,1970).

2.2.2. Historique

Depuis déja longtemps, les lichens sont utilisés comme bioindicateurs et biointégrateurs
performants dans la détection de la pollution atmosphérique. C’est Nylander qui, le premier,
constatant la disparition des lichens corticoles du jardin du Luxembourg entre 1866 et 1896, émit
idée que les lichens pouvaient étre des « Hygromeétres » de la qualité de 1’air.

En 1970, Hawksworth et Rose ont été établi une méthode d’estimation de la qualité de 1’air pour
la Grande-Brétagne et les Pays de Galles, a partir de 1’observation des lichens. Ce fut la premiére
méthode qualitative permettant une corrélation directe sur le terrain entre les especes lichéniques
corticoles et les teneurs moyennes hivernales de SO..

Durant la méme période, une autre approche permettait la mise au point d’indices de biodiversité
comme la méthode quantitative de Leblanc et Sloover (1970) dite méthode de I’indice de Pureté
Atmosphérique (IAP). Cette méthode a la différence de la précédente, rend compte des
modifications de la flore lichénique corticole en relation avec la qualité de 1’air mais sans lien direct
avec un polluant particulier. Depuis cette période, d’autres méethodes quantitatives ont vu le jour :
celles des lichénologues suisses , des allemands et des italiens (Nimis, 1991).

L'un des problemes majeurs de notre fin de siécle est la pollution atmosphérique. Il est
possible d'évaluer la qualité de l'air a l'aide d'appareils de mesure, cependant leur colt élevé ne
permettra jamais de couvrir lI'ensemble du territoire. L'utilisation d'organismes vivants et en
particulier pour I'évaluation de la qualité de l'air, la bioindication lichénique, doit &tre un outil a
privilégier (Ozenda, 1990 ; Duchatelet , 1994).

Les lichens sont des organismes doubles qui résultent de 1’union symbiotique d’un
champignon avec une algue ou une cyanobactérie. Toutefois, leur nature double, longtemps ignorée,
n’a été reconnue qu’a la suite des travaux de (Diederich ,1990 ; Ozenda ,2000).

Les lichens sont aujourd’hui utilisés comme indicateurs du niveau de pollution. Les
polluants présents dans I’air (les hydrocarbures aromatiques polycycliques émis par les véhicules de
transport, dioxines, rejets des usines d’incinération, polluants résilients et non biodégradables tels
que les métaux lourds, plomb, chrome, cadmium). (Ozenda et Clausade, 1970 ; Richardson,
1992).

Les lichens sont tres importants pour régénérer les sols, notamment aprés un incendie. Selon
le niveau de pollution, certaines especes de lichens meurent ou proliferent (AFL, 1991 ; Dobson ,
1992).
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2.2.3. Morphologie et physiologie

Sous l'aspect lichen, le thalle se présente sous forme d'écailles, de crodtes, de filaments, de
laniéres ou de lobes, aux allures de feuille. On distingue trois grands types de lichens:
%+ Les lichens fruticuleux au thalle en forme arbuste ou de tige plus ou moins ramifiée

(ex:Usnea et Ramalina).

% Les lichens foliacés dont le thalle en forme de limbe foliaire, attaché au substrat par un
seul point plus ou moins étendu (ex : Parmelia, Xanthoria).

% Les lichens encroltant ou crustacés qui forment des croltes minces ou épaisses

fermement appliquées au substrat, tandis que le bord forme une limite imprécise.

Tableau 1 . Comparaison entre lichens et végétaux supérieurs.

(Schumacher et Hallet,1997)

Lichens Végetaux supérieurs

- L’eau et les minéraux proviennent | - L’eau et les sels minéraux, sont puisés dans
exclusivement de I’air et de I’eau de pluie. le sol.

- Absence de systeme de régulation des | - Les feuilles sont recouvertes d’une cuticule
entrées et des sorties. protectrice et imperméable, les stomates sont
capables de se fermer a certains polluants.

- Actif toute I’année apres la pluie. -Pas d’activité hivernal.

- Croissance lente. - Croissance rapide.

2.2.4. Propriétés

Le grand nombre des lichens, leur extréme diversité structurale et les larges possibilités que
leur offre la symbiose, entrainent une grande variété de leur écologie, dont seules les grandes
lignes seront évoquées. Elles découlent directement des particularités anatomique et physiologique:

% La dépendance plus ou moins grande vis-a-vis du substrat, croissante des lichens
fruticuleux aux foliacés et aux crustacés, maximale chez ceux dont le thalle est
hypocortical ou endolithique et qui dépendent alors étroitement des caractéres physiques
(dureté, porosité) ou chimiques (pH, teneur en calcium) de ce substrat.
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% L’exigence photopile, consequence de la faible biomasse relative des cellules
chlorophylliennes. (Hawksworth et Hill, 1984 ; Ozenda, 2000).

% La reviviscence, qui permet la colonisation de milieux & sécheresse temporaire, sans
masquer pour autant la loi général, valable pour les lichens aussi, de la plus grande
richesse des stations et des climats humides.

% La résistance aux basses températures, qui entraine la richesse en lichens des montagnes
et des régions nordiques.

¢ Les lichens sont dépourvus de systeme de contrdle des entrées et des sorties, ils n’ont
pas de stomates pour contrdler les échanges avec 1’atmosphére. (Deruelle et Lallement,
1983).

2.2.5. Utilisation des lichens comme bioindicateurs
Les lichens sont utilisés:

«» Comme indicateurs de la chimie des sols.

R/

¢ Pour I’évaluation de la hauteur moyenne d’enneigement.
% Pour la datation de 1’dge des moraines, d’aprés le diamétre des plus grands lichens

crustacés, de leurs blocs rocheux.

Mais leur principal intérét dans ce domaine, est leur utilisation possible dans la localisation des
pollutions atmosphériques .Il y a plus d’un siécle qu’on a noté que, trés sensibles aux fumées et
poussiéres, ils ont totalement disparu des grandes villes et des zones industrielles. Cette question a
donné lieu depuis trente ans a un grand nombre de travaux dans tous les pays industrialisés. (Van
Haluwyn et Lerond , 1993 ; Ozenda , 2000 ).
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2.2.6. L’espéce de lichens choisie

Position systématique

Regne: Champignons

Division : Ascomycota

Classe: Lecanoromycetes
Sous-classe : Lecanoromycetidae
Ordre: Lecanorales

Famille: Ramalinaceae

Genre: Ramalina

Espéce :Ramalina farinacea

Figure 5. Ramalina farinacea
(A): Vue rapprochée @°

(B): Photo réelle de site d’échantillonnage.
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3. Méthodes

3.1. Méthode de préparation du milieu de culture
Les solutions préparées avec les différentes concentrations de NPKs sont utilisees pour
I’imbibition des échantillons des mousses et des lichens. Environ, 4g de thalle sont trempés dans
400ml de la solution préparée pendant deux périodes de traitement : 3 et 7jours (Bensoltane,
2005).
3.2. Méthodes de dosage
3.2.1. Dosage de la chlorophylle

La méthode utilisée pour I'extraction de la chlorophylle est la méthode traditionnelle établie par
Holden , (1975), qui consiste en une macération du végétal dans l'acétone.
Le traitement des échantillons se fait comme suit :

* 1g du végétal (Mousses et lichens), coupé en petits morceaux et broyé dans un mortier avec 20
ml d'acétone a 80% et environ 100 mg de bicarbonate de calcium (CaCOy).

* Aprés broyage total, la solution est ensuite filtrée et mise dans des boites noires, afin d'éviter
I'oxydation de la chlorophylle par la lumiere.

* La lecture se fait aux deux longueurs d'onde 645 et 663 nm, apres étalonnage de 1'appareil avec
la solution témoin d'acétone a 80%.

* La formule relative au solvant d’acétone, nous permet de calculer les valeurs des chlorophylles
(Arnon, 1949).

Chl.a=12, 7 DO (663) - 2, 69 DO (645).
Chl.b = 22.9 DO (645) — 4.6 DO (663).
Chl (a+b) = 8,02 DO (663) + 20.20 DO (645).

3.2.2. Dosage de la proline

La technique de dosage de la proline utilisée est celle de Monneveux et Nemmar, (1986).

» 100 mg du végétal (mousses et lichens), coupé en petits morceaux et introduit dans un tube a
essai, auquel on ajoute 2 ml de méthanol a 40%, I'ensemble est ensuite chauffé au bain-marie a
80°C pendant 60 min, les tubes sont recouverts de papier aluminium pour éviter la volatilisation de
I'alcool.

* Apres refroidissement, on préléve 1 ml de la solution, auquel on ajoute 1 ml d'acide acétique
(CH3COOH) et 1 ml de mélange modifié contenant :120 ml d'eau distillée + 300 ml d'acide acétique
+ 80 ml d'acide orthophosphorique et 25 mg de ninhydrine.

* Les solutions sont portées a ¢ébullition pendant 30 min, elles virent au rouje, apres
refroidissement, on ajoute 5 ml de toluéne, aprés agitation deux phases se séparent :

1- La phase inférieure sans proline.
2- La phase supérieure qui contient la proline. Cette phase est ensuite récupérée et déshydratée
par I'adjonction de Na; So,.

* Enfin, on procéde a la détermination des densités optiques des échantillons a la longueur
d'onde 528 nm, apres étalonnage de I'appareil par le mélange (acide acétique + eau distillée + acide
orthophosphorique + ninhydrine).

« Les valeurs obtenues sont reportées sur la courbe d'étalonnage :

Y = 0.00681 X+0.00105 R?=0.99 19



Y = Densité optique (DO).
X = Concentration en proline.

3.2.3. Dosage des protéines totales

Les protéines totales des mousses et des lichens ont été quantifiées selon la méthode de
Bradford (1976), en utilisant I’albumine du sérum de beeuf (BSA) comme standard (Merk).La
gamme d’étalonnage est réalisée a partir d’une solution mere de BSA (1 mg/ml) .Le dosage des
protéines est effectué avec une fraction aliquote de 100l.

e Les densités optiques sont mesurées grace a un spectrophotometre (JENWAY 63000), la
mesure est réalisée a une longueur d’onde de 595mm.
e Les protéines totales sont déterminées a partir de la courbe de référence.

Y =0.0444X R*=0,99

Y = Densité optique (DO).
X = Concentration des protéines totales.

3.2.4. Dosage des sucres totaux

Les sucres solubles sont dosés selon la méthode de Schields et Burnett (1960), basée sur
’utilisation de l'anthrone en milieu sulfurique comme réactif ,(150 mg anthrone, 75 ml acide
sulfurique 96 %, 25 ml eau distillée) et une solution mére de glucose a 50pug/ml.
Nous prélevons 100mg de matiere végétale fraiche (mousses et lichens).On ajoute ensuite 3ml
d’éthanol a 80%, on laisse le tout a une température ambiante pendant 48h environ. On chauffe au
bain marie a 70°C pendant 30min et on préléve 2ml d’extrait pour le dosage.
Le dosage des sucres totaux est effectué dans une fraction aliquote de 100ul a laquelle on ajoute 4

ml du réactif & I'anthrone. Les tubes sont maintenus dans un bac de glace pendant la manipulation
pour éviter I'éclatement car la réaction est exothermique.
e Aprés agitation, les tubes remis dans un bain-marie préalablement porté a une
température de 92°C pendant 8 minutes. Ils sont ensuite refroidis dans un bac a glace a
I'obscurité pendant 30 minutes pour éviter l'oxydation des sucres.

e Les absorbances sont mesurées grace a un spectrophotomeétre (JENWAY 63000) et la
lecture est réalisée a une longueur d'onde de 585 nm.
e Lesteneurs en sucres totaux sont déterminées a partir de la courbe de référence.

Y =0.009 X+ 0.04 R?=0.99

Y= Densité optique (DO).
X= Concentration des sucres totaux.

3.2.5. Dosages Enzymatiques

3.2.5.1. Préparation de I’extrait enzymatique

La méthode adaptée afin d’otenir 1’extrait enzymatique du végétal est celle de Loggini et
al.,(1999).

Apres 3 et 7 jours de traitement, 500mg du végétal (mousses et lichens) est broyé a froid a 1’aide
d’un mortier dans un tampon phosphate (50ml NaK ,pH=7,2) a raison de 1ml du tampon pour 1
g de MF .L’homogénat est ensuite filtré a I’aide d’une toile adéquate avant de procéder a une
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centrifugation a froid a 12000g pendant 20mn(centrifugeuse sigma 3-16K).Le surnageant
obtenu sera utilisé comme extrait pour la détermination des différents extraits enzymatiques.

3.2.5.2. Dosage de I’activité Ascorbate-peroxydases (APX)

L’activité ascorbate-peroxydase est réalisée suivant le protocole adopté par Nakano et
Azada (1987). Le volume réactionnel final de 3ml contient : 100ul d’extrait enzymatique, 50ul
d’H,0, & 0,3% et 2850l de tampon phosphate NaK-Ascorbate (50mM NaK, 0,5mM ascorbate,
pH= 7,2). L’¢talonnage de I’appareil se fait en ’absence de 1’extrait enzymatique. La lecture est
effectuée a 290 nm (Spectrophotometre JENWAY 63000) pendant 1min et ce pour un
coefficient d’extinction molaire € = 2800M™.cm™, ’activité APX est exprimée en nmol/min/mg
de protéines.

3.2.5.3. Dosage de P’activité Catalase (CAT)

L’activité catalase (CAT) est réalisée suivant la méthode de Cakmak et Horst, (1991). La
décroissance de I’absorbance est enregistrée pendant trois minutes par un spectrophotometre
(JENWAY 6300) pour une longueur d’onde de 240nm et un coefficient d’extinction molaire ¢
=39400 M .cm™.L Pour un volume final de 3ml, le mélange réactionnel contient : 100u1 de I’extrait
enzymatique brut, 50ul de peroxyde d’hydrogéne H,0, & 0,3% et 2850ul de tampon phosphate
(50mM, pH= 7,2). L’étalonnage de 1’appareil se fait en 1’absence de I’extrait enzymatique. La
réaction est déclenchée par 1’addition d’eau oxygénée. L’activité catalase est exprimée en
nmol/min/mg de protéines.

Les résultats sont exprimés en umoles de H,O, consommées par minute, ce qui correspond a 1 U de
catalase et I’ascorbate peroxydase selon la formule suivante :

(A DO X 10)

gx Lx 0,05xmg de protéine

X : umoles de H,O, consommeées par minute et par mg de protéines
A Do : différence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.
€ : coefficient d’extinction molaire ( m M™. Cm '1)

L : Longueur de la cuve utilisée (1cm).
0,05: Le volume du surnageant utilisé en ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
3.2.5.4. Dosage de I’activité Glutathion S-Transférase (GST)

L’activité glutathion S-transférase est réalisée par la méthode de Habig et al.,( 1974) . Elle est
basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4
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dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur :le glutathion (GSH). Cette activité est mesurée a une
longeur d’onde de 340nm par un spectrophotomeétre visible/UV (JENWAY 63000).

Les échantillons sont homogénéisés dans un tampon phosphate a pH 6,5 et a 100mM et
centrifugés a 9000g pendant 30 min , le surnageant récupéré servira comme source d’enzymes.

Les concentrations de la GST sont exprimées en pumole /min/ mg de protéines et 1’activité
spécifique est déterminée d’aprés la formule suivante :

ADy Vi
X= X mg de
protéines

9,6 Vs

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (UM/min/mg de protéines).

ADy : pente de la droite de régression obtenue aprés hlydrolyse du substrat en fonction du temps. .
9,6 : coefficient d'extinction molaire du CDNB (mM™cm™).

Vt : volume total dans la cuve : 1,4 ml (0,2 ml surnagent + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH). .

Vs : volume du surnageant utilisé dans le dosage : 0.2 ml.

mg de protéine : quantité de protéines exprimée en mg.

3.2.5.5. Dosage de Glutathion (GSH)

Le taux de glutathion a été dosé selon la méthode de Weckberker et Cory (1988), qui repose
sur la mesure de I'absorbance de I'acide 2-nitro-5 mércapturique, résultant de la réduction de l'acide
5-5' thiol-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les groupements thiol (-SH) du glutathion.

Le protocole consiste a :

* Broyer 500 mg du végétal dans 4 ml tampon phosphate (0.1 M, pH=6.5).
« Centrifuger ce mélange a 5000 tours/min pendant 15 min.

e Prélever 0.8 ml (800 pl) de I'hnomogénat.

 Ajouter 0.2 ml (200 pl) de ASS 0.25%.

» Agiter et laisser 15 min dans un bain de glace.

« Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.

e Prélever 0.5 ml (500 pl) du surnageant.

 Ajouter 1 ml de tampon Tris-EDTA.

» Mélanger et ajouter 0.025 ml (25 pl) de DTNB.

« Laisser pendant 5 min a la température ambiante.

e Lecture a 412 nm grace a un spectrophotomeétre de type (JENWAY 6705).
Le taux du Glutathion est estimé selon la formule suivante:

X= ADo x vd y Vt g de protéines.

131 Vh Vs

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (LM/mg de protéines).

ADy : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.

13.1 : coefficient d'extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH) a 412 nm.

Vd : volume total des solutions utilisées dans la déeprotéinisation : 1 ml (0.2 ml ASS + 0.8 ml
homogénat).

Vh : volume de I'homogénat utilisé dans la déprotéinisation : 0.8 ml.
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Vt : volume total dans la cuve : 1.525 ml (0.5 ml surnagent + 1 ml trissEDTA + 0.025 ml DTNB).
Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0.5 ml.
mg de protéine : quantité de protéines exprimée en mg.

3.2.5.6. Dosage de malondialdehyde (MDA)

La peroxydation des lipides est estimée par 1’évolution de la teneur en malondialdehyde (MDA)
déterminée selon la méthode décrite par Alia et al.,(1995). L’homogénéisation du tissu végétal dans
I’acide trichloroacétique (TCA) 5 % a raison de 10 ml pour 1g de tissu végétal est suivie d’une
centrifugation pendant 15 mn a 12 000 g. Au surnageant est ajout¢ un volume égal d’acide
thiobarbiturique (TBA) 0,5% dans le (TCA ) 20%. Le mélange est incubé a 100°C pendant 25 mn.
L’absorbance du surnageant, obtenu aprés centrifugation a
10 000g pendant 5 mn, est lue a 532 nm. La densité optique est ensuite corrigée par la soustraction
de I’absorbance non spécifique a 600 nm. La concentration de MDA est calculée en utilisant son
coefficient d’extinction 155 mM ™ em™.

ADO Vt
X= X g de proteines

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (UM/mg de protéines).
ADy : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.

155 : coefficient d'extinction molaire du TBA (mM™cm™).

V1t : volume total dans la cuve : 1 ml.

Vs : volume du surnageant utilisé dans le dosage : 0.5 ml.

mg de protéine : quantité de protéines exprimée en mg.

4. Etude du metabolisme respiratoire

L’appareil utilis¢ est une électrode a oxygene, de type HANSATECH, qui permet la mesure de
la production ou de la consommation d’oxygene. L’appareil comprend une cathode polarisé (-) en
platine et une anode polarisé (+) circulaire en argent. Le contact entre les deux électrodes est établi
par un pont de solution saturée de KCI, la suspension cellulaire est constamment remuée par un
agitateur magnétique. L’application d’une faible tension électrique va provoquer la réduction
¢lectrolytique de 1’oxygeéne présent dans la solution. Le courant qui traverse le circuit des deux
électrodes quand la tension appliquée est en moy*enne de 0,7mV, varie linéairement en fonction de
la concentration en oxygene dissout dans la suspension cellulaire selon la réaction :

Y20,+2¢€ —_—0

La jaquette est maintenue a une température constante de 25°C. Cet appareil est relié a un
ordinateur sur lequel les spectres apparaissent et sont ensuite enregistrés sur une imprimante de type
(Epson-LQ 1027) (Djebar et Djebar, 2000).

23



Figure 6. L’électrode a oxygéne (Djebar et Djebar, 2000).

5 .Etude du métabolisme photosynthétique

L’intensité photosynthétique des échantillons (Mousses et Lichens) isolées est mesurée par
I’¢lectrode a oxygeéne comme pour I’intensité respiratoire. L’échantillon est séparé¢ de toute source
lumineuse par un épais filtré noir (carton) et caché par une boite noire afin d’accélérer le processus
métabolique et permettre aussi 1’activité photosynthétique.

6.Etude statistique

L’analyse statistique des données est effectuée par le test T de Student qui consiste & comparer
les moyennes de 2 populations a 1’aide des données de deux échantillons indépendants , réalisé a
I’aide d’un logiciel d’analyse des données: Minitab (Version 16.0) (Dagnelie, 1999).
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1. Traitement 3 jour

1.1. Effets des concentrations croissantes de NPKs sur les variations du taux
de proline
Les effets du NPKSs sur les variations du taux de proline chez les mousses sont regroupés
dans la figure (7).
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Figure 7. Effets de NPKs sur les variations du taux de proline chez Leucodon
sciuroides

On constate que chez le témoin, le taux en proline est inférieur par rapport a ce des traités
(19,07 pg /100 mg de PF(+0,96), alors que chez les échantillons traités ,le taux de proline est
dose dépendant .Avec la plus forte concentration de NPKs (50mM), le taux de proline
augmente jusqu’a 36,25 pg /100 mg de PF (+0,38), alors que celui observé avec la plus faible
concentration (10mM) est réduit a environ 72% (25,98 ug /100 mg de PF (+0,89).

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre les témoins et
les traités a différentes concentrations (10,20,30,40 et 50mM) apres 3 jours de traitement,
(P<0,001).
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Figure 8. Effets de NPKs sur les variations du taux de proline chez Ramalina
farinacea
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La figure (8), illustre I’effet des différentes concentrations en NPKs sur les teneurs moyennes en
proline chez les lichens. Nous constatons que chez les échantillons traités, le taux de proline tend a
augmenter d’une manic¢re dose-dépendante par rapport aux échantillons témoins. Cette
augmentation est significative a la plus forte concentration ou le taux de proline atteint 49,03
Kg /100 mg de PF (£0,81), alors que chez les témoins, ce taux ne dépasse pas 10,7 pug /100 mg de
PF (x0,14).

L’analyse statistique révele une différence significative (P<0,05) des traités par la concentration
(10mM) apres un traitement de 3 jours, comparativement aux témoins Cependant, des différences
tres hautement significatives (P<0,001) ont été révélé pour les autres concentrations (20,30, 40 et
50mM).

1.2. Effets des concentrations croissantes de NPKSs sur les teneurs des sucres
totaux :

Les figures (9 et 10) mettent en évidence ’effet de NPKs sur les teneurs moyennes des sucres
totaux respectivement chez les mousses et les lichens.
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Figure 9. Effets de NPKs sur les variations des teneurs moyennes des sucres totaux chez
Leucodon sciuroides

La figure (9), met en évidence les variations du taux de sucres totaux chez L.sciuroides. Nous
constatons une augmentation dose-dépendante .Chez les échantillons témoins, ces teneurs sont
réduites par rapport a ceux des traités : environ 57,77(x0,22)ug/100mg de PF).Alors que celle
observé avec la concentration 50mM,est de 1’ordre de 148,43(+0,67) ug/100mg de PF).

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives chez les traités avec les
différentes concentrations (10,20,30, 40 et 50mM) par rapport au témoin (P<0,001)
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Figure 10. Effets de NPKs sur les variations des teneurs moyennes des sucres totaux chez
Ramalina farinacea.
Nous constatons que chez les lichens, les teneurs en sucres totaux tendent a augmenter avec les
concentrations de NPKs par  rapport au témoin dont la valeur est de l'ordre de
73,32(+0,38)ug/100mg de PF) . Par conséquent, cette augmentation est significative avec les deux
plus fortes concentrations (40 et 50mM) qui sont respectivement [ 149,55(x2,33)ug/100mg de PF)
et 152,55(x0,91)ug/100mg de PF)].
Apres 3jours de traitement, I1’analyse statistique révele des différences trés hautement
significatives (P<0,001) par toutes les concentrations (10, 20,30, 40 et 50mM) par rapport au
témoin.

1.3. Effets des concentrations croissantes de NPKSs sur les teneurs moyennes de
protéines totales :
Les tableaux (2 et 3) représentent respectivement 1’effet du traitement par le NPKs sur les teneurs
en protéines totales chez les mousses et les lichens.

Tableau 2. Effets de NPKs sur les variations des teneurs moyennes de protéines totales
chez Leucodon sciuroides.

Traitement 0 2,48 4,96 7,44 9,92 12,4
NPKs : (g/) 4—»
(MM)——
0 10 20 30 40 |50
Teneu_rs en
Protéines 1., 53,0 133/11,05£0,17 | 11,37+0,096 | 16,79+0 13 | 22.640,16 | 24,88+0,16
(1g/100mg de

Le tableau (2), illustre les variations des taux des protéines totales chez L.sciuroides. Nous
constatons que le traitement par le NPKs provoque une augmentation significative des taux des
protéines totales chez les mousses traitées avec un taux d’environ : 24,88 (£0,16)g/100mg de MS
a la plus forte concentration (50mM). Comparés aux taux observés chez les mousses témoins qui
est de ’ordre de 10,53 pg/100mg (£0,133)de MS.
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L’analyse statistique révéle une différence significative entre le taux des protéines chez les témoins
et traités par la concentration (10mM) (p<0,05) et des différences trés hautement significatives
pour les traités par les concentrations (20,30,40 et SOmM) par rapport au témoin (P < 0,001).

Tableau 3. Effets du NPKs sur les variations des teneurs moyennes de protéines totales chez
Ramalina farinacea .

Traitement 0 2,48 4,96 7,44 9,92 12,4
NPKs : (g/l) 1—
(mM) >
0 10 20 30 40 |50
Teneurs en
( P,rlootg'r;'esde 27,35+0,098 | 33,82+0,23 | 37,38+0,19 | 40,02+0,33 | 42,42+0,117 | 43,080,035
H I\/IS)g *kk *k*k *k*k *Kk*k *k*k

Le tableau (3 ) ,met en évidence les variations des taux de protéines totales en présence de
différentes concentrations de NPKs chez R.farinacea.Nous constatons une nette augmentation des
teneurs en protéines totales dose-dépendante. Cette augmentation atteint un taux de 43,08
Hg/100mg de MS(+0,03) avec la plus forte concentration (50mM).

Aprés un traitement de 3jours, 1’analyse statistique révele des différences trés hautement
significatives entre les témoins et les traités par toutes les concentrations (10,20,30,40 et 50mM) (P
<0,001).
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1.4. Effets de NPKs sur les variations des teneurs des chlorophylles (a ,b et a+b)
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Figure 11. variations des teneurs des chlorophylles (a,b et a+b) chez Leucodon sciuroides
en fonction des concentrations croissantes de NPKs

La figure (11), met en évidence I’évolution des taux de chlorophylles a, b et (a+b) en fonction des
concentrations croissantes de NPKs chez les mousses.
Nous constatons que ces teneurs augmentent d’une maniére dose-dépendante jusqu’a (26,92uug/g de
PF(x0,47)) pour la chlorophylle (a+b) et ce a la concentration 20mM. Apres une réduction des
teneurs en chlorophylles (a+b) chez les traités avec 30mM (16,12ug/g de PF(x0,12),0n observe
une nouvelle augmentation avec les deux fortes concentrations (40 et 50mM) qui sont
respectivement [23,45u9/g de PF(+0,21) et(23,98 pg/g de PF(+0,91)].
L’analyse statistique révele une différence significative entre les témoins et les traités avec la
concentration (30mM) pour la (Chl b) (P<0,05), tandis que des différences trés hautement
significatives pour 1’ensemble des traités et avec toutes les concentrations (10,20, 30,40 et 50)
(Chlorophylle a, b et a+b) (P<0,001) toujours par rapport aux témoins.
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Figure 12. variations des teneurs des chlorophylles (a,b et a+b) chez Ramalina farinacea
en fonction des concentrations croissantes de NPKs
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La figure (12), met en évidence 1’effet des concentrations de NPKs sur les teneurs en chlorophylles
a, b et (a+b) chez les lichens. Nous constatons que les teneurs en chlorophylle (a+b) augmentent de
maniére dose-dépendante jusqu’a la concentration (40mM), ot nous constatons une diminution du
taux de chlorophylle (a+b) avec 17,73ug/g de PF (£0,28) .

D’autre part, I’analyse statistique révele une différence significative chez les témoins et les traités
avec la concentration (10mM) (Chl a) (P<0,05), tandis que des différences trés hautement
significatives pour I’ensemble des traités et avec toutes les concentrations (10,20, 30,40 et 50) (Chl
a, b et a+b) (P<0,001).

1.5 .Effets des concentrations croissantes de NPKs sur le taux de GSH
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Figure 13 . Effets de NPKs sur le taux de glutathion chez Leucodon sciuroides

La figure (13), illustre les variations du taux de GSH chez L.sciuroides en présence de
concentrations croissantes de NPKs.

Nous constatons que le taux de glutathion diminue de maniére dose-dépendante. Ainsi a la
concentration 50mM, le taux de GSH est faible: (16,06(x£0,15) umole/mg de protéines par
rapport au témoin qui est de : (31,27(x0,21) pmole/mg de protéines.

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre les témoins et les
traités par toutes les concentrations (10,20,30,40 et 50mM) (P <0,001).
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Figure 14 . Effets de NPKs sur le taux de glutathion chez Ramalina farinacea
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La figure (14), montre I’effet de NPKs sur le taux de GSH chez R. farinacea. Nous
remarquons que le traitement des lichens par le NPKs provoque une diminution progressive et
significative du taux de GSH chez les traités a la plus forte concentration (50mM), nous
enregistrons un taux de (48,56+0,21) umole/mg de protéines. Alors que celui du témoin est de
I’ordre de : (291,55+0,24) umole/mg de protéines.

Apres un traitement de 3jours, 1’analyse statistique révele des différences trés hautement
significatives entre des traités par toutes les concentrations (10,20,30,40 et 50mM) (P <0,001)
par rapport aux témoins.

1.6. Effets des concentrations croissantes de NPKs sur ’activité GST
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Figure 15. Effets de NPKs sur les variations de activité de glutathion-S-transférase chez
Leucodon sciuroides

La figure (15), met en évidence les variations de 1’activit¢ GST en présence de concentrations
croissantes de NPKs chez les mousses. Nous constatons que le taux de glutathion-S-transférase tend
a augmenter d’une maniére dose —dépendante. Cette augmentation est maximale chez les traités
avec la concentration 50mM ou ce taux atteint 0,106(x0,006)pmole/min/mg de protéines. Alors
que chez les traités avec la concentration 10mM, le taux de glutathion-S-transférase est faible
(0,0432(%0,0021)) umole/min/mg de protéines et proche de celle des témoins.

Aprés un traitement de 3jours, I’analyse statistique révele des différences trés hautement
significatives entre les témoins et les traités avec toutes les concentrations (10,20, 30, 40 et 50mM)
(P<0,001).
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Figure 16. Effets de NPKs sur les variations de Pactivité de glutathion-S-transférase chez
Ramalina farinacea

La figure (16), met en évidence les variations de 1’activit¢ GST en présence de concentrations
croissantes de NPKs chez les lichens.

Nous constatons que suite a un s¢jour des échantillons dans des solutions de NPKs, 1’activité GST
est dose-dépendante ; retenons que chez les échantillons traités a la plus faible concentration
10mM, T’activité est presque égale a celle du témoin (0,0519+0,048) umole/min/mg de protéines.
Tandis que, [’activit¢ observée avec la plus forte concentration 50mM , est de ['ordre de
(0,253+0,015) pmole/min/mg de protéines, environ 5 fois plus élevée que chez ceux traités par la
concentration 10mM ou les témoins .En revanche, aprés un traitement de 3jours, ’analyse
statistique révele des différences non significatives entre les témoins et les traités avec toutes les
concentrations (10,20, 30, 40 et 50mM) (p>0,05).
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1.7. Effets des concentrations croissantesde NPKSs sur les activités CAT
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Figure 17. Variations de I’activité catalase chez Leucodon sciuroides traité avec des
concentrations croissantes de NPKs.

La figure (17), illustre 1’effet des différentes concentrations de NPKs sur I’activit¢ enzymatique
catalase chez les mousses .Nous constatons que cette activité tend & augmenter en fonction des
concentrations NPKs .

Cette augmentation est significative chez les traités avec la plus forte concentration (50mM) avec
(0,702+0,022) x10* pmole/min/mg de protéines, alors que chez les témoins ce taux ne dépasse pas
(0,244+0,041)x10™* pmole/min/mg de protéines.

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre 1’activité catalase
chez les témoins et les traités par les concentrations (20,30,40 et 50mM) (p<0,001). Tandis qu’une
différence significative a été révélé pour les traités par la concentration (10mM) (P < 0,05).
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Figure 18. Variations de activité catalase chez Ramalina farinacea traité avec des
concentrations croissantes de NPKs.
La figure (18), montre que le NPKs perturbe les activités de la catalase chez les lichens. Cette
perturbation confirme une toxicité de cet engrais traduite par une stimulation de ’activité catalase
jusqu’a la concentration 30mM : (0,911+0,065) x10 umole/min/mg de protéines.

L’analyse statistique révele une différence hautement significative entre ’activité de la catalase
chez les témoins et les traités par la concentration (40mM) (p<0,01). Tandis que, des différences
significatives ont été révélées pour les traités par les concentrations (30 et 50mM) (P <0,05) et des
différences non significatives entre les témoins et les traités par les concentrations (10 et 20mM)
(p>0,05).
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1.8. Effets des concentrations croissantes de NPKs sur ’activité APX
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Figure 19. Variations de ’activité de I’Ascorbat peroxydase chez Leucodon sciuroides traité
avec des concentrations croissantes de NPKs.

La figure ( 19 ), refléte 1’évolution de 1’activité ascorbate peroxydase des mousses en fonction
de concentrations croissantes de NPKs. Nous constatons que les activités APx sont élevées
pour la concentration 30mM : (3,58+0,063) x10 umole/min/mg de protéines par rapport
aux témoins.

L’analyse statistique révéle une différence hautement significative entre 1’activité de
I’ascorbat peroxydase chez les témoins et traités par la concentration (30mM) (p<0,01).
Tandis que, des différences significatives ont éte révélé pour les traités par les concentrations
(10,20,40 et S0mM) (P <0,05).
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Figure 20. Variations de I’activité de I’Ascorbat peroxydase chez Ramalina farinacea traité
avec des concentrations croissantes de NPKs.
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Les variations de I’activité APX des lichens sont illustrées dans la figure (20).Nous constatons que
cette activité est trés élevée a la concentration 30mM avec (1,733+0.85)x10°umole/min/mg de
protéines.

L’analyse statistique révele une différence trés hautement significative entre 1’activité de 1’ascorbat
peroxydase des témoins et traités par la concentration (30mM) avec (p<0,001), et des différences
hautement significatives pour les traités des concentrations (20 et 40mM) (P < 0,01).Cependant
,une différence significative a été révélée entre les témoins et les traités par la concentration
(10mM) (P < 0,05), cette différence est non significative pour les traités avec la concentration
(50mM) (P >0,05).

1.9. Effets des concentrations croissantes de NPKs sur le taux MDA
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Figure 21. Effets de concentrations croissantes de NPKs sur les variations du taux de
malondialdéhyde chez Leucodon sciuroides

La figure (21), met en évidence les variations du taux de MDA chez L.sciuroides.

Nous constatons que ce taux est élevé et supérieur a celui des témoins, particulierement pour la
concentration 40mM avec (1,469+0,14) pmole/mg de protéines, par rapport aux témoins ,dont le
taux est de :(0,245+0,018) pmole/mg de protéines.

L’analyse statistique révele une différence hautement significative pour la concentration 10mM
(P<0,01). Cependant, des différences trés hautement significatives ont été révélées entre les témoins
et les traités par les concentrations (20,30 , 40 et 50 mM) (P <0,001).
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Figure 22. Effets de concentrations croissantes de NPKs sur les variations du taux de
malondialdéhyde chez Ramalina farinacea
La figure ( 22), illustre I’effet de NPKs sur les variations du taux chez R.farinacea.
Nous constatons que chez les témoins, le taux de MDA est faible : (0,176+0,014) pumole/mg de
protéines) ; alors qu’un taux plus élevé est observé avec la concentration 40mM : ((4,09+0,04)
pmole/mg de protéines). Avec la concentration de 50mM, le taux de MDA diminue et atteint
environ : (0,651+0,011) pmole/mg de protéines).
L’ Analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre les témoins et les
traités par les concentrations (10,20,et 40 mM) (P < 0,001).Cependant, des différences hautement
significatives ont été révélé par les concentrations (30 et 50mM) (P<0,01).

1.10.Effets des concentrations croissantes de NPKs sur le métabolisme

photosynthétique et respiratoire des mousses et des lichens

1.10.1.Effets des concentrations croissantes de NPKs sur le métabolisme
photosynthétique des mousses et des lichens
D’aprés cette figure (23 ) qui illustre I’effet des différentes concentrations de NPKs sur le
métabolisme photosynthétique des lichens de 1’espéce Ramalina farinacea , et apres un traitement
de 3 jours, on observe une nette augmentation de la quantité d’O, produite dans le milieu dés la 2°™
minute d’enregistrement pour tous les échantillons .
Le minimum de cette quantité a été enregistré au temps (10min) pour I’échantillon témoin qui
atteint : 6 nmole d’0,/100mg de PF.
L’échantillon traité avec la concentration 40mM, présente la quantité produite la plus élevée
jusqu’au temps (10 min),soit : 22 nmole d’0,/100mg de PF (augmentation = 72% par rapport au
témoin).Concernant les échantillons traités avec les autres concentrations (10,20,30 et 50mM)
,présentent des quantités d’oxygene produites supérieures a celles du témoin d’ou une stimulation
de la photosynthése.
L’analyse statistique a révélé des différences trés hautement significatives entre la photosynthese
des échantillons témoins et traités aux différentes concentrations de NPKs (p<0.001).
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Figure 23. Effet de NPKs sur le métabolisme photosynthétique chez Ramalina farinacea

La figure suivante (24), illustre I’effet des différentes concentrations de NPKs sur le métabolisme
photosynthétique des mousses ou on remarque une libération d’O, dans le milieu pour les
echantillons témoins ainsi que pour les échantillons traités avec les 5 concentrations choisies.

On observe une nette augmentation de la quantité d’O, produite dans le milieu dés la 4°™ minute
d’enregistrement pour les échantillons témoins .Le minimum de cette quantité a été enregistré au
temps (10min) pour I’échantillon traité avec la concentration 30mM, qui atteint : 10 nmole
d’0,/100mg de PF (Inférieur a celle du témoin : 11 nmole d’0,/100mg de PF).

Tandis que ’échantillon traité avec la concentration 20mM présente la quantité produite la plus
¢levée jusqu’au temps (10 min) ,soit : 15 nmole d’0,/100mg de PF .Concernant les échantillons
traités avec les autres concentrations (10,40 et 50mM) , présentent des quantités d’oxygene
produites supérieures a celles du témoin d’ou une stimulation de la photosyntheése.

L’analyse statistique a révélé des différences trés hautement significatives entre la photosynthése
des échantillons témoins et traités avec (p<0.001).
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Figure 24. Effet de NPKs sur le métabolisme photosynthétique chez Leucodon sciuroides

1.10.2.Effets des concentrations croissantes de NPKs sur le métabolisme respiratoire des
mousses et des lichens :

D’aprés cette figure ( 25) qui illustre I’effet de différentes concentrations de NPKs sur le
métabolisme respiratoire des lichens, on constate que toutes les courbes commencent a partir d’un
méme point environ 380 nmole d’0, . Chez les lichens témoins, la vitesse d’oxydation est de O
nmole d’O,/min d’ou une inhibition de la respiration.

Le traitement des échantillons avec les différentes concentrations de NPKSs, provoque une
accélération de la vitesse d’oxydation soit : 9 nmole d’O2/min pour 1’échantillon traité avec la
concentration 40mM et un maximum de cette vitesse de 10 nmole d’O,/min a été enregistré chez
I’échantillon de 50mM.Pour les autres échantillons (10,20 et 30mM), les vitesses d’oxydation
obtenus sont respectivement : 2, 4 et 6 nmole d’O,/min et sont toutes supérieures a celles des
lichens témoins d’ou une stimulation du métabolisme respiratoire.

L’analyse statistique révele des différences tre

s hautement significatives entre la respiration des échantillons témoins et traités avec (p<0.001).
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Figure 25. Effet de NPKs sur le métabolisme respiratoire chez Ramalina farinacea

Cette figure (26), illustre I’effet de traitement de NPKs pendant 3 jours, sur le métabolisme
respiratoire des mousses.

On constate que les mousses témoins présentent une respiration qui démarre a 340nmole d’O; et
atteint 320 nmole d’O; aprés 10min, la vitesse d’oxydation moyenne est 2 nmole d’O,/min.Ce
traitement provoque une accélération observée a partir de la 2 =™ minute surtout au niveau des
échantillons traités avec la concentration 40mM ou la vitesse d’oxydation est: 10 nmole
d’O,/min). En effet , cette vitesse est de I’ordre de 4, 6, 8 et 9 nmole d’O,/min respectivement
chez les échantillons traites avec 10, 20 ,30 et 50mM de NPKs..

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre 1a respiration d€S
échantillons témoins et traités avec (p<0.001).
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Figure 26. Effet de NPKs sur le métabolisme respiratoire chez Leucodon sciuroides
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2. Traitement 7 jours
2.1. Effets des concentrations croissantes de NPKs sur les variations du taux de
proline
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Figure 27. Effets de NPKs sur les variations du taux de proline chez Leucodon sciuroides

La figure (27) , illustre les variations du taux de proline chez les mousses (L.sciuroides) en
présence de concentrations croissantes de NPKs .

Les échantillons traités avec les concentrations (10,20 et 30mM) présentent des teneurs
croissantes en proline proportionnelles aux concentrations de NPKs. Nous constatons que le taux de
proline observé avec les plus fortes concentrations (40 et 50mM), est équivalent a celui des témoins
avec un taux d’environ 100,72ug/100mg de PF.

L’analyse statistique révele des différences significatives entre le taux de proline chez les traités
par la concentration 10mM (p<0,005), ainsi que des différences trés hautement significatives pour
les traités par les concentrations (20,30,40 et 50mM) par rapport aux témoins (P < 0,001).
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Figure 28. Effets de NPKs sur les variations du taux de proline chez Ramalina farinacea
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La figure (28) montre que, les taux de proline tend a augmenter d’une maniére dose-dépendante
chez les traités. Ainsi, chez les échantillons traités a la plus forte concentration 50mM, le taux de
proline est de : (112,03ug/100mg PF) (£12.82) est presque deux fois plus important que celui
observé chez les echantillons traités avec les concentrations: 30 et 40 mM qui sont
respectivement : 63,27(+13.61) et 67,14(£5.17) ug/100mg PF.

D’autre part, I’analyse statistique révele une différence hautement significative pour les traités par
la concentration 30mM (P<0,01), et une différence trés hautement significative pour les traités par
les autres concentrations (10,20,40 et 50mM) par rapport aux témoins (P<0,001).

2.2. Effets des concentrations croissantes de NPKs sur les teneurs moyennes des

sucres totaux
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Figure 29.Effets de NPKs sur les variations des teneurs moyennes des sucres totaux chez
Leucodon sciuroides
La figure (29), illustre les variations des teneurs en sucres totaux chez les mousses traités par
différentes concentrations de NPKSs.

Nous constatons qu’au niveau de 1’échantillon témoin, la teneur moyenne en sucres totaux est
réduite (33,88 pg/100mg de PF (£0,61)) par rapport aux traités qui augmente d’une maniére dose-
dépendante.

Ainsi, chez 1’échantillon traité avec la plus forte concentration de NPKs (50mM), la teneur en
sucres totaux est environ deux fois plus importante (60,88 pg/100mg de PF (£2,45) que celle
observée chez 1’échantillon témoin 33,88 pg/100mg de PF (+0,61).

D’autre part I’analyse statistique révele une différence significative entre le taux des glucides chez
les témoins et les traités par la concentration 10mM (P<0.05), et des différences trés hautement
significatives chez les traités avec les concentrations (20,30,40 et 50mM) (P<0.001).
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Figure 30. Effets de NPKs sur les variations des teneurs moyennes de sucres totaux chez
Ramalina farinacea

La figure (30), illustre les effets des NPKs sur les teneurs moyennes en sucres totaux chez R.
farinacea .Nous constatons que ce taux tend a augmenter en fonction des concentrations de NPKs .
Cette augmentation est significative chez les traités avec la plus forte concentration 50mM ou le
taux de sucres atteint 57.33 ug/100mg de PF (£2.67), alors que chez les témoins ce taux ne dépasse
pas 14.7 pg/100mg de PF (£3.24).
D’autre part, I’analyse statistique ne révele des différences trés hautement significatives que chez
les traités avec les concentrations (30,40 et 50mM) (P<0.001), ainsi qu’une différence hautement
significative pour les traités par les concentrations (20mM) (P<0.01) par rapport aux témoins. En
revanche, les témoins et les traités avec la plus faible concentration (10mM) ne présente aucune
différence significative (P>0,05).

2.3. Effets des concentrations croissantes de NPKs sur les teneurs moyennes de
protéines totales
Afin de mieux cerner les effets du NPKs sur le métabolisme des modeéles biologiques étudiés, nous
avons procédé en premier lieu au dosage des protéines totales.
Le tableau (4 ), met en évidence les variations des teneurs moyennes de protéines totales, en
fonction de concentrations croissantes de NPKs chez les mousses. Nous constatons que chez les
traités, le taux des protéines totales tend a augmenter d’une maniere dose-dépendante.
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Tableau 4. Effets de NPKs sur les variations des teneurs moyennes de protéines totales chez
Leucodon sciuroides.

Traitement 0 2,48 4,96 7,44 9,92 12,4
NPKs : (g/) ——»
(MMy——=>
0 10 20 30 40 |50
Teneurs en
Proteines g 59.10,045 | 15,94+0,02 | 23,14+0,15 | 28,17+0,10 | 28,75+0,72 | 30,85+0,30
(ng/100mg de dodek *kk *h*k *k Kk *k*k
MS)

Ainsi, le traitement par le NPKs provoque une augmentation significative du taux des protéines
totales avec un taux de : 30,85 pug/100mg de PF de matiére seche a la plus forte concentration
(50mM) comparés aux taux observés chez les témoins qui est de ’ordre de : 9,22 pug/100mg de
matiére seche. Les traités 10mM présentent un taux de 50% moins élevé par rapport a celui des
traités a la plus forte concentration (50mM).

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre le taux des protéines
chez les traités par toutes les concentrations par rapport aux témoins (P<0,001).

Tableau 5. Effets de NPKs sur les variations des teneurs moyennes de protéines totales
chez Ramalina farinacea

Traitement 0 2,48 4,96 7,44 9,92 12,4
NPKs : (/1)
(mM) >
0 10 20 30 40 |50
Teneu!rs en
PIOWINEs 158 620,65 |30,85:0,65 | 31,510,40 | 33,05£0,96 | 37,04£0,72 | 37,57+0,017
(ug/lOOSmg de * . Kok FoKek *hx
MS)

Le tableau (5) , met en évidence les variations du taux de protéines totales en présence de
concentrations croissantes de NPKs. Nous remarquons une stimulation dose-dépendante de la
synthése des protéines, qui constitue 1’'un des métabolismes cellulaires primordiaux.

D’autre part, I’analyse statistique réveéle une différence significative pour les traités par la
concentration (10mM) (P<0,05), une différence hautement significative pour les traités par les
deux concentrations (20 et 30 mM) (P<0,01) et une différence tres hautement significative pour les
traités par les deux plus fortes concentrations (40 et SOmM) (P<0,001) et ce toujours par rapport
aux témoins.
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2.4.Effets de NPKs sur les variations des teneurs des chlorophylles (a,b et a+b)
Les figures ( 31 et 32), rassemblent les teneurs moyennes des chlorophylles (a,b et a+b)
chez les mousses et les lichens suite au traitement par le NPKs.
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12 -

Taux de chlorophylle
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Figure 31. Variations des teneurs de chlorophylles (a,b et a+b) chez Leucodon
sciuroides en fonction des concentrations de NPKs
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Figure 32. Variations des teneurs de chlorophylles (a,b et a+b) chez Ramalina
farinacea en fonction des concentrations de NPKs

Chez les mousses comme chez les lichens, il apparait clairement que les teneurs en chlorophylles
a,b et (a+b) augmentent d’une maniére dose-dépendante de NPKs.

L’activité photosynthétique semble sensible aux concentrations 40 et 50mM, chez les lichens.
Alors que chez les mousses, cette activité est maximale aux concentrations 50mM .

En effet, les traités des deux veégétaux présentent tous des teneurs significativement plus élevées en
chlorophylles (a) par rapport a 1’échantillon t¢émoin et par conséquent une augmentation des teneurs
moyennes en chlorophylles (a+b).

Chez les lichens, I’analyse statistique a révélé des différences tres hautement significatives entre
le taux de chlorophylle (a) et ( a+b) chez les témoins et les traités par toutes les concentrations
(P<0,001). Cependant, I’analyse statistique ne révéle aucune différence significative entre le taux
de chlorophylle (b) chez les témoins et les traités par les deux concentrations (20 et 30mM)
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(P>0,05), et révele de différences trés hautement significatives chez les traités avec les
concentrations (10,40 et 50mM) (P<0,001).

Chez les mousses, 1’analyse statistique a révélé des différences trés hautement significatives entre
le taux de chlorophylle (a) et ( a+b) chez les témoins et les traités par toutes les concentrations
(P<0,001) .Une seule différence hautement significative a été observée avec le traitement par la
concentration 20mM (P<0,01) et ce pour la chlorophylle (a).Cependant, I’analyse statistique ne
révele aucune différence significative entre le taux de chlorophylle (b) chez les témoins et les
traités par la concentration 40mM (P>0,05),ct révele de différences hautement significatives chez
les traités par les concentrations 10 et 20 mM (P<0,001). Alors que chez les traités par les deux

concentrations 30 et 50mM, 1’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives
(P<0,001).

2.5.Effets des concentrations croissantes de NPKs sur le taux de GSH
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Figure 33. Effets des concentrations croissantes de NPKs sur les variations du taux de
glutathion chez Leucodon sciuroides

La Figure (33), représente les variations de GSH chez les mousses traités par des concentrations
croissantes de NPKs .Nous constatons une augmentation dose-dépendante du taux de GSH.
L’analyse statistique ne révele pas de différence significative entre le taux de GSH chez les témoins
et les traités par la plus faible concentration 10mM (P > 0,05).Cependant, des différences trés
hautement significatives ont été révélées pour les traités par les plus fortes concentrations (20,30,40
et 50mM) par rapport aux témoins (P<0,001).

La Figure ( 34), illustre les variations du taux de GSH en présence de NPKs chez les lichens.
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Figure 34. Effets des concentrations croissantes de NPKs sur les variations du taux de
glutathion chez Ramalina farinacea

Ainsi en présence du xénobiotique, le taux de glutathion tend & augmenter d’une maniére dose-
dépendante de NPKs. Cette augmentation est plus importante chez le traité avec la concentration
40mM ou ce taux atteint : 54,69pumole/mg de protéines (+0,41).
En revanche,chez le traité avec la plus forte concentration 50mM, le taux de glutathion diminue par
rapport au témoin (9,87umole/mg de protéines (+0,31).
L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives pour tous les traités par
rapport aux témoins (P<0.001).

2.6. Effets des concentrations croissantes de NPKs sur Pactivité GST
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Figure 35. Effets des concentrations croissantes de NPKs sur les variations de activité de
glutahion-S-transférase chez Leucodon sciuroides

La figure (35) illustre ’effet des différentes concentrations de NPKs sur 1’activité de GST chez les
mousses. Il apparait clairement que ce traitement stimule 1’activit¢ GST d’une maniére dose-
dépendante .Aussi a la concentration 50mM, ’activité GST est de (0,91+0,148) pumole/min/mg de
protéines par rapport au témoin qui est de (0,146+0,015) pumole/min/mg de protéines.
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L’analyse statistique a révélé une différence hautement significative entre le taux de GST chez les
témoins et les traités par la concentration (10mM) (P < 0,01), des différences trés hautement
significatives ont été révélées pour les traités par les concentrations (20,30,40 et 50mM ) par rapport
aux témoins (P<0,001).
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Figure 36. Effets des concentrations croissantes de NPKs sur les variations de I’activité
de glutahion-S-transférase chez Ramalina farinacea

D’apres la figure (36),nous remarquons que, le traitement par le NPKs provoque une augmentation
progressive de 1’activit¢é GST chez les lichens traités avec un maximum d’activité par la
concentration 50mM : (0,739+0,027) pmole/min/mg de protéines.

Ainsi ce taux de GST augmente de maniére significative chez les lichens traités par les
concentrations 10 et 20mM par rapport aux témoins (P <0.05).L’analyse statistique révele des
différences hautement significatives pour les traités par la concentration (30mM) (P<0.01) et des
différences trés hautement significatives pour les traités par les concentrations (40 et 50mM)
(P<0.001) et ce toujours par rapport aux témoins.

2.7. Effets de concentrations croissantes de NPKs sur I’ activité CAT

La Figure (37), met en évidence les variations de I’activité catalase sous 1’effet de concentrations
croissantes de NPKs, ainsi en présence du xénobiotique, 1’activité catalase tend a augmenter de
maniére dose-dépendante apres (7)) de traitement.
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Figure 37. Variations de activité de la catalase de Leucodon sciuroides traité avec différentes
concentrations de NPKs
[ ]
Cette figure (37) montre que I’activité catalase a la concentration 50mM :(14,3+1,18) x10°
>nmole/min/mg de protéines par rapport aux témoins ((9,8+0,1) x10° nmole/min/mg de
protéines).
L’analyse statistique révele une différence significative entre les traités par les concentrations
(40mM) et les témoins (P<0,05), et des différences hautement significatives entre les témoins et les
traités par les concentrations (30 et 50mM) (P<0,01).Cependant, cette analyse ne révéle aucune
différence entre les témoins et les traités par les concentrations (10 et 20mM) (P>0,05).
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Figure 38. Variations de I’activité de la catalase de Ramalina farinacea traité avec
différentes concentrations de NPKs
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D’aprés la figure (38), D’activitté CAT atteint son maximum avec la concentration
50mM :(4.3+0.187)x10™°> nmole/min/mg de protéines ;cette activité est plus élevée que celle du
témoin qui est de ’ordre de (1,2+0,045) x10™ nmole/min/mg de protéines.

L’analyse statistique révele une différence significative entre les traités par les concentrations (10 et
30mM) et les témoins (P<0,05), et des différences trés hautement significatives entre les témoins et
les traités par les autres concentrations (20 ,40 et 50mM) (P<0,001)

2.8. Effets des concentrations croissantes de NPKs sur ’activité APX
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Figure 39. Variations de ’activité de ’ascorbat peroxydase de Leucodon sciuroides traité avec
différentes concentrations de NPKs

La figure (39), montre que I’activité APX augmente de maniére dose dépendante et ce par rapport
aux témoins des mousses. Ces activités varient entre: ((2,47+0,9) x10°nmole/min/mg de
protéines)[10mM] et ((6,5+0,43) x10°°nmole/min/mg de protéines)[50mM], qui sont toutes
supérieures a celle observée chez le témoin, qui est de l'ordre de: ((1,26+0,26) x10
® hmole/min/mg de protéines).

L’analyse statistique réveéle une différence hautement significative entre les traités par la
concentration (20mM) et les témoins (P<0,01), et des différences trés hautement significatives
entre les témoins et les traités par les concentrations (10 ,30,40 et S0mM) avec (P<0,001).
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Figure 40. Variations de I’activité de I’ascorbat peroxydase de Ramalina farinacea
traité avec différentes concentrations de NPKs

La figure (40) illustre les variations de I’activité APX chez les lichens traités avec des
concentrations croissantes de NPKs. Nous remarquons une augmentation de I’activité Ascorbat
peroxydase dose-dépendante.
Les mémes remarques sont observées chez les lichens, avec des différences dans les activités de
I’APX : chez les lichens les activités sont moins élevées par rapport aux mousses.
L’analyse statistique ne révéle aucune  différence significative entre les traités par les
concentrations (10mM) et les témoins (P>0,05).Alors que des différences trés hautement
significatives ont été révélées entre les témoins et les traités par les concentrations (20,30,40 et
50mM) (P<0,001).
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2.9.Effets des concentrations croissantes de NPKSs sur le taux de MDA
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Figure 41. Effets des concentrations croissantes de NPKs sur les variations du taux de
malondialdéhyde chez Leucodon sciuroides

La figure (41), met en évidence les variations du taux de MDA. Chez les mousses, en présence de
concentrations croissantes de NPKs, on constate que le taux de MDA est plus élevé chez les traités
par rapport aux témoins particulierement pour la concentration 50mM ou ce taux est de
(6,44+0,075) umole/mg de protéines, alors que chez les témoins, il est de (3,43+0,17) pmole/mg
de proteines).

L’analyse statistique ne révele aucune différence significative entre le taux du MDA chez les
témoins et les traités par la concentration (10mM) apreés (7)) de traitement (P>0,05).. Cependant, des
différences trés hautement significatives ont été révélé entre les traités par les concentrations
(20,30,40 et 50mM) et les témoins (P<0.001).
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Figure 42. Effets des concentrations croissantes de NPKs sur les variations du taux de
malondialdéhyde chez Ramalina farinacea .
La figure (42) met en évidence les variations du taux de malondialdéhyde, produit de la
dégradation oxydative des lipides et des acides gras insaturés. Nous remargquons que ce taux
augmente de maniére dose-dépendante jusqu’a la concentration 40 mM de NPKs
(2,54+0,065)umole/mg de protéines. Avec la dose la plus élevé, on constate une chute jusqu’a
(1,43+0,08) umole/mg de protéines.

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre les témoins et les
traités par toutes les concentrations (10,20,30,40 et S0mM) apres (7)) de traitement (P<0.001).

2.10.Effets des concentrations croissantes de NPKs sur le métabolisme
photosynthétique et respiratoire des mousses et des lichens

2.10.1.Effets des concentrations croissantes de NPKs sur le métabolisme
photosynthetique des mousses et des lichens

D’aprés cette figure (43) qui illustre Deffet des différentes concentrations de NPKs sur le
métabolisme photosynthétique des lichens de 1’espéce Ramalina farinacea , et apres un traitement
de 7 jours, on observe une nette augmentation de la quantité d’O, produite dans le milieu dés la 2°™
minute d’enregistrement pour 1’échantillon témoin et a partir de la 4°™ minute pour tous les
échantillons traités.

L’¢échantillon traité avec la concentration 40mM, présente la quantité produite la plus élevée
jusqu’au temps (10 min),soit : 11 nmole d’0,/100mg de PF (augmentation = 62% par rapport au
témoin).Tandis que le minimum de cette quantité a été enregistré au méme temps (10min) pour
1’échantillon témoin qui atteint : 4 nmole d’0,/100mg de PF.

Concernant les échantillons traités avec les autres concentrations (10,20,30 et 50mM) ,présentent
tous des quantités d’oxygeéne produites supérieures a celles du témoin d’ou une stimulation de la
photosynthése.
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L’analyse statistique a révélé des différences trés hautement significatives entre la photosynthese
des échantillons témoins et traités aux différentes concentrations de NPKs avec (p<0.001).
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Figure 43. Effet de NPKs sur le métabolisme photosynthétique chez Ramalina farinacea

La figure suivante (44) illustre 1’effet des différentes concentrations de NPKs sur le métabolisme
photosynthétique des mousses ou on remarque une libération d’O, dans le milieu pour les
echantillons témoins ainsi que pour les échantillons traités avec les 5 concentrations choisies.

On observe une nette augmentation de la quantité d’O, produite dans le milieu dés la 4°™ minute
d’enregistrement pour les échantillons témoins .Le minimum de cette quantité a été enregistré au
temps (10min) pour 1’échantillon témoin qui ne dépasse : 2.5 nmole d’0,/100mg de PF. Tandis
que I’échantillon traité avec la concentration S0mM présente la quantité produite la plus élevée
jusqu’au temps (10 min) , soit : 6.5 nmole d’0,/100mg de PF .

Concernant les échantillons traités avec les autres concentrations (10,20,30 et 40 mM) ,présentent
tous des quantités d’oxygeéne produites supérieures a celles du témoin d’ou une stimulation de la
photosynthése.

L’analyse statistique a révélé des différences trés hautement significatives entre la photosynthéese
des échantillons témoins et traités avec (p<0.001).
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Figure 44. Effet de NPKs sur le métabolisme photosynthétique chez Leucodon
sciuroides

54



2.10.2. Effets des différentes concentrations de NPKs sur le métabolisme
respiratoire des mousses et des lichens

Cette figure (45), illustre I’effet de traitement de NPKs pendant 7 jours, sur le métabolisme
respiratoire des lichens .

On constate que les lichens témoins présentent une respiration qui démarre a 130 nmole d’O; et
atteint 80 nmole d’O; aprés 10min, la vitesse d’oxydation moyenne est : 5 nmole d’O2/min.

Ce traitement provoque une accélération observée a partir de la 2 =™ minute surtout au niveau des
échantillons traités avec les concentrations 10,20 et 30mM ou les vitesses d’oxydation sont
respectivement : 3-1.5 et 1 nmole d’O,/min d’ou une inhibition de la respiration. En effet , cette
vitesse est de ’ordre de 0 nmole d’O,/min chez les échantillons traités avec les deux plus fortes
concentrations :40 et 50mM de NPKs d’ou une inhibition totale de la respiration

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre la respiration des
échantillons témoins et traités avec (p<0.001).

140 -
g 120 AP x ¥ ¥
E ~ | "
g E 100 - \\ —o—Témoin
< 80 —-10mM
]
2 g 60 ——20mM
T
;;f% 40 - —<—30mM
[=Jrs—
= g 20 - —=40mM
‘.ﬁ = 0 S50mM
§ 0 2 4 6 8 10
&

Temps (min)

Figure 45. Effet de NPKs sur le métabolisme respiratoire chez Ramalina farinacea

D’apres cette figure (46) qui illustre ’effet de différentes concentrations de NPKs sur le
métabolisme respiratoire des mousses, on constate que toutes les courbes commencent a partir de
différents points . Chez les lichens témoins, la courbe commence a environ 120 nmoled’O,/min
pour atteindre 100 nmoled’O,/min aprés 10mn de respiration , avec une vitesse d’oxydation
moyenne de : 2 nmole d’O,/min .
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Le traitement des échantillons avec les différentes concentrations de NPKSs, provoguent une
diminution de la vitesse d’oxydation soit : 1 nmole d’O,/min pour 1’échantillon traité avec la plus
faible concentration (10mM) et un minimum de cette vitesse de 0.5 nmole d’O,/min a été
enregistré chez 1’échantillon de 40mM.Pour les autres échantillons (20 et 30mM), les vitesses
d’oxydation obtenus sont respectivement : 0.9 et 0.8 nmole d’O,/min et sont toutes inférieures a
celles des mousses témoins d’ou une inhibition du métabolisme respiratoire.Ce dernier est
complétement inhibé chez les traités avec la plus forte concentration (50mM),ce qui correspond a
une vitesse d’oxydation moyenne de : 0 nmoled’O,/min.

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre la respiration des
échantillons témoins et traités avec (p<0.001).
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Figure 46. Effet de NPKs sur le métabolisme respiratoire chez Leucodon sciuroides
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DISCUSSION

Les stress environnementaux ou abiotiques, comme la pollution, la sécheresse, la salinité et les
basses températures sont des conditions qui affectent la croissance et le rendement des plantes.
Contrairement aux animaux, qui peuvent se déplacer lorsque les conditions de vie ne leur sont plus
favorables, les plantes ont développé des stratégies d’adaptation pour répondre aux changements
environnementaux en contrdlant et en ajustant leurs systemes métaboliques (Laurent et Ahmed,
1991).
Les réponses cellulaires et moléculaires des plantes aux conditions de stress ont été tres étudiées.
Les mécanismes par lesquels elles percoivent les signaux environnementaux et les transmettent a la
machinerie cellulaire pour activer des mécanismes de réponses adaptées déterminent chaque jour
leur survie. La connaissance de ces réponses, basés sur la transmission (transduction) de signaux de
stress, est trés importante afin d’améliorer la réponse des plantes cultivées aux différents stress
environnementaux.
Ainsi, une voie de transduction d’un signal commence par la perception de ce signal au niveau de la
membrane, suivie par la production de seconds messagers et de facteurs de transcription. Ces
facteurs controlent 1’expression de geénes impliqués dans la réponse au stress incluant des
changements morphologiques, biochimiques et physiologiques (Chambers et al., 2001).
L’implication de 1’acide abscissique (hormone végétale) et du calcium (second messager) dans les
stress environnementaux chez les plantes est reconnue depuis longtemps.

Mécanisme géneral de réponse des plantes a un stress (Laurent et Ahmed,1991) :

Stress abiotique — signal—> perception du signa—  seconds messagers
Voies de signalisation — expression des genes — réponses physiologiques

On peut considérer la notion de stress, d'une part, d'une déviation plus ou moins brusque par rapport
aux conditions normales (moyennes) de la plante ou de I'animal: et d'autre part une réaction sensible
de l'individu dans les différents aspects de sa physiologie la quelle change sensiblement, avec soit
adaptations a la nouvelle situation, soit a la limite, dégradation menant une issue fatale. Nous avons
donc, deux aspects dans la notion de stress: la contrainte extérieure, et son résultat sur l'individu,
et la réponse de stress ou I'état de stress. Il faut donc clairement distinguer le facteur de stress ou
contrainte, et I'état de stress (la réponse), qui, dans le temps, suit plus ou moins rapidement et est
suivi plus ou moins bien par une adaptation (Leclerc,1999). Ce qui confirme nos résultats par la
suite.

Selon la définition proposée par Garrec et Van Haluwyn (2002), la biosurveillance végétale de la
qualité¢ de I’air est 1’utilisation des réponses a tous les niveaux d’organisation biologique d’un ou
plusieurs organismes vivants, pour prévoir et/ou révéler une altération de I’environnement. En
fonction des niveaux de réaction des organismes, trois concepts de biosurveillance ont été
distingués :

» La biointégration : modifications de la présence et de I’abondance des espéces ;

> La bioindication : altérations macroscopiques individuelles morphologiques ou tissulaire ;

> Et la recherche de biomarqueurs : réactions précoces infra individuelles invisibles, comme
les altérations cellulaires et moléculaires.
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En paralléle, vient s’ajouter la bioaccumulation, c¢’est-a-dire la capacité de certains organismes a
accumuler les polluants présents dans 1’air. Un grand nombre de travaux de biosurveillance végétale
se basent sur ce quatrieme concept, c¢’est pourquoi nous nous focaliserons sur les études de
bioaccumulation dans ce chapitre (Rzepka et Cuny ,2008) .

Dans les études actuelles de bioaccumulation des polluants chimiques atmosphériques, trois grands
types d’organismes sont utilisés : les lichens, les mousses et les végétaux supérieurs. On distingue
deux approches : passive et active. La premiére consiste a récolter les individus naturellement
présents sur la zone d’étude, la seconde a exposer sur des sites choisis des individus préalablement
cultivés dans des conditions standardisées ou récoltés ou des milieux non contaminés (Brunialti et
Frati ,2007).

L’agence internationale de 1’énergie atomique inclut I’utilisation de « biomoniteurs » (mousses,
lichens, végétaux) dans ses programmes d’action en santé-environnement. Un autre travail, a permis
de démontrer qu’il était possible de traduire des concentrations en €léments traces métalliques
observées chez des mousses en effets tangibles sur la santé humaine (Wappelhorst et al.,2000).

L’utilisation de bioindicateurs végétaux (Lichens, Bryophytes et Sphaignes....etc) dans le suivi de
la pollution par les métaux lourds a déja fait I’objet de plusieurs travaux (Martino, 1991 ; Garrec
et Van Haluwyn, 2002 ;Wu et al., 2008 ; Sharma, 2009).

Cependant, peu d’études traitent de I’impact de types particuliers de polluants (engrais,
pesticides.....etc) sur ces organismes (Deruelle, 1983 ; Khaldi, 2003 ; Bensoltane et al., 2005 ;
Riddell et al., 2008 ; Dzubaj et al., 2008 ; Cape et al.,2009).

En fonction des problémes environnementaux posés, il est possible de combiner différents types de
matrices végétales dans un but de surveillance intégrée. Ainsi une étude financée par la région
Rhoe-Alpes concernant I’impact de trafic routier dans les vallées alpines a conduit prélever et
analyser diverses matrices végétales : écorces, mousses, lichens et pollens (Asta,2002).

Différentes approches sont aussi possibles pour évaluer I’exposition et/ou les effets biologiques des
polluants émis par une source de pollution. On peut distinguer :

v' Des études in situ, soit directes sur des organismes végétaux ou animaux collectés sur le site
(bio-indication passive), soit indirectes, sur des animaux ou des végétaux transféré sur le site
(bio-indication active).

v" Des modeles expérimentaux ou bio-essais, dans lesquels les espéces vivantes sont exposées
au laboratoire a des échantillons prélevés sur un site (sol pollué). Les expérimentations
permettent éventuellement d’établir des modéles mathématiques reliant par exemple les
concentrations d’un polluant avec un effet toxique.

v Des indicateurs biologiques (bio-intégrateurs) obtenus par 1’étude des communautés vivant
en périphérie du site (Belandria et al.,1991).

La bioaccumulation de certains polluants peut étre suivie dans plusieurs types d’espéces végétales
ou animales. Parmi les végétaux les plus utilisés, en milieu aquatique, citons les mousses telles
Fontinalis (Dazy et al., 2009) et les macrophytes aquatiques (Cao et al.,2004).

En milieu terrestre, la contamination des sols est détectée a 1’aide des plantes sauvages ou cultivés
telles que légumes ou céréales .Les polluants analysés sont surtout des métaux lourds (Dazy et
al.,2008) ou des dérivés halogénés polycycliques.La pollution atmosphérique peut étre détectée
grace a différents végétaux supérieurs, mousses, écorces et surtout lichens (Gombert et Asta,
1997).

58



L’exposition des mousses a différents polluants atmosphériques engendrent des décolorations et une
réduction de la croissance. Mais ces effets sont assez ténus, les mousses sont généralement peu
utilisees comme bio-indicateurs par comparaison avec les végétaux supérieurs (Bargali,1998a).

Des études ont été conduites sur la composition floristique des communautés de mousses en
fonction de la distance a une source polluante (bryophytes bio-intégrateurs). On a établie des listes
de bryophytes de sensibilité différentielle et on retrouve une certaine analogie avec les méthodes
¢tablies a I’aide des lichens : échelle de sensibilité au SO,, calcul d’un indice de qualité de ’air a
partir de divers parameétres relatifs a la flore muscinale corticole (Bardat et Boudier ,2002).

Des mousses récoltées in situ (bio-accumulateurs) sont utilisées pour 1’estimation de polluants
atmosphériques. Cette méthode, mise au point dans les pays nordiques est maintenant utilisée dans
I’ensemble de I’Europe pour cartographier la pollution métallique de fond. En France, I'université
Paris VI a mis au point un programme basé sur I’analyse de 37¢1éments-traces métalliques réalisée
dans les mousses du territoire francais. Les résultats obtenus ont déja été publiés (Galsomieés et
al.,1999).

Les bryophytes sont des organismes particuliecrement bien adaptés pour 1’étude des polluants
atmosphériques métalliques et organiques. Elles doivent cette efficacité a leurs particularités
anatomiques (rapport élevé surface/volume ou surface/masse, absence de cuticule cireuse, de
vaisseaux conducteurs et du vrai systéeme racinaire, facilité de repérer les croissances annuelles) et
leurs caractéristiques physiologiques (activité photosynthétique continue tout au long de I’année).
Elles seront de ce fait soumises aux retombées des polluants présents a la fois dans les dépdts secs
et dans les dépdts humides. Contrairement aux lichens, elles seront beaucoup moins utilisées
comme bio-indicateurs ou bio-intégrateurs de la pollution atmosphérique gazeuse bien que de
nombreuses études démontrent leur grande sensibilité a ces différents polluants (SO,,NOy,03,F....)
(Bargali,1998a).

Le concept de biomarqueur existe chez les bryophytes mais ¢’est la notion elle-méme qui est encore
trés peu utilisée. On retrouve ce qu’on a déja évoqué pour les végétaux supérieurs, a savoir que les
parametres utilisables comme bio-marqueurs sont innombrables. Il s’agit de modification
enzymatique (liées notamment au stress oxydant : catalase, superoxyde dismutases, peroxydases,
glutathionréduit/glutathion oxydé...) et de la perte de I’intégrité membranaire (Denayer,2000).

En fonction du sens trés restrictif de bio-indicateur, les bryophytes ont été peu utilisées en
techniques de routine comparativement aux végétaux superieurs. Mais il faut savoir que
I’exposition des mousses a différents polluants gazeux (SO,,03) provoque des perturbations de
croissance chez les espéces sensibles.

L’agence internationale de 1’énergie atomique encourage 1’utilisation des mousses en tant que
matrices pour 1’analyse des éléments-traces métalliques (Smodis et Parr, 1999).

Nous nous proposons dans ce chapitre de procéder a la mise en évidence de 1’effet de NPKs sur les
mousses et les lichens. Ce chapitre comportera deux parties : la premiere concernera les effets de
cet engrais sur les parametres biochimiques et physiologiques, et sur I’activit¢ des enzymes de
détoxification de ces bioindicateurs apres un traitement de 3 jours ; tandis que la seconde portera
sur les mémes parametres mais apres un traitement de 7 jours.

Dans la premicre partie d’expérimentation, nous avons procédé au dosage de la proline chez les
échantillons de deux types des végétaux inférieurs : les mousses et les lichens, afin de détecter le
phénomene de stress sous 1’effet de plusieurs concentrations de NPKs (10,20,30,40 et 5S0mM). Les
mousses comme les lichens, connaissent une perturbation métabolique causee par le traitement au
NPKs (Traitement 3 et 7jours).

Le dosage de la proline chez ces végétaux représente un moyen efficace pour détecter un éventuel
phénomeéne de stress. La proline est un acide aminé connu pour son accumulation dans une grande
variété d’organismes depuis la levure jusqu’aux plantes supérieurs, exposés a un stress abiotique
(Pardha Saradhi et al.,1993), tel que le stress induit par les metaux lourds (Alia et al.,1991 ;
Tripathi et al., 2006) et par les engrais (Déruelle,1983).
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Nos résultats sont en parfait accord avec les travaux ayant porté sur le comportement des mousses et
des lichens vis-a-vis d’une pollution par les métaux lourds (Sémadi,1989) et par les engrais
(Khaldi,2003 ; Bensoltane et al.,2005). Ces travaux ont montré une augmentation du taux de
proline en fonction des concentrations du polluant.

Le réle de la proline a été démontré dans :
-L’ajustement osmotique ;
-Le rapport NADPH/NADP(P+) ;
-Dans le pH cytosolique, en plus de son implication dans les réactions de détoxification
contre les radicaux libres oxygénés (en particulier I’oxygene singulier et les radicaux
OH) (Pardha Saradhi et al.,1993) ;
-Certains auteurs ont démontré 1’étroite corrélation entre la péroxydation des lipides et
I’accumulation de la proline (Alia et al.,1991 ; Prasad et al.,1999).

L’équilibre osmotique dans le compartiment hyaloplasmique est assuré par I’accumulation d’oses,
d’acides aminés (surtout de proline). Ces diverses substances organiques sont compatibles avec une
bonne activité des systemes enzymatiques. Ces substances permettent de maintenir 1’équilibre du
potentiel hydrique des cytoplasmes avec celui de la vacuole et de 1’apoplaste ; elles permettent aussi
les activités enzymatiques nécessaires aux cellules (Littge, 1993).

La proline est donc considéré comme un biomarqueur métabolique de stress chez les végétaux ,la
relation entre le stress hydrique et ’accumulation de cet acide aminé est établie depuis longtemps.
L’accumulation de proline est I’une des manifestations les plus remarquables du stress salin
(Monneveux et Nemmar, 1986 ; Thomas et Bohnert, 1993).

Les lichens (Ramalina farinacea) et les mousses (Leucodon sciuroides) présentent un métabolisme
perturbé par le traitement NPKSs, ceci étant en évidence par I’accumulation de la proline. Parmi les
facteurs influant  1’accumulation de la proline : D’inhibition de [’oxydation due a un
dysfonctionnement mitochondrial (Carceller, 1995).Ce qui explique par la suite nos résultats
concernant le comportement respiratoire de ces végétaux vis-a-vis d’une contamination par le
NPKs.

Pour évaluer I’effet du NPKs sur les taux des protéines totaux chez les deux modéles biologiques
choisis, nous avons utilisé la méthode de dosage de Bradford (1976).

Les résultats obtenus nous ont permis de constater que le traitement par le NPKs aux différentes
concentrations (10,20,30,40 et 50mM), perturbe les taux des protéines totaux, aussi bien chez les
lichens que chez les mousses (Traitement 3 et 7jours). Cette perturbation du taux de protéines est un
signe d’une éventuelle atteinte d’autres métabolismes de base chez les modeles biologiques choisis
et refléte une toxicité du NPKs.

Le dosage des protéines solubles montre que 1’addition du NPKs dans le milieu de culture induit
une élévation tres importante des quantités de celles-ci . Ceci est dii a I’amélioration de 1’absorption
de I’azote et I’augmentation consécutive du contenu en protéines des mousses et des lichens
(Chaillou et al., 1986, 1991 ; Chaillou et Lamaze, 1997). Cette augmentation est accompagnée par
une meilleure expression des enzymes antioxydantes (CAT et APX), qui ne sont pas détectables en
I’absence de NPKs.

Nos résultats montrent une augmentation de la quantité des protéines qui s’explique par le fait que
la présence de xénobiotique a I’intérieur des tissus végétales stimule la synthése protéique de
nombreuses enzymes entre autre celles intervenant dans la détoxification ,ceci est en parfait accord
avec les résultats de Shradha Singh et al., (2004), qui montre que 1’accumulation des protéines est
proportionnelle a celle du métal. D’autres travaux (Wollgieh et Newmann,1995) reportent
I’induction des protéines spécifiques au choc thermique sous I’effet d’un stress métallique qui
montre leur réle dans la réponse adaptative.

Stalt et al. ;(2003),indiquent que I’exposition des plantes a différentes concentrations de polluant
(cadmium) a tendance a provoquer une augmentation de la synthese des protéines particulierement
des phytochélatines dont le rdle est la détoxification. Ces mémes auteurs rapportent que pres de
80% du xénobiotique est détoxifié par ce type de proteines.
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Nos résultats concordent aussi avec les travaux de Sanchez et al. ;(2004) ,qui constatent une
augmentation significative du taux d’acides aminés et de protéines chez I’haricot vert (Phaselous
vulgaris L.cv.strike) traité avec 24mM de NH4NO3. Ainsi ,nos travaux précédents (Khaldi,2003) ou
on a constaté une augmentation du taux de proline et de protéines totales chez des mousses
(Leucodon sciuroides) et chez des lichens (Ramalina farinacea) traités avec différentes
concentrations d’un engrais NH4NO3.
Ainsi, lorsqu’une plante subit un stress, il y a une perte importante d’eau au niveau des cellules
provoquent une tension entre la membrane plasmique et la paroi végétale, un dysfonctionnement de
la photosynthese, et donc une baisse de rendement. Pour y remedier, la plante synthétise, entre
autre :

» Des osmoprotectants, comme la proline ou la glycine, qui permettent de maintenir

I’équilibre en eau entre la cellule végétale et I’environnement extérieur,
> Des protéines spécifiques,
» Des acides gras afin de modifier la perméabilité de la membrane plasmique (Leblond,2004).

Nos résultats sont en accord aussi avec les travaux de Cao etal., (2004) qui ont traité un
macrophyte Potamogeton crispus avec différentes concentrations d’ammonium.

Chez les plantes, les sucres sont synthetisés de facon endogéne au niveau des cellules foliaires
photosynthétiques via la fixation et la réeduction du CO, atmosphérique. Ces sucres sont soit stopkes
ou utilisés sur place, soit exportés vers les cellules des organes non photosynthétiques, puis stockés
ou utilisés dans ces organes. Les fluctuations des niveaux de sucres sont complexes chez ces
organismes photosynthétiques pluricellulaires, avec des possibilités de coopération cellulaire
pouvant modifier I’intérét adaptatif de la perception des sucres solubles. Cette complexité impose
une régulation fine et coordonnée des activités de synthese, de transport, d’utilisation et de stockage
des sucres (Ramel ,2009). De plus, chez les organismes eucaryotes pluricellulaires, les mécanismes
de signalisation doivent pouvoir étre intégrés avec des processus de transmission d’information a
distance. La capacité des plantes a répondre aux variations des niveaux de sucres solubles peut
servir de mécanisme de contrdle intégrant les conditions environnementales externes comme la
lumiere, les nutriments et les stress abiotiques et biotiques avec le programme de développement
intrinseque (Xiao et al., 2000).

Selon (Deraissac , 1992), le processus de concentrations des sucres solubles et /ou de la proline
dans les tissus foliaires des végétaux stressées est reconnu comme une caractéristique d’adaptation.
Ce qui confirme nos résultats ou on a constaté une augmentation des taux des sucres solubles
pendant les deux traitements (3 et 7 jours) et chez les deux espéces.

Les sucres solubles agissent non seulement en tant que métabolites, mais aussi en tant que signaux
capables d’activer des voies de signalisation aboutissant & des modifications d’expression
génétique. Leur implication dans les réponses aux stress xénobiotique et oxydatif a été étudiée chez
la plante modele Arabidopsis thaliana en interaction avec des molécules polluantes, en particulier
I’atrazine, herbicide de la famille des triazines, qui a été prise comme polluant modele générant un
fort stress oxydatif (Ramel ,2009).

L’autre aspect de notre travail, a consisté a mesurer les teneurs moyennes en chlorophylles (a, b et
a+b), parameétres susceptibles de nous indiquer un éventuel état de stress di a la présence d’un
polluant chez les deux espéces végétales (mousses et lichens).D’une maniere générale, la
chlorophylle semble étre affectée par le xénobiotique (NPKSs) et durant les deux traitements (3 et 7
jours). Cette perturbation dans les teneurs moyennes en chlorophylles a,b et a+b, chez ces
végétaux, explique I’atténuation de ’activité photosynthétique.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Puritch et Barker,(1967), qui mettent en évidence un
effet perturbateur de 1’ammonium sur la biosyntheése des chlorophylles, de méme qu’une
perturbation de I’aspect morphologique externe et interne des chloroplastes des feuilles.
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D’autres auteurs (Gallego et al.,1996 ; Shradha Singh et al., 2004) rapportent une dégenération
fréquente de la quantité de chlorophylle et caroténoides chez les plantes exposes a différentes
concentrations des métaux lourds.

L’autre aspect de notre travail, a consisté de mesurer des biomarqueurs enzymatiques (GST,CAT et
APX) et non enzymatique (GSH et MDA) susceptibles de nous indiquer 1’état de stress dia a la
présence d’un xénobiotique (polluant).

L’induction des enzymes antioxydants des végétaux sous des conditions de stress est souvent
rapportée (Smirnoff, 1998 ; Nimptsch et Pflugmacher, 2007).

Si le concept de biomarqueur chez les lichens existe depuis les années 1970, la notion elle-méme est
encore tres peu utilisée. Comme pour les végétaux supeérieurs, les modifications des paramétres
utilisables chez les lichens comme biomarqueurs sont innombrables .11 s’agit de modifications ultra-
structurales, de perturbations de la respiration (ATP) et de la biosynthese (fluorescence et
dégradation de la chlorophylle, mesure de 1’activité photosynthétique), perturbations des systemes
enzymatiques (liées notamment au stress oxydant : catalase, superoxyde dismutase, peroxydases,
glutathion réduit /glutathion oxyd¢), évaluation de la perte de I’intégrit¢é membranaire (Cuny et
al.,2002).

Dans notre travail ; nous avons mis en évidence une diminution de maniére dose -dépendante du
GSH en présence de NPKs (traitement 3jours) chez les deux especes. Cette déplétion peut étre
expliquée par la liaison directe du glutathion aux atomes du xénobiotique car le glutathion dispose
d’un groupement acide carboxylique, d’un groupement amine, d’un groupement sulfhydrile (-SH)
et de deux pontages peptidiques susceptibles d’étre impliqués dans des réactions avec d’autres
atomes. Son groupement fonctionnel —SH jouerait alors un réle important dans la liaison au
xenobiotique (Anderson,1985).

Cependant, une augmentation dans les taux de GSH au cours du deuxieme traitement (7jours), est
observé chez les deux espéces (mousses et lichens) suivie d’une 1égere diminution avec la plus forte
concentration (50mM).Cette augmentation peut se traduire par un phénomene de résistance aux
concentrations (10 ,20,30 et 40mM) de NPKs.

Le dosage des taux de GSH chez les mousses et les lichens traités par le NPKs suggere la
participation active de cet élément dans la détoxification des espéces réactives a oxygene (EAO)
géneré par ce xenobiotique. Ce résultat est confirmé aux observations rapportés par Asada et
Takahashi,(1987).

Une diminution du contenu de glutathion est principalement reliée a une diminution de l'activité de
la glutamyl cystéine synthétase, cette derniere intervient dans la biosynthése de GSH.

Nos résultats sont aussi en accord avec ceux de Zhu et al.,1999 ; Cao et al.,2004 et Freeman et
al.,2004 chez les quelles le niveau de GSH est diminué avec 1’augmentation de la tolérance a
I’accumulation du polluant pour des faibles concentrations et aussi avec celles observés par Gallego
et al.,(1996) ;Nagalakshmi et Prasad,(2001) ; Durcuix et al.,(2006) ou le niveau de GSH diminue
en reponse au stress induit par les fortes concentrations du polluant.

De plus, de faibles concentrations de xénobiotique non cytotoxiques augmentent la concentration en
GSH selon le type cellulaire. De fagon générale, 1’augmentation de GSH permet a la cellule de
mettre en place des mécanismes de défense alors qu’aux fortes concentrations du toxique, les
systemes antioxydants sont submergés et la synthése diminue (ce qui a été constaté au cours du
traitement 7 jours). D’un autre coté la réduction du taux de GSH peut étre expliquée également par
I’augmentation d’utilisation de ce dernier par la GST dans la réaction de conjugaison, ceci est
confirmé par nos résultats qui indiquent une induction de la GST en présence du xénobiotique
(NPKs).Le GST piege les especes réactives de 1’oxygene car il réagit notamment avec le radical
hydroxyle (OH) et O," (Saez et al., 1990).

Le GSH est aussi un substrat des glutathions peroxydases séléno - dépendantes (GPx). Cette
enzyme antioxydante utilise le GSH comme source principale d’hydrogéne (Saez et al., 1990 ). Ces
résultats sont en accord avec les travaux de (Winston et Di Giulio, 1991) .

Ces enzymes catalysent aussi I'addition nucléophile du groupement thiol du glutathion réduit (GSH)
aux composés ¢électrophiles, y compris les métabolites intercellulaires aux polluants .C’est une
enzyme qui catalyse dans le cytosol la réaction de conjugaison des xénobiotiques électrophiles et
de leurs métabolites avec un ligand endogene qui est le glutathion (Lagadic et al., 1997).
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Nos resultats montrent une augmentation significative du taux de GST ,aussi bien chez les mousses
que chez les lichens (traitement 3 et 7jours) en présence de NPKs ; cette augmentation est une
réponse au stress oxydatif provoqué par la présence de xénobiotique dans la cellule végétale. Les
enzymes de biotransformation sont parmi les premiéres a répondre a la présence d’un xénobiotique
dans un organisme vivant (Persié¢, 2004) Cette augmentation indique un taux élevé de conjugaison
des atomes de NPKs avec le glutathion

La GST est induite par de nombreux composés dont certains sont également responsables de
I’induction des cytochromes P450.La présence de monoxygénases a cytochrome P450 capables de
métaboliser certains contaminants organiques (Lagadic et al., 1997).

Notre hypothése est que 1’induction du systéme enzymatique GST peut étre expliquée par I’entrée
de Xénobiotique (NPKs) dans les cellules végétales (mousses et lichens) et le déclenchement du
systeme de détoxification.

La bioaccumulation de certains polluants dans les especes végétales est un indicateur d’exposition.
Des indicateurs d’effets de ces polluants peuvent également étre mesurés, ils peuvent étre plus
définis, notamment sous la forme de divers paramétres biochimiques ou physiologiques (bio-
marqueurs).

Sur les végétaux, les indicateurs d’effets ont porté sur les réponses physiologiques aux pollutions :
germination, croissance et photosynthése. Ils sont le plus souvent basés sur des systéemes
enzymatiques permettant de dégrader les xénobiotiques (polluants, médicaments, pesticides et
engrais) ; le plus important étant le systeme oxydatif des cytochromes P450 (Rico ,2001).

Sachant que les mécanismes de détoxification et /ou de métabolisation des xénobiotiques mettent en
jeu des systemes enzymatiques utilisant des molécules d’oxygene pour leur activité (les mono-
oxygenases et les oxydases) (Fournier ,1993) et (Pelmont,1995). Il est donc clair que la mesure du
taux d’oxygene présent dans le milieu de culture est un excellent indicateur d’une toxicité via la
perturbation de la respiration.

Le systeme antioxydant des plantes supérieures est constitu¢ d’enzymes, de composé€s a faibles
poids moléculaires (parmi eux des peptides, des vitamines, des flavonoides, des acides phénoliques,
des alcaloides, etc.), ainsi que des chaines intégrées de detoxification. La défense enzymatique chez
les plantes inclut des enzymes capables d’enlever, de neutraliser et d’éliminer les oxydants
intermédiaires. La catalase (CAT) et 1’ascorbate peroxydase (APx) sont les enzymes antioxydantes
les plus efficaces. Les radicaux libres causent des dommages aux cellules par un mécanisme de
peroxydation des lipides, ce qui conduit a un blocage des systemes antioxydants naturels.
L’application d’antioxydants synthétiques peut aider a contrer le stress oxydatif. Il existe trés peu de
publications a propos des effets des antioxydants sur la croissance et la physiologie des végétaux
(Klara et al.,1999).

Des teneurs ¢élevées en especes d’oxygene actif ou en radicaux libres peuvent créer un stress
oxydatif. La concentration de radicaux libres dans les cellules vivantes augmente suite a une
exposition a des stress environnementaux, et conduit au vieillissement, a la carcinogénése et aux
immunodéficiences chez les animaux, et a la fuite membranaire, la sénescence, la destruction de la
chlorophylle et a la diminution de la photosynthese chez les végéetaux (Klara et al.,1999).

La majorité des végétaux traités avec différentes concentrations des métaux lourds
(Cu,Cd,Pb,Zn....etc) montrent une augmentation des activités enzymatiques : superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutathione reductase (GRD), ascorbate (APX) (Caviglia et Modensi
,1999; Arrigoni,1994))et guaiacol peroxidase (GPX) par apport au témoin (Panda, 2003). Ces
travaux confirment nos résultats qui expriment le role des défences antioxydants dans les
mécanismes plante-résistance contre un stress d’un engrais. Si quelques métaux lourds (Cu et Zn)
sont essentielles autant que micro-nutriments des végétaux,les autres exercent des effets d’altération
dans les processus de la photosynthése et de la respiration ou l’inhibition de la croissance et
stimulation de la formation de ROS (Reactive Oxygen Species).

Les cellules végétales sont capables de protéger leur vie par [’utilisation des mécanismes
enzymatiques et non enzymatiques : SOD, CAT, Peroxydases (APX et GPX) et glutathion (Apel et
Hirt, 2004).
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L’hypothése de Modensi (1993), explique la relation entre le stress oxydatif et ’activité de
I’ascorbat peroxydase chez les végétaux (lichens) , par I’augmentation de de cette activité comme
premier moyen de défense (Keller & Schwager,1977 ; Loewus, 1998).

Les peroxydases sont des hémoprotéines avec un groupement prosthétique héminique : la ferro
proto porphyrine 1X,3 (Bergmeyer,1974 ; Farago,1994). Ce sont des oxydo-réductases
glycoprotéiques qui catalysent I’oxydation des nombreux composés organiques et inorganiques par
le peroxyde d’hydrogene(H;0,).

L’activit¢ APX , enzyme trés important dans le systétme de défense, induit une réponse aux
différentes concentrations de NPKs chez les mousses et les lichens et pendant les deux traitements
(3 et 7jours). L’APX protege la cellule contre les dommages oxydatives par 1’¢limination d’H,0,
toxique, libéré au niveau des chloroplastes, cytosol, mitochondries et peroxysomes des cellules
végetales (Mittler et al.,2004).

Le catalase qui est localisé essentiellement dans les peroxysomes et les mitochondries, participe
aussi dans la dégradation de H,O, generé par le xénobiotique (Foyer et al. ;1994).

Dans notre travail, on constate que chez les lichens, I’activité de la catalase augmente aux faibles
concentrations de NPKs (10,20et 30Mm) pour chuter ensuite aux fortes concentrations (40 et
50Mm). Les mémes résultats ont été constaté, aussi bien chez les mousses que chez les lichens pour
I’activit¢ de I’APX (traitement 3jours). Ceci pourrait s’expliquer par le fait qu’aux faibles
concentrations de NPKs , il y a déclenchement des systemes de détoxification qui pour la plus part
sont formés d’enzymes dont principalement la catalase. Ceci permet ainsi a la plante de tolérer puis
de s’adapter au xénobiotique se traduisant ainsi par une augmentation de ces enzymes (CAT). Aux
fortes concentrations de NPKSs, les systemes en question sont dépassés et les enzymes sont
complétement inhibées ceci est en parfait accord avec les travaux de (Chaoui et al. ;1997 ;
Stroinski, 1999 ;Cho et Park, 2000 ; Sinha et al. ;2005 ; Mishra et al. ;2006a,b et Sbartai,
2008).

Cependant, I’activité des deux enzymes (CAT et APX) augmente de fagon dose-dépendante, chez
les mousses (traitement 3jours) et chez les deux espéces pendant le traitement de (7jours),ce qui
peut s’expliquer par le fait que les systémes de détoxification restent sensibles jusqu’aux plus fortes
concentrations de NPKs.

Ces résultats concordent avec ceux obtenus avec Dazy et al., (2009) ou ils ont exposé, pendant 2 et
7jours , une mousse aquatique Fontinalis antipyretica a cing différentes concentrations des métaux
lourds (Cu et Zn). Ses résultats montrent des activités maximales de CAT et APX avec la plus
forte concentration (1000uM).

L’augmentation de I’activité APX sous stress oxydatif engendré par I’engrais (NPKS), montre bien
son role dans I’élimination de I’eau oxygéné(H,0,) formé suite a I’accumulation des atomes du
NPKs dans les thalles des espéces végétales étudiées. L’ APX réduit (H,O;) en eau (H,0) en utilisant
I’ascorbate comme donneur d’électrons qui résulte de la déshydroascorbate. Il est recyclé en
ascorbat qui utilise la GSH comme donneur d’électrons et le glutathion oxydé(GSSG) est convertis
en GSH par NADPH qui dépend de I’enzyme glutathion réductase(GR)(Asada et
Takahashi,1987).Nos résultats sont comparables a ceux obtenus par (Kampfenkel et
al.;1995 ;Weckx et Clijsters,1996 ; Patra et Panda,1998 ; Prasad et al.,1999 ; Rucinska et
al.,1999 et Gallego et al.,2002). La stimulation de cette enzyme traduit bien la mise en place, chez
les cellules des végétaux traités, un état de stress.

Nos résultats confirment la sensibilité des lichens et des mousses aux polluants (atmosphériques),
mais souligne aussi le fait qu’ils sont également trés dépendants dans le cas présent de la nature du
substrat en particulier (NPKs) (Belandria et Asta, 1986).

Pour confirmer 1’état de stress généré chez les mousses et les lichens,nous avons dos¢ un autre
biomarqueur non enzymatique ,le malondialdéhyde (MDA) qui est une expression de la
lipoperoxydation (Pompella et al., 1987 ;Sunderman, 1987). L’utilisation de ce composé comme
biomarqueur de stress oxydatif en général, et en peroxydation lipidique en particulier, est largement
répandu.

Le MDA est un produit des réactions de peroxydation lipidique qui se forme lors de I’attaque des
lipides polyinsaturés par des especes réactives de I’oxygeéne générés dans des conditions de stress,
en particulier avec contaminants organiques (HAP,PCB, pesticides) et inorganiques(métaux de

64



transition). Les hydroperoxydes ainsi formés se décomposent en intermédiaires radicalaires et en
aldéhydes dont un des représentants les plus réactifs est le malonedialdéhyde (MDA) (Alia et
al.,1995).

Le MDA est un agent alkylant puissant capable de réagir avec les macromolécules biologiques. Le
dosage de ce composé présente donc un intérét certain chez les veégétaux soumis a des
contaminations multiples (Narbonne et al., 1991).

Concernant nos résultats, les valeurs enregistrées pour les teneurs en substances : dont le MDA
réagissant avec 1’acide thiobarbiturique (TBA), indiquent que celles-ci augmentent avec 1’addition
de NPKs dans le milieu témoin. En effet, le contenu des Mousses et lichens en ces substances est le
plus élevé chez les deux végétaux et avec les deux traitements (3 et 7jours) en présence de
(NPKs). Ce contenu augmente avec I’augmentation de la concentration en NPKs. Exception faite
pour la concentration maximale 50mM qui présente des taux faibles de ces substances par rapport
aux témoins.

En comparant ces résultats, nous remarquons que les mousses et les lichens accumulent moins de
ces substances en présence de la concentration maximale de NPKs.

Le dosage des substances de MDA , au niveau des mousses et des lichens cultivées en présence de
différentes concentrations en NPKs et du témoin montre que, sur ce dernier, 1’échantillon
accumule moins de ces substances, contrairement aux échantillons traités accumulant beaucoup de
ces substances déenotant une forte peroxydation des lipides membranaires. Cette forte peroxydation
est due & une grande dismutation des O, une des formes actives de I’oxygene (Baisak et al., 1994 ;
Sairam et Srivastava, 2002). La diminution de la peroxydation des lipides chez les témoins suite a
I’absence de NPKs traduit, selon Xue et al. ; (2001), une diminution des effets oxydatifs des EAOx
(especes réactives de I’oxygene). Ceci constitue une preuve que la plante a bien profité du NPKs
pour éviter ou réduire les dégats occasionnés par I’accumulation des EAOx.

Ceci confirme bien la genése d’un état de stress oxydatif au niveau des thalles (des lichens et des
mousses) traitées par le NPKs. En effet , I’engrais peut entrainer la peroxydation des lipides
membranaires en catalysant la formation de radicaux libres ou especes oxygénées réactives (10,
0,,0H, H;0,, HOO.) lesquels s‘attaquent aux lipides insaturés conduisant a la libération
d'hydroperoxydes (RO., ROO., RCOO., etc...) trés nocifs pour les constituants cellulaires
(Thompson et al., 1987; De Vos et al., 1993; Wecks et Clijesters, 1996).

Afin d’expliquer ces différences physiologiques (favorables au développement des mousses et des
lichens, nous avons émis 1’hypothése qu’elles étaient liées au stress oxydatif et nous avons procédé
a I’analyse de I’activité de certaines enzymes anti-oxydantes en rapport avec la quantité de NPKs
ajoutée au milieu de culture.

Parmi les ¢léments minéraux, 1’azote joue un role trés important par sa disponibilité¢ et sa
formulation chimique. En effet, la présence de I’azote (réduit ou oxyd¢) affecte le développement,
la morphogenése, la structure anatomique, la composition chimique des tissus, la machinerie
cellulaire et moléculaire des vegétaux (Lewis et Chadwick, 1983 ; Vieitez et al., 1985 ; Cramer et
Lewis, 1993 ; George, 1993).

Tout déséquilibre d’azote peut soumettre la plante a une situation de stress nutritionnel responsable
de changements de la balance hormonale interne. Le métabolisme des végétaux, leur croissance et
leur développement peuvent é&tre affectés par la genese de formes actives de I’oxygene
(FAOx)[Formes actives de 1’oxygéne] (Scandalios, 1993 ; Gossett et al., 1994 ; Taylor et al.,
2004) telles que I’ion superoxide O, la forme singuliére de 1’oxygéne O, le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) ou les radicaux hydroxydes OH™ (Zarrouk, 1999). L’accumulation des FAOx
altere les composants cellulaires, provoquant ainsi soit une inhibition directe des enzymes, soit des
réactions d’oxydation des protéines ou de peroxydation des lipides membranaires (Mittler, 2002 ;
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Taylor et al., 2004). Des dommages oxydatifs de I’ADN et de I’ARN ont également été signalés
(Becana et al., 1998 ; Taylor et al., 2004). Pour faire face a ces dommages, la plante peut utiliser
ses systemes de défense anti-oxydante de type enzymatique (SOD, CAT, POD, APX, etc.) et non
enzymatique (ASC, GSH, vitamine E, caroténoides, flavonoides, etc.) (Foyer et al., 1994a, 1994b).

Les dérivés azotés peuvent se déposer a la surface du thalle par I’intermédiaire des dépots secs et
humides. Certains sont généralement plus facilement absorbés que des autres. Les ions de ces
dérivés se fixent dans un premier temps sur la paroi avant d’étre transférés dans la cellule (Bargali,
1998a ; Bargali et Mikhailova, 2002).

Sachant que les mécanismes de détoxification et/ou métabolisation des xénobiotiques mettent en
jeu des systémes enzymatiques utilisant des molécules d’oxygeéne pour leur activit¢é comme les
mono-oxygénases, les oxydases et superoxyde dismutase (SOD) (Fournier,1993;
Pelmont,1995),nous avons jugé utile de nous poser la question suivante : Quel est I’impact de
cette molécule (NPKSs) sur les métabolismes respiratoire et photosynthétique de nos modeles
biolgiques (mousses et lichens) ?

Pour répondre a cette question, nous avons utilisé la polarographie, technique pouvant nous
permettre d’atteindre deux objectifs :

> Le premier direct, lié a la consommation d’oxygeéne a travers le métabolisme
respiratoire ;

» Le second indirect, et concerne 1’oxygeéne consommé par les mono-oxygénases lors
de la métabolisation du NPKSs.Nos résultats sont assez révélateurs, ainsi, le NPKs
provoque une stimulation de la photosynthéese chez les mousses et les lichens, et pendant
les deux traitements (3 et 7 jours), autrement dit une production excessive d’oxygene dans
le milieu de culture. Tandis qu’une inhibition du métabolisme respiratoire a été constaté
pendant le traitement de 7 jours (cad les témoins respirent mieux par rapport aux traités
parcqu’ils consomment plus d’oxygéne),aussi bien chez les mousses que chez les lichens,
apres une nette stimulation de ce métabolisme pendant le premier traitement (3jours).

La pollution atmosphérique expose les végétaux a diverses formes d’azote qui peuvent étre
hautement toxiques (le dioxyde d’azote, I’ammoniac et ’ammonium).Parmi les réactions aux effets
toxiques de ces composés, citons :la défoliation, la formation de cellules plus grosses a paroi mince,
le jaunissement, 1’apparition de Iésions sur quelques organites de la plante (Van Dijik et
Roelfs,1988 ) ainsi que la réduction de la résistance a la sécheresse (Cape et al.,1991 ; Hall et
al.,1997).

L’effet direct le plus important sur la végétation résulte de I’interaction de ces diverses formes
d’azote avec les autres polluants et I’altération de 1’équilibre avec les autres éléments nutritifs. En
effet, le dioxyde d’azote est responsable de 1’augmentation de la resgiration a ’obscurité chez
I’haricot (Sandhu et Gupta,1989). A la concentration de 375 pg/m®, une augmentation de la
respirationet de la photosynthése a I’obscurité a été notée chez le soja (Sabaratnam et al.,1988).

A la fin de cette partie d’expérimentation, nous pouvons conclure que le NPKs perturbe le
métabolisme photosynthétique (stimulation pendant les deux traitements 3 et 7 jours) et respiratoire
(Stimulation (traitement 3 jours) et inhibition (traitement 7 jours) )des mousses et des lichens.

Nos résultats sont en parfait accord avec nos travaux précédents (Khaldi, 2003 ; Bensoltane et al.,
2005) ou on a mis en évidence une stimulation de la photosynthese et une inhibition de la
respiration chez ces végétaux. Or chez les végétaux supérieurs, 1'un des mécanismes de defense
contre une pollution atmosphérique c’est en effet une diminution de D’activité respiratoire et
photosynthétique (Palmqvist et al.,1998).

L’autre effet inhibiteur de la respiration des mousses et des lichens n’est que peu surprenant,
puisque les NOx, en plus de leur effet toxique sur la respiration des mammiféres entre-autre
(Bensoltane,2007) semblent affectés par la présence du polluant et présentent une diminution de
leur consommation d’oxygeéne dans le milieu.Ce résultat est en accord avec ceux de Salt et
al.,(1998) qui mettent en évidence une induction d’un systéme enzymatique de défence qui va
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maintenir le xénobiotique au niveau des premiéres cellules atteintes qui seront ensuite sacrifiées par
la plante entiére. Une deuxieme question s’impose alors: Qu’elle est la relation entre ce
phénomeéne avec la diminution de la respiration ?

L’hypothese la plus plausible a été émise par Djebar (1988), qui explique que I’inhibition de la
respiration observée chez des racines végétales en présence d’un xénobiotique est due a un
découplage de la phosphorylation oxydative au niveau de la derniére étape de 1’oxydation
respiratoire ¢-a-d lors du transfert des électrons vers la molécule d’oxygéne. Il s’ensuit alors une
inhibition de la respiration malgré un fonctionnement normal de I’ATPase mitochondriale. Sachant
que chez les végétaux, le phénomene de détoxification se traduit par un stockage du xénobiotique
dans les vacuoles est indépendant du gradient d’ATP.

En conclusion,

Un lichen est une association symbiotique entre un champignon et une algue (dans la plupart des
cas un Ascomycota et une algue verte). Le champignon fournit I’eau et les sels minéraux ainsi
qu’une protection a l’algue, qui est capable de synthétiser de la matiére organique via la
photosynthése. Les lichens sont des organismes poikilohydriques, c’est-a-dire que leur humidité
dépend de celle de I’environnement.

Ils sont pérennes, dépourvus de cuticule, de stomates et de racines, ce qui les rend exclusivement
dépendants de I’atmosphére pour leur nutrition. N’ayant pas de moyen de protection vis-a-vis des
polluants, ils absorbent les polluants présents dans 1’air en méme temps que les éléments qui leur
sont nécessaires et les accumulent dans leurs tissus. Ces mécanismes d’accumulation ont été décrits
et synthétisés dans diverses publications notamment par Garty (2001).Selon cet auteur, les
polluants (métaux lourds et autres) se déposent a la surface des lichens sous forme de particules
séches ou lors de précipitations sous forme humide (particules et/ou éléments dissous dans I’eau
(cas de notre matériel chimique (NPKSs)).

Les particules retenues a I’intérieur du thalle s’y désagrégent progressivement, et les éléments
relargues se fixent sur les sites chargés extracellulaires (parietaux membranaires, généralement des
groupes carboxyliques).Les formes ioniques se fixent trés rapidement sur des sites pariétaux
extracellulaires (de type carboxyliques ou thiols par exemple).Cependant, lorsque les éléments se
trouve sous forme de particules insolubles, ils n’en sont que trés lentement extraits. Ainsi, ils sont
accumulés dans les thalles selon les quantités de particules dans le milieu de culture, dans
I’atmosphére et selon la période d’exposition (Bergamaschi et al.,2007).

In fine, en fonction de leur spéciation dans les thalles, les polluants (xénobiotiques) peuvent
pénétrer au sein des cellules par des mécanismes actifs et passifs (Cuny et al., 2002).

Les mousses comme les lichens, ce sont des organismes poikilohydriques. Elles n’ont aucune
parade contre la dessiccation, mais elles sont capables de reviviscence apres un état de
déshydratation. Méme si elles se développent préférentiellement dans les endroits humides, elles

. . 4
sont capables de s’adapter a des environnements plus secs @".

Les mousses sont des végétaux de forme thalloide, qui ne possedent pas de racine mais des
rhizoides qui permettent leur ancrage, mais n’interviennent pas dans 1’absorption d’eau. Leur
cuticule mince est généralement dépourvue de cires

Les mousses absorbent donc directement 1’cau et les éléments nutritifs, mais aussi les polluants
présents dans les dépdts atmosphériques humides ou secs. De part 1’absence de systéme racinaire et
de cuticule bien développée, le substrat a peu d’influence sur les niveaux de contaminants dans leur
tissus, et le piégeage des polluants se fait trés facilement. L’accumulation des polluants se fait
principalement via des mécanismes d’échanges cationiques avec une treés faible résistance a la
diffusion des ¢éléments absorbés. L’architecture des mousses et leur grande capacité d’échanges
permettent une bonne accumulation des particules (Amblard-Gross et al., 2002 ; Fernandez et al.,
2002).

De plus, les mousses sont particulierement résistantes aux substances toxiques qu’elles accumulent,
ce qui en fait des organismes adéquats pour la biosurveillance (Krommer et al.,2007). Certains
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auteurs concluent que les mousses seraient plus performantes pour le piégeage des polluants
(xéenobiotiques) présents dans les dépots humides et grossiers que pour I’accumulation des dépots
secs (Sucharova et Suchara,1998).
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CHAPITRE 11

1.Introduction

Depuis 1970, les études concernant I’écologie des lichens se sont multipliées, notamment avecC
les recherches appliquées a la pollution atmosphérique, en raison de la sensibilité particuliére des
lichens a la qualité de I’air, grace a leur longévité, leur croissance, leur fonction photosynthétique
continue, et leur capacité d’accumulation (Khalil et Asta, 1998). La pollution atmosphérique
modifie le développement de la flore lichénique : selon I’intensité et la nature de la pollution, les
lichens présentent des altérations morphologiques et structurales et parfois méme, disparaissent
totalement.

Belandria et Asta (1986), ont confirmé la sensibilité des lichens aux pollutions atmosphérigues,
mais soulignent aussi, le fait, qu’ils sont également trés dépendants des autres facteurs limitants du
milieu, de la nature du substrat en particulier.

Les travaux de Hawksworth et Rose (1970), ont conduit a 1’établissement d’une échelle de
sensibilité des espéces lichéniques vis-a vis de la pollution atmosphérique et plus précisément, vis-
a vis de la pollution par SO,. Ces auteurs ont ainsi établi une échelle de corrélation lichens-
pollution, comportant onze niveaux numérotés de 0 (pollution forte), a 10 (air pur).Chaque niveau
est défini par plusieurs especes d’amplitude écologique assez large, regroupées en communautés
différentes, selon qu’elles se développent sur écorce basique ou acide.

Une deuxieme méthode, celle de Van Haluwyn et Lerond (1986), est basee sur une technique
utilisant les principes de la lichenosociologie. Ces auteurs, proposent d’utiliser une échelle de sept
zones, notées de A a G définies a partir d’espéces facilement identifiables : les zones A,B,C,D et E
correspondant a des régions moyennement a tres fortement polluées, les zones F ,G caractérisant
des régions faiblement polluées (Khalil et Asta, 1998).

Les recherches appliquées a la pollution atmosphérique avec les lichens comme indicateurs
biologiques, ont d’abord concerné la pollution acide (Lerond et Van Haluwyn,1981).Des releves
de la flore lichénique suffisent a déterminer un taux d’acidité forte. Par contre, la détection d’autres
polluants comme le fluor, les radio-éléments et les métaux lourds nécessite leur dosage dans des
thalles et fait appel & des techniques plus élaborées (Déruelle et Lallement, 1983).

La pollution de I’air par des émissions de gaz, de poussic¢res, d’odeurs est une des formes de
nuisance a laquelle 1’opinion est, a juste titre, la plus sensible. Pour protéger la qualité de I’air, il est
nécessaire de connaitre la nature des polluants, de savoir les doser et les traiter. C’est une action
fondamentale, car c’est sur elle que repose 1’élaboration des stratégies des réductions des quantités
de polluants rejetés dans 1’atmosphére (Bignal et al.,2008).

Les recherches appliquées a la pollution atmosphérique, en utilisant les lichens comme
bioindicateurs, se sont multipliées. Les premieres estimations de la pollution atmosphérique,

par ces végétaux, ont d’abord concerné la pollution acide (Gilbert,1970), précédées par les
premiers travaux relatifs a I’accumulation des radioéléments et des métaux lourds par les lichens
(James, 1973 ; Gailey et al.,1985).

Le probléeme est de savoir, si les lichens, déja susceptibles de détecter une dépollution fluorée
(Semadi,1989) ou une dépollution acide, peuvent témoigner de la diminution de la pollution par les
NOx. Le phénomene d’exsorption déja mis en évidence a la faveur de la retransplantation
d’échantillons dans leur site d’origine non pollu¢, semble indiquer, que les lichens, réagissent
rapidement a une dépollution de ’air (Déruelle,1996).

Les travaux publiés en 1997 par Cislaghi et Nimis ont pu mettre en évidence I’intérét d’une
utilisation épidémiologique des lichens. Ces auteurs ont analysé, a I’aide d’une étude de type
écologique, les relations entre mortalité par cancer en Vénétie (1981-1988) et un indice de bio-
surveillance lichénique. Ils ont observé, a 1’aide de techniques de modélisation spatiale
sophistiquées, une corrélation entre mortalité par cancer pulmonaire chez les hommes de moins de
55 ans et I’indice de biodiversité lichénique (Cislaghi et al., 1996).

Le complexe d’engrais phosphato-azotés de Annaba « FERTIAL »entre dans le cadre de la
promotion de I’agriculture algérienne, qui représente un outil indispensable a I’indépendance du
pays, sur le plan de I’autosuffisance alimentaire. Cette institution est située sur la cote-est de la ville
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de Annaba .De ce fait, elle contribue de fagon relativement importante a 1’augmentation des teneurs
en poussieres, NOx et NH3.Il est alors intéressant d’avoir recours a des végétaux indicateurs de
facon a pouvoir estimer I’impact de ces polluants sur 1’environnement.

Une étude fait référence a la bio-estimation de la pollution globale, issue d’une usine
d’incinération a 1’aide des lichens (Loppi et al.,1995). La capacité de bioaccumulation des lichens
nous est apparue une approche judicieuse pour évaluer I’impact de « FERTIAL »productive de
fertilisants sur I’environnement.

Construite en 1972,cette unité productive d’engrais phosphato-azotés a fait I’objet, de 1995 a
1997, d’une rénovation visant a optimiser sa capacité de production et a appliquer les normes de
rejet en vigueur (aprés le projet de la banque mondiale, les rejets de polluants ont
diminués :NOx :de 1188 a 275 Tonnes/an,NH; :de 2291 a 45,6 Tonnes/an) (U.E.F,2010) .

En raison de I’insuffisance des réseaux de capteurs et de leur fiabilité peu ¢élevée, 'utilisation
d’indicateurs biologiques est la seule possibilit¢ pour suivre 1’évolution de la pollution
atmosphérique.

L’absence de dosages réguliers et I’existence de variations périodiques des conditions de
dispersion des polluants ne permettent pas de mesurer de fagon représentative, I’intensité de la
pollution atmosphérique. Ces inconvénients liées aux modalités de fonctionnement des capteurs
utilisés et a la variabilité des facteurs climatiques, n’existent pas avec les lichens qui intégrent en
permanence les variations de la qualité de 1’air ( Déruelle, 1984).

Actuellement, les outils de diagnostic sont surtout recherchés au niveau infra-individuel
(moléculaire, cellulaire et physiologique). Il convient également de préciser que pour des
micropolluants, I’analyse directe dans 1’air devient difficile voire impossible pour certains
composés. A cet €gard, 1’utilisation de cibles bioaccumulatrices judicieusement choisies présente
des avantages indéniables (Mersch et Claveri, 1997).

2.Généralités les sur lichens

Le terme de lichens est d’origine grecque et se trouve pour la premiere fois dans les écrits de
THEOPHRASTE qui désigne ainsi les plantes croissant sur les troncs d’arbres, auxquels on
attribuait a I’époque des vertus médicinales.

Durant les époques suivantes, les lichens ne sont que tres épisodiquement mentionnes, leur étude
en tant que groupe botanique distinct est relativement récente, bien qu’au 17°™ siécle, on les a pour
la premiére fois séparées nettement des algues et des bryophytes.

» 1729, I’'ltalien MECHELI décrivit de nombreux lichens et suivit le développement des

lichens & partir des amas pulvérulents.

» 1741, I’Allemand DIJILEUIS établit une classification dans son étude : « Historia
Muscorum ».

» 1753, LINNE rangeait les lichens parmi les algues, en les réunissant presque tous dans un
genre unique « Lichens ».

» 1798, Le Suédois ACHARIUS a fait de la lichénologie une branche spéciale de la
cryptogamie, et distingue les lichens des autres cryptogames, la terminologie qu’il a créée
est utilisée jusqu’a nos jours.

» 1825, WALLROTH distingua les éléments verts du thalle.

» 1846, DE NOTARIS montra I’intérét des spores pour la classification des lichens et
|’établissements des genres.

11 fut suivi par MASSALONGO, I’Allemand KOERBER et le Finlandais NYLANDER. Ce dernier
jusqu’a sa mort (1899) décrit environ 3000especes nouvelles, et c’est lui qui a découvert en 1869
les réactions chimiques des lichens et appliqua a I’identification des espéces.

» 1852, TULSANE publia un mémoire sur I’anatomie des lichens et sur les organes

reproducteurs.
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» 1855, SACHS (Botaniste Allemand) émis pour la premiére fois I’hypothése que les lichens
résultent de I’association d’une algue et d’un champignon.

» 1866, DE BARRY émis I’hypothése qui dit que certains lichens n’étaient que des algues
pénétrées par des filaments.

» 1900, ’ABBE HUE fait connaitre 1’anatomie de nombreux lichens et fonde dessus une
classification.

En Algérie, plusieurs données ont été publiées sur la flore lichénique :
» 1876, le célebre Docteur NYLANDER publia I’excellent catalogue

« Prodomus Lichenophioe Gallioe et Algerioe ».
> 1896, FLAGEY a publié « catalogue des lichens d” Algérie ».
» 1951 a 1954, FAUREL, OZENDA et SCHOTTER ont travaillé sur la flore lichénique
d’Algérie.
1965, TROTET a travaillé sur la flore lichénique du Sahara.
1983-1989, SEMADI étudia la flore lichénique de la région d’Annaba en portant I’accent
sur leur qualité de bioindicateurs.
1984, ZOUAOUI a étudia les lichens de la région de Grande Kabylie.
1985-1986, ZEIMECHE ¢étudia la flore lichénique dans I’Est Algérien.
1986, BELBECKOUCHE étudia la flore lichénique dans la région de Constantine.
1987, RAIDI étudia les différentes espéces de lichens de la foret de Lakhdaria.
1992, DJEBAR et FRADJA sous la direction du défunt professeur SEMADI étudierent les
especes de lichens dans la région d’El Kala.

VYV VY

YVVVY VYV

On appelle lichen, tout végétal résultant de ’association symbiotique entre un eumycete et un
cyanophyte ou un chlorophycée (Ozenda et Clausade,1970).L’algue autotrophe ,grace a sa
chlorophylle, procure la substance organique et le champignon protege 1’algue et la garde humide
(Des abbayes,1978).

L’efficacité de la symbiose est procurée par les habitats peuplés des lichens ou ni un champignon
seul, ou une algue isolée, ne pourrait subsister. L’autotrophie des lichens et leur reviviscence, leur
permet la conquéte de 1’espace défavorable pour d’autres formes de végétation.

3.Morphologie
Les lichens sont des thallophytes. Leur appareil végétatif est un thalle ne représentent ni feuilles, ni
tiges, ni racines, ni appareil conducteur et portant les organes de reproduction (Ozenda,2000). Les
thalles de lichens ont des formes tres variées, parmi lesquels, on distingue plusieurs grands types
morphologiques.
v Thalles fruticuleux : ils forment des faisceaux de tiges plus au moins ramifiées.
C’est la forme la plus sensible aux rejets polluants.
v Thalles foliacés : lls ressemblent a de petites feuilles plus au moins lobées
v Thalles crustacés : Ce sont les thalles les plus largement représentés.
Les espéces crustacées aux échanges faibles et a croissance plus lente que les espéces
foliacées et fruticuleuses, sont moins affectées par la pollution atmosphérique et résistent
mieux a I’environnement urbain et industriel.
v Thalles gélatineux : Formés par des filaments tres fins.
v Thalles squamuleux : Ce sont des thalles formés par des sortes d’écailles, plus au moins
rapprochés et contiguies.
v' Thalles composites : lls comportent un thalle primaire crustacé, squamuleux ou plus
rarement foliacé et un thalle secondaire fruticuleux (Ramade ,1995).
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4. Caractéristiques de la zone d’étude (Annaba)

4.1. Localisation géographique
La ville de Annaba est située a I’est de 1’Algérie, entre les latitudes (36°30) Nord et les longitudes
(07°20) Est et (08°40) Est. Elle est bordée au Nord par la mer méditerranéenne, a I’est par la wilaya
d’El-Taref, au sud par la wilaya de Guelma,a I’Ouest par la wilaya de Skikda.
Elle couvre une superficie de 1411,98Km?, regroupe 12 communes et comprend 06 Daira (ANPE ,
1989).

4.2. Données climatiques

4.2.1. Températures

Ce parametre est fonction de 1’altitude, de la distance a la mer, et de la position topographique. La
température maximale pouvant atteindre 26° C en (2009). Les températures les plus basses sont
enregistrées en altitude durant I’hiver. Au niveau de la mer, les températures descendent trés
rarement a 10.5°C. Elles présentent des amplitudes thermiques élevées entre les mois les plus froids
et les mois les plus chauds.

Tableau 6 . Températures moyennes mensuelles (°C), enregistrées a Annaba en 2009
(Station météorologique les salines d’Annaba).
JAN | FEV | MAR | AVR | MAI | JUI | JUIL | AOU |SEP | OCT | NOV | DEC

11 105|121 |144(195|228 259 |26 |22.8 18915 13.7
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Figure 47. Températures moyennes mensuelles (°C), enregistrées a Annaba en 2009 (Station
météorologique les salines d’Annaba).

Tableau 7. Températures moyennes mensuelles (°C), enregistrées a Annaba en 2008 (Station
météorologique les salines d’Annaba).

JAN | FEV | MAR | AVR | MAI | JUl | JUIL | AOU | SEP | OCT | NOV DEC
1121113123 |161|19.1 216|253 |256|23.6|19.7|14.8 11
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Figure 48. Températures moyennes mensuelles (°C), enregistrées a Annaba en 2008 (Station

météorologique les salines d’Annaba).
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Figure 49. Diagramme ombrothermique de GAUSSEN de la région d’Annaba (2009).

4.2.2. Les précipitations

Cinq stations pluviométriques (Annaba, Aéroport, Pont Bouchet, Kef Mourad et ElI Karma) sont
implantées dans la plaine d’Annaba, leurs périodes de fonctionnement varient d’une station a une
autre. La station de Pont Bouchet, appartenant & ’ANRH (Agence Nationale des Ressources
Hydrauliques) servira de référence, compte tenu de sa situation au centre de la zone d’étude (basse
plaine de la Seybouse) et de la fiabilité des données (les mesures étant continues et effectuées par le
méme opérateur). Des données mensuelles pour 2008 et 2009, années du suivi.

Tableau 8. Précipitations moyennes mensuelles (mm) enregistrées a Annaba en 2008 et 2009
(Station météorologique les salines d’Annaba).

s | JAN | FEV | MAR | AVR | MAI | JUI | JUIL | AOU | SEP | OCT | NOV | DEC

Anng

2008 | 14 17 99 16 42 2 7 0.02 |60 49 41 87

2009 | 217 |83 91 127 | 90 0.02 |22 0.6 122 |53 72 83
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Figure 50. Précipitations moyennes mensuelles (mm) enregistrées a Annaba en 2008 et 2009
(Station météorologique les salines d’Annaba).

4.2.3. L’humidité

Dans la région de Annaba, le degré hydrométrique est tres €levé, tout au long de I’année. La mer et
les nombreux plans d’eau, contribuent au maintien d’'une hydrométrie élevée en été, modérant la
durée et I’intensité de la sécheresse estivale.

L’évaporation intense des zones humides et la proximité de la mer, entretiennent une humidité
¢levée tout au long de I’année. Les valeurs extrémes sont enregistrées a la fin de I’été et au début de
I’hiver.(Janvier 2008 et 2009).

Tableau 9. Hygrométries (%) moyennes mensuelles enregistrées a Annaba en 2008 et 2009

(Station météorologique les salines d’Annaba).

%s | JAN | FEV | MAR | AVR | MAI | JUI | JUIL | AOU | SEP | OCT | NOV | DEC

Année

2008 | 81 80 79 71 76 77 73 74 74 79 71 79

2009 | 82 76 52 79 79 71 72 77 77 79 76 76
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Figure 51. Hygrométries (%) moyennes mensuelles enregistrées a Annaba en 2008 et 2009
(Station météorologique les salines d’Annaba).
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4.2.4. Le vent

Le vent est un facteur climatique non négligeable pour le fonctionnement des différents
écosystemes de la région.
Tableau 10. Vitesses moyennes mensuelles du vent (Km/h) enregistrées a Annaba en 2008 et
2009 (Station météorologique les salines d’Annaba).

% | JAN | FEV | MAR | AVR | MAI | JUI | JUIL | AOU | SEP | OCT | NOV | DEC

Année

2008 | 3.1 | 2.9 3.7 40 | 36 | 39 5.4 43 | 38 | 33 3.7 3.4

2009 | 3.7 | 4.0 3.7 38 | 33 | 36 | 36 38 | 36 | 40 | 31 | 35

Le régime des vents dominants supérieurs a 6m.s-1 est de provenance nord nord-est (30%), nord
(13%) et ouest (10%).
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Figure 52. La rose des vents 2009(4nnaba d’apreés les Salines le centre météorologique de

["aéroport)
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But de travail

Cette recherche a pour objectif 1’étude du devenir des polluants atmosphériques (NOx et
poussieres) sur des végetaux inférieurs : les lichens, ils ont été sélectionnés comme modeles
biologiques.
Dans ce chapitre, nous tenterons d’apporter notre contribution sur I’utilisation des lichens comme
bio-indicateurs de la pollution et par-la méme leur comportement vis-a-vis des polluants
atmosphériques, particulierement ceux rejetes par « FERTIAL ».
Dans la deuxiéme partie de 1’expérimentation, nous nous sommes fixés trois objectifs principaux :
e Nous testerons I’effet des polluants atmosphériques sur quelques paramétres physiologiques
et biochimiques (Teneurs en chlorophylles a, b et (a+b), teneurs en proline, teneurs en
sucres totaux, teneurs en protéines totales et taux MF/MS) chez des espéces végétales

connues comme étant des hio-indicateurs : les lichens.

e D’autre part, nous étudions le comportement de ces végétaux sur le plan enzymatique vis-a-
vis des xénobiotiques a travers le suivi des bio-marqueurs enzymatiques de détoxification
(GST et GSH).

e Enfin, nous évaluerons I’effet de cette pollution atmosphérique sur le métabolisme

respiratoire et photosynthétique des lichens en fonction de leur transplantation au niveau
des différents sites choisis ultérieurement (Partie | et 1I).
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PARTIE |
1. Technique de transplantation des lichens
1.1. Historique
Les premicres transplantations de lichens ont été réalisées il ya une centaine d’année dans la ville
de Munich (ARNOLD ,1891-1901).Depuis deux techniques ont été abondamment utilisées pour les
transplantations de lichens épiphytes :
= La premiére technique a été mise au point par BRODO (1961).Elle consiste & greffer un
disque d’écorce supportant un lichen sur un phorophyte de méme espéce,en absence
d’arbres, SCHONBECK(1969) propose de fixer les disques d’écorce sur des planches.
= La deuxieme technique consiste a exposer en milieu pollué des branches recouvertes de
thalles épiphytes. C’est la technique que nous avons choisie dans notre expérimentation.
Ainsi des thalles d’hypogymnia physodes (Déruelle et Guilloux,1993) et de Ramalina
duriaei (Garty et Fuchs,1982) ont été, de cette facon, soumis a la pollution automobile.

La technique de transplantation, déja largement répandue dans les études de bioaccumulation a été
utilisée plus récemment pour la recherche de biomarqueurs ( teneur en chlorophylle, paramétres de
stress oxydant, etc ...).

1.2. Durée des transplantations

Les transplantations ont été effectuées a deux reprises : le 22 Janvier et le 21 Février 2008/2009
sur les 5 sites. La durée maximale de transplantation n’a pas dépassé 1mois : le premier
prélevement a lieu le jour de la deuxieme transplantation, et pour cette derniere le prélevement a été
effectuée le 22Mars 2008/20009.
Les thalles transplantés ont toujours été prélevés le méme jour pour chaque site et des échantillons
témoins ont été récoltés sur les sites de prélevement témoin (Séraidi) le méme jour que les lichens
transplantés.

1.3. Stratégie et lieux de transplantation
La stratégie d’échantillonnage mise en ceuvre pour le prélevement des lichens et la mise en place
des transplants est basée sur 1’éloignement du complexe d’engrais phosphato-azotés FERTIAL et
sur la direction des vents dominants (Gombert et Asta,1997)(rose des vents fournie par la station
les Salines de Annaba située approximativement a 5 Km de 1’usine).

Ces transplants végétaux ont été utilisés dans le but de mettre en place une stratégie de surveillance
de la pollution par les NOx émise par le complexe d’engrais phosphato-azotés « FERTIAL » de
ANNABA.

Cinq sites de transplantation ont été retenus : 400m,800m,1200m,1600m et 2000m par rapport a
I’usine FERTIAL.
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Figure 53. Représentation de la zone d’échantillonnage et la zone de transplantation par
rapport au complexe des fertilisants « FERTIAL» de ANNABA (carte du réseau

hydrographique de la plaine d’Annaba,2008) .
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1.4. Récolte de I’espece lichénique

Un recensement lichénique effectuée sur ’agglomération de Séraidi a permis de choisir 1’espece
lichénique Ramalina farinacea .Celle-ci y est en effet bien développée et abondante et posséde un
thalle fruticuleux se prélevant aisément.

Plusieurs thalles de Ramalina farinacea ont été récoltés sur les écorces des arbres de plusieurs
stations dans des conditions standardisées (hauteur de prélevements a 1,50-2 m du sol) (Sémadi et
Deruelle,1993).

L’échantillonnage a été effectué¢ en Janvier et Février 2008 et 2009 dans I’agglomération selon la
stratégie d’échantillonnage définie précédemment.

i Ml Khanga,
se9h. " KOUDIET ASTELLA T
Bipaly y

Figure 54. Carte Topographique de Séraidi N°.3-4(échelle :1/25000(INC)

Institut National de Cartographie(France)
Carte d’Algérie (1960)
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2.Estimatiode la pollution atmosphériqu

2.1. Choix des sites d’échantillonnage
Pour mieux estimer les niveaux de pollution atmosphérique dans la région de Annaba, il est
important de choisir des sites correctement distribués pres des principales sources de
pollution(Complexe « FERRTIAL » :société des fertilisants d’ Algérie et le Complexe sidérurgique
d’El-Hadjar « ARCELOR- MEETAL »).

2.2. Technique de transplantation

Parmi les techniques de transplantation, nous avons appliqué la méthode qui consiste a exposer en
milieu pollué, des branches recouvertes de thalles lichéniques aprés leur prélevement dans leur
milieu naturel de la zone témoin (Séraidi).Par la suite, nous avons transférés (transplantés) au
niveau des différents sites choisis préalablement.
Ces branches lichéniques d’une longueur de 10-20-30cm sont fixées a 1’aide d’une ficelle, sur
divers supports et pendant un temps déterminé (Semadi et Déruelle,1993).
Le modele biologique utilisé dans notre expérimentation est un lichen de I’espéce : Ramalina
farinacea récoltée dans une région considérée non polluée : Séraidi, située a 14 Km a I’Ouest de
Annaba et a 850 m d’altitude. Cette région est caractérisée par I’abondance du chéne-zeen (Quercus
faginea) et du chene-liege (Quercus suber).Les thalles de Ramalina farinacea sont prélevés du

chéne-liege.

L’espéce choisie est un lichen fruticuleux caractérisé par un thalle développé en longueur a partir
d’un seul point de fixation (Ozenda, 2000) et qui est formé de rameaux étroits, s’amincissant peu a
peu et recouverts de soréliens marginales (Jahns, 1989).Sur le terrain, nous avons détaché les
thalles lichéniques qui existent sur les troncs d’arbres ; les échantillons sont ensuite conservés dans
des sachets en plastique bien fermés afin de limiter les pertes d’eau par évapotranspiration.

2.3. Dosage du rapport MF/MS
1. Aprés avoir prélevé des échantillons frais de lichens, nous pesons 1,59 de ces thalles
lichéniques (MF).

2. On les place a I’étuve a 105°C pendant 48 a 72 heures (MS).
> Objectifs :

e Le rapport MF/MS est établi pour obtenir la valeur de 1’indice de pollution c'est-a-dire
pureté de Iair.

e Si la pollution atmospherique peut causer des dommages sur les plantes (lichens)

A MFMS

80



3.1. Effets de la pollution atmosphérique sur les parametres biochimiques des
lichens
3.1.1. Variations de la teneur en proline
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Figure 55 . Variations de la teneur en proline chez Ramalina farinacea au niveau des
différents sites (Année 2008).

La figure (55) montre que les taux les plus faibles de proline sont enregistrés au niveau du
site témoin et du site 1,tandis que les taux les plus élevés sont enregistrés au niveau des sites
24 et5.

Les variations globales de la proline chez Ramalina farinacea , montrent que le site 5 est le
plus affecté avec une valeur maximale de 101,43ug/100mg de PF par contre la valeur
minimale est enregistrée chez le témoin avec 31,491g/100mg de PF.

Aucune difféerence significative entre la teneur en proline chez les échantillons témoins et
les échantillons transplantés au niveau du (site 1) avec (p>0,05), alors que des différences
tres hautement significatives ont été révélé pour les échantillons transplantés au niveau des
autres sites (2,3,4 et 5) avec (P <0,001).
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Figure 56. Variations de la teneur en proline chez Ramalina farinacea au niveau des
différents sites (Année2009).

La figure (56) met en évidence les variations de la teneur en proline qui augmentent en fonction de
la distance par rapport au complexe FERTIAL, ceci correspond aux concentrations des polluants,
c’est a dire la zone la plus polluée.
Les valeurs les plus élevées sont enregistrées au niveau du site 5,bien que les autres sites présentent
des valeurs supérieures a celles du témoin.
Comme pour la transplantation de 2008, les variations de la proline chez Ramalina farinacea ,
mettent en évidence que le site 5 est le plus affecté avec une valeur maximale de 140,07ug/100mg
de PF par contre la valeur minimale est enregistrée chez le témoin avec 34,79ug/100mg de PF.
L’analyse statistique révele des différences significatives entre le taux de proline chez les
échantillons témoins et les échantillons transplantés au niveau du (site 1) avec (p<0,05), ainsi que
des différences tres hautement significatives pour les échantillons transplantés au niveau des autres
sites (2,3,4 et 5) avec (P<0,001).

3.1.2.Variations des teneurs en protéines totales
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Figure 57. Variations des teneurs des protéines totales chez Ramalina farinacea au niveau des
différents sites (Année 2008).
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La figure (57), met en évidence les variations des teneurs en protéines totales chez Ramalina
farinacea, en fonction des sites de transplantation. Nous constatons que chez les échantillons
transplantés au niveau des sites choisis vers le plus éloigné de la source polluante, le taux de
protéines totales tend & augmenter de maniére site-dépendante. La valeur la plus élevée est
enregistrée au niveau du site 5 soit : 28,39 ug/100mg de PF par rapport a celle du site 1 qui est de :
16,22 ug/100mg de PF.

L’analyse statistique ne révele aucune différence significative entre les teneurs des protéines
totales chez les échantillons témoins et les échantillons transplantés au niveau du (site 5) avec
(p>0,05), alors que des différences trés hautement significatives ont été révélés pour les
échantillons transplantés au niveau des autres sites (1,2,3 et 4) avec (P <0,001).
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Figure 58. Variations des teneurs des protéines totales chez Ramalina farinacea au niveau des
différents sites (Année 2009).

La figure (58) met en évidence les variations des teneurs en protéines totales chez Ramalina
farinacea en fonction des sites de transplantation, nous constatons que chez les échantillons
transplantés au niveau des sites choisis vers le plus éloigné de la source polluante, le taux de
protéines totales tend a augmenter de maniére site-dépendante. La valeur la plus élevée est
enregistrée au niveau du site 5 soit : 35,69 ng/100mg de PF par rapport a celle du site 1 qui est de :
19,02ug/100mg de PF.

L’analyse statistique ne réveéle aucune différence significative entre les teneurs des protéines
totales chez les échantillons transplantés au niveau du (site 4) avec (p>0,05) comparativement aux
témoins, alors que des différences trés hautement significatives ont été révélés pour les échantillons
transplantés au niveau des autres sites (1, 2,3 et 5) avec (P <0,001).
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3.1.3. Variations des teneurs en sucres totaux
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Figure 59. Variations des teneurs des sucres totaux chez Ramalina farinacea au niveau des
différents sites (Année 2008)

La figure (59) met en évidence les variations des teneurs en sucres totaux chez Ramalina farinacea
en fonction des sites de transplantation, nous constatons que chez les échantillons transplantés au
niveau des sites choisis vers le plus éloigné de la source polluante, le taux des sucres totaux tend a
augmenter de maniére site-dépendante. La valeur la plus élevée est enregistrée au niveau du site 5
soit : 179,91u9/100mg de PF par rapport a celle du site témoin qui est de : 131,7ug/100mg de PF.
L’analyse statistique révele des différences significatives entre la teneur des sucres totaux chez
les échantillons témoins et les échantillons transplantés au niveau du (site 1) avec (p<0,05), alors
que des différences hautement significatives ont été révélés pour les échantillons transplantés au
niveau du (site 2) avec (p<0,01).Alors que pour les autres sites (3, 4 et 5), les différences sont tres
hautement significatives avec (P <0,001).
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Figure 60. Variations des teneurs des sucres totaux chez Ramalina farinacea au niveau des

différents sites (Année 2009).
La figure (60) met en évidence les variations des teneurs en sucres totaux chez Ramalina farinacea
en fonction des sites de transplantation, nous constatons que chez les échantillons transplantés au
niveau des sites choisis vers le plus éloigné de la source polluante, le taux des sucres totaux tend a
augmenter de maniére site-dépendante. La valeur la plus élevée est enregistrée au niveau du site 5
soit : 193,99 pg/100mg de PF par rapport a celle du site témoin qui est de : 148,32 pug/100mg de
PF.

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives des échantillons
transplantés au niveau des 4 sites (2, 3, 4 et 5) comparativement au témoin avec
(p<0.001).Cependant, des différences non significatives ont été révélé entre les témoins et les
échantillons du site lavec (p>0,05).
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3.1.4.Variations du taux MF/MS
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Figure 61. Variations du taux MF/MS chez Ramalina farinacea au niveau des différents sites
(Année 2008).
La figure (61) met en évidence :
v’ Le rapport MF/MS , au niveau des 5 sites, est faible comparativement au témoin.
v" Le rapport MF/MS au niveau du site 1 est proche du témoin soit de (1,097) et (1,077).
v' Les échantillons du site 3 (1,034) et 5(1,026) présentent un taux de MF/MS plus faible par
rapport a celui enregistré chez 1’échantillon du site 4 (1,054).
v L’échantillon du site 5 enregistre une baisse trés nette(1,026) par rapport au témoin (1,097).

L’analyse statistique révele des différences hautement significatives des échantillons transplantés
au niveau du site 1 comparativement au témoin avec (p<0,01). Cependant, ces différences sont tres
hautement significatives entre les témoins et les échantillons des sites (2,3,4 et 5) avec (P<0,001).
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Figure 62. Variations du taux MF/MS chez Ramalina farinacea au niveau des différents sites
(Année 2009).
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La figure (62), représente :
v Un rapport MF/MS ,au niveau des 5, sites faible par rapport a celui du témoin.
v"Un rapport MF/MS au niveau du site 1, proche du témoin (1,308+0,002) et (1,208+0,001).
v L’échantillon du site 5 enregistre une baisse trés nette par rapport au témoin,

(1,096+0,002).
L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre le taux MF/MS chez
les témoins et les échantillons transplantés au niveau des 5 sites (P<0,001).

3.1.5. Variations du taux de GSH
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Figure 63. Variations du taux de GSH chez Ramalina farinacea au niveau des différents sites
(Année 2008).

La figure (63) illustre les variations du taux de GSH au niveau des 5 sites choisis ou 1’on puisse
constater une diminution du taux de GSH des échantillons transplantés au niveau des 5 sites
comparativement au témoin .Le site 5 présente le taux le plus faible soit :(0,099uM/mg de
protéines) par rapport au témoin qui est :(0,706 pM/mg de protéines) .
L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives du taux de GSH entre les
échantillons témoins et les échantillons transplantés au niveau des 5 sites ( p<0,001).
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Figure 64. Variations du taux de GSH chez Ramalina farinacea au niveau des différents sites
(Année 2009).

La Figure (64), illustre les variations du taux de GSH au niveau des 5 sites choisis. Ainsi en
présence du polluant atmosphérique, le taux de GSH des échantillons transplantés au niveau des
5 sites diminue comparativement au témoin (0,602uM/mg de protéines (site 5)).

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives du taux de GSH entre les
échantillons témoins et les échantillons transplantés au niveau des 5 sites (p<0,001).

3.1.6.Variations de P’activité GST
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Figure 65. Variations de Iactivité de GST chez Ramalina  farinacea au niveau des différents
sites (Année 2008)
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La Figure (65), illustre les variations de I’activité de GST au niveau des 5sites choisis.
Ainsi en présence du polluant atmosphérique, cette activité augmente chez les échantillons
du site 3 comparativement au témoin .Au niveau des sites (4 et 5), on constate une baisse
de cette activité (0,292 et 0,213x10™*pM/min/mg de protéines) comparativement au site 3
qui est : (0,44x10™uM/min/mg de protéines).

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre les témoins
et les échantillons transplantés au niveau des 5 sites (p<0,001).
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Figure 66. Variations de ’activité de GST chez Ramalina farinacea au niveau des différents
sites (Année 2009)

La Figure (66) représente, les variations de 1’activit¢ de GST au niveau des 5 sites choisis. Nos
résultats montrent que, 1’activité de la GST des échantillons transplantés au niveau des différents
sites augmente comparativement au témoin. On constate aussi une nette diminution de cette activité
au niveau du site 4 et 5 par rapport au témoin (0,216 et 0,14)x10™“uM/min/mg de protéines.
L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre les témoins et les
échantillons transplantés au niveau des sites 2,4 et 5 (p<0,001). Tandis que des différences
significative sont enregistrées au niveau du site 1 (p<0,05) et des différences hautement
significatives pour les échantillons du site 3 (p<0,01) par rapport au témoin.
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3.1.7. Variations des teneurs en chlorophylles (a,b et a+b)

Tableau 11. Vvariations de la teneur en chlorophylle ( a, b, a+b) chez Ramalina Farinacea
au niveau des 5 sites (Année 2008).

Sites Chl. a (mg gde PF) Chl. b (mg g* de PF) Chl. a+b (mg g™ de PF)
Témoin 1,77£1,2 3,40+0,20 5,17+0,31
1 4,75+0,23 4,85+0,93(%) 9,60+0,46
2 4,20+0,34 6,31+0,44 (**) 10,56+1,18
3 2,24+0,10 9,6+0,12 12,90£0,03
4 4,3+1,11(**) 7,2+1,90(%) 12,140,3
5 4,40+0,2 6,15+0,37(**) 10,60+0,96
ANOVA P<0,001 P<0,001 P<0,001

» Chlorophylle a:

Les teneurs de la chl a enregistrent certaines fluctuations (Tab 11), néanmoins nous constatons que
les teneurs les plus faibles sont enregistrés au niveau du site 3 (1200m) par rapport au témoin .
» Chlorophylle b:

Le site témoin présente la teneur en chl b la moins élevé (3,40+£0,20mg/g de PF).Nous remarguons
que le site 1 enregistre des teneurs proches a celles du témoin soit : 4,85+0,93mg /g de PF.
Les autres sites enregistrent des teneurs plus élevés, avec un maximum de ces teneurs au niveau du
site 3 : (9,6+0,12mg/g de PF), on constate aussi une diminution du taux de (chl b) au niveau du site
5 soit : 6,15+0,37mg/g de PF.

» Chlorophylle (a+b):

Les teneurs de la chlorophylle (a+b) augmentent au niveau de tous les sites par rapport au témoin
qui présentent la teneur la moins élevée (5,17+0,31mg/g de PF).Le site 3 enregistre la teneur
maximale ,soit : (12,90+0,03mg/g de PF).

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre les échantillons
témoins et ceux transplantés au niveau des différents sites, et ceux pour la chl a+b et aussi pour la
chl a dusite 1,2,3 et 5 et la chl b du site 3 ,avec (P<0,001). Cependant , des differences hautement
significatives ont été enregistrées pour la chl a du site 4 et chl b du site 2 et 5 avec
(p<0,01).L’analyse statistique révele aussi des differences significatives de la chl b chez les
échantillons du site 1 et 4 (p<0,05).
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Tableau 12. Variations de la teneur en chlorophylle ( a, b, a+b) chez Ramalina Farinacea au
niveau des 5 sites (Année 2009).

Sites Chl.a (mg g~de PF) Chl. b (mg g-1de PF) Chl. a+b (mg g~de PF)
Témoin 3,62+0,07 3,68+0,06 7,27+0,01

1 4,90+0,13 4,79+0,09 9,66+0,04

2 6,18+0,24 5,43+2,44 (NS) 11,56+2,18(**)

3 6,8+0,15 10,16+0,14 16,90+0,02

4 5,46+0,06 10,12+1,10 14,91+0,36

5 5,14+0,3 9,07+0,57 14,16+0,26
ANOVA P<0,001 P<0,001 P<0,001

» Chlorophylle a:

Les teneurs en chl a enregistrent certaines fluctuations, la teneur la moins elevée est enregistrée au
niveau du site témoin : 3,62+0,07mg/g de PF. Nous constatons que les teneurs les plus élevées sont
enregistrés au niveau des sites: 2 (800m) :6,18+0,24mg/g de PF et site 3 (1200m) :
6,80+£0,15mg/g de PF.

» Chlorophylle b:

Les sites 1 et 2 enregistrent des teneurs proches du témoin, soit respectivement: 3,68+0,06
,4,79+0,09 et 5,43+2,44mg /g de PF.
Les autres sites enregistrent des teneurs plus élevées, avec un maximum au niveau du site
3 (10,16%0,14 mg/g de PF), on constate aussi une diminution de la teneur en chl b au niveau du site
5 soit : 9,07+0,57mg/g de PF .

» Chlorophylle a+b:

Les teneurs en chlorophylle a+b augmentent au niveau de tous les sites par rapport au témoin qui
présentent la teneur la moins élevée (7,27+0,01 mg/g de PF).

La teneur en chl a+b est maximale est (16,90+0,02mg/g de PF mg/g) au niveau du site 3.
L’analyse statistique réveéle des différences trés hautement significatives entre les échantillons
témoins et ceux transplantés au niveau des différents sites et concernant la (chl a, b et a+b)
(P<0,001).Cependant, la chl b du site 2 enregistre des differences non significatives par rapport au
témoin (p>0,05) .La chl a+b du méme site présente des differences significatives (p<0,05).

3.2. Effets de la pollution atmosphérique sur le métabolisme photosynthétique

des lichens transplantés

La figure (67) illustre I’effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme photosynthétique des
lichens aprés la transplantation, ou 1’on remarque une libération d’O, dans le milieu pour les
échantillons des 5 sites choisis.
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Figure 67. Effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme photosynthétique des
lichens transplantés en 2008 .

Cette figure présente une nette augmentation de la quantité d’O, produite dans le milieu, dés la
minute d’enregistrement pour les échantillons transplantés au niveau des 5 sites.
La quantit¢ maximale d’oxygene produite est enregistré a 10min pour 1’échantillon du site 3 qui
atteint : 16.30nmole d’O,/100mg de PF.
L’échantillon témoin présente la quantité d’oxygene produite la moins élevée jusqu’au temps 10
min , contrairement a 6min , cette quantité était plus €levée par rapport a I’échantillon du site 1 .
L’analyse statistique a révélé des différences trés hautement significatives entre la photosynthese
des échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des 5 sites choisis (p<0.001).
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Figure 68. Effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme photosynthétique des lichens
transplantés en 2009 .

La figure ( 68) illustre I’effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme photosynthétique
des lichens, aprés la transplantation, on observe une nette augmentation de la quantité d’O, produite
dans le milieu dés la 2°™ minute d’enregistrement pour les échantillons transplantés au niveau des
5 sites.
Le maximum de cette quantité a été enregistré a 10min pour I’échantillon du site 3 qui atteint : 20
nmole d’0,/100mg de PF.
On constate aussi que les quantités d’oxygene produites enregistrées chez les échantillons des deux
sites 4 et 5 finissent par se joindre aprés 10min d’enregistrement, contrairement aux échantillons
des autres sites.
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L’¢échantillon témoin présente la quantité d’oxygene produite la moins élevée jusqu’a 10 min.
L’analyse statistique a révélé des différences trés hautement significatives entre la photosynthése
des échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des 5 sites choisis (p<0.001).

3.3.Effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme respiratoire des
lichens transplantés
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Figure 69. Effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme respiratoire des lichens
transplantés en 2008.

Cette figure représente ’effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme respiratoire des
lichens, ou I’on constate que toutes les courbes commencent a partir d’un méme point environ 260
nmole d’O; . Chez les lichens considérés comme témoin, la vitesse d’oxydation est de 6 nmole
d’Oy/min.

La transplantation des échantillons au niveau des 5 sites, provoguent une accélération de la vitesse
d’oxydation soit : 14 nmole d’O,/min au niveau du site 3.

Les autres sites (1,2,4 et 5),présentent des vitesses d’oxydation trés proches et sont toutes
supérieures a celles des lichens témoins, sont respectivement :7 ; 10.5 ; 8 et 10 nmole d’O,/min.
L’analyse statistique a révélé des différences trés hautement significatives entre la respiration des
échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des 5 sites choisis (p<0.001).
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Figure 70. Effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme respiratoire des lichens
transplantés en 2009.

La figure (70) illustre I’effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme respiratoire des
lichens apres leur transplantation au niveau des différents sites choisis ou 1’on remarque une forte
consommation d’O, pour ces échantillons par rapport au témoin, d’ou une stimulation de la
respiration.
Nous pouvons souligner que les échantillons témoins présentent une intensité respiratoire tout a fait
normale avec une consommation d’O; proportionnelle au temps de mesure, la vitesse d’oxydation
est : 8 nmole d’Oy/min. Cette derniére est plus élevée chez les échantillons de tous les sites soit :
10 nmole d’O,/min (sitel), 12.5 nmole d’O,/min (site2),12 nmole d’O,/min (site 5) et 13 nmole
d’0,/min (sited4). Les échantillons du site 3 présentent la vitesse d’oxydation maximale de 16
nmole d’O,/min .
L’analyse statistique a révélé des différences trés hautement significatives entre la respiration des
échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des 5 sites choisis (p<0.001).
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1. Comparaison des thalles transplantés a difféerentes distances PARTIE II

Les deux especes de lichens : Ramalina farinacea et Xanthoria parietina ont été transplantées
ensemble aux sites :1, 2, 3 et 4.

La transplantation des deux espéces, effectuée dans la région de Annaba permet de définir
précisément I’impact de la pollution atmosphérique sur les lichens.

Des dosages physiologiques et biochimiques étalés sur des périodes courtes sont cependant
nécessaires pour affiner les résultats.

1.1. Durée de transplantation

Dans cette partie expérimentale, la premiere transplantation a été effectuée a deux temps : le
22 Mars et le 21 Avril 2008, sur les 5 sites. La durée maximale de transplantation n’a pas dépassé
1mois : le premier préléevement a lieu le jour de la transplantation suivante, et pour cette derniére le
prélevement a été effectué le 22 Mai 2008.
La deuxieéme transplantation a été réalisée dans les mémes périodes mais pendant I’année 2009.
Les thalles transplantés des deux espéces lichéniques ont toujours été prélevés le méme jour pour
chaque site et des échantillons témoins ont été récoltés sur les sites de prélevement le méme jour
que les lichens transplantés.

1.2. Le réseau de surveillance de I’air de la ville de Annaba « SAMA SAFIA »

A la fin du premier semestre 2002, la wilaya de Annaba s’est dotée d’un réseau de surveillance
de qualit¢ de I’air. Il permet la connaissance avec précision de la qualit¢ de 1’air et les
concentrations des principaux polluants dans 1’atmospheére, toutes les quinze minutes.

Les différents polluants mesurés sont :le dioxyde d’azote, le monoxyde d’azote, I’oxyde d’azote,
le monoxyde de carbone, les poussiéres ( particules inférieurs a 10 microns),le dioxyde de soufre,
I’ozone et les BTX (benzene, toluene, paraxyléne),ainsi que les paramétres météorologiques
(température, humidité, direction et vitesse des vents).

Ce réseau est composé de quatre stations réparties ainsi :

-01 station de référence installée a 1’aéroport d’ Annaba, les salines.
-02 station de forte pollution : une & El-Bouni installée au centre de santé et I’autre a Sidi
Amar, installée a I’université de Annaba.

-03 station urbaine : installée au centre de santé pres de la wilaya de Annaba.
(Source : SAMASAFIA Annaba, 2005).

1.2.1. Localisation des stations de mesure
*Station 01 (station de type de référence-Aéroport les salines Rabah Betat de

Annaba) :

L’emplacement de cette station dans un endroit dégagé a proximité de la station météorologique,
correspond a un objectif de surveillance de la pollution atmosphérique de « fond »notamment
photochimique (ozone), dans des zones étendues a faible densité de population. Avec double baie
de mesure composée de différents analyseurs destinés a la mesure du benzéne, toluéne, xyléne, des
oxydes d’azote, des hydrocarbures totaux, du monoxyde de carbone, de 1’ozone et des particules en
suspension (poussiéres).

*Stations 02 et 03 (stations de type forte pollution, El Bouni - Sidi Amar) :

Les emplacements choisis pour ces stations, a savoir les concentrations urbaines d’El Bouni et Sidi
Amar, correspondent a un objectif d’évaluation de la pollution atmosphérique résultant de
phénomeénes de panache ou d’accumulation, a proximité de sources industrielles, notamment les
complexes sidérurgique d’El Hadjar (ARCELOR MEETAL) et le complexe des engrais
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phosphato-azotés (FERRTIAL). Avec double baie de mesure composée de différents analyseurs
destinés a la mesure du dioxyde de soufre, des oxydes d’azote, des hydrocarbures totaux, du
monoxyde de carbone, de 1’0zone et des particules en suspension (poussiéres).

*Station 04 (station de type Base-Centre de santé de Annaba) :

L’emplacement de la station de type base, choisi au centre-ville de Annaba, correspond a I’objectif
d’un suivi du niveau d’exposition moyen de la population aux phénomenes de pollution
atmosphérique de « fond ».

Cette station est équipée de double baie de mesure composée de différents analyseurs qui sont
destinés a la mesure des oxydes d’azote, des hydrocarbures totaux, du monoxyde de carbone et des
particules en suspension (poussiéres).

(Source : SAMASAFIA Annaba, 2005).

EL-TARF

e (o}

Figure 71 . L’emplacement des stations de mesure du réseau SAMA SAFIA
(Source SAMASAFIA Annaba, 2005).
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Site (1) : Le centre de santé a ANNABA.
Site (2) : Le centre santé a EL BOUNI, distant de 6 km de ANNABA, prés du complexe engrais
phosphato-azotés de FERTIAL.
Site (3) : L’université Badji Mokhtar de ANNABA située a SIDI AMAR, a 12 km de ANNABA
pres du complexe sidérurgique d’EL HADJAR « ARCOLOR-MEETAL ».
Site (4) : L’aéroport international « les salines Rabah Bittat » de ANNABA, situé a 10 km de la
ville.
Site (5) : Le site témoin situé a SERAIDI, a 850m d’altitude et considérée comme une région non
polluée.

1.2.2. Les objectifs du réseau SAMASAFIA
Le réseau a pour objectifs de :

v" Surveiller en continu la qualité de I’air ambiant.

v Connaitre la qualité de I’air sur la zone de compétence et son évolution dans le temps.
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v Quantifier I’incidence sur le milieu naturel et urbain.

Vérifier la qualité de 1’air par rapport aux valeurs limites de pollution.

v" Prévenir les épisodes de pollution et les périodes critiques apres établissement de modéles de
dispersion et de comportement des polluants.

v Prévenir la pollution liée a la circulation automobile aprés élaboration des documents
planificateurs.

v" Informer et sensibiliser la population et les autorités concernées.

Servir d’appui a la recherche dans le domaine de la pollution atmosphérique.

v' Participer a la décision des aménagements : point zéro avant 1’installation d’une nouvelle
unité potentiellement émettrice de polluants. (Source SAMASAFIA Annaba, 2005).

<

AN

1.3. Concentrations des polluants dans I’atmosphere au niveau de 4 stations (2002-
2006)

Tableau 13. Concentrations des polluants atmosphériques au niveau des 4 stations

(Source SAMASAFIA Annaba, 2005)

Polluants Concentration (ug /m°)
Site 1 Site 2 Site 3 Site4
SO, | - 18.346 11.745 | -
NO, 6.844 3.808 16.794 4.196
NO 7.03 9.90 4.24 1.71
CO 1.15 0.89 0.539 0.10
NX 0.868 6.202 14.512 3.856
Poussieres 62.916 77.400 64.913 31.355

2. Automatisation des controles

Divers appareillages ont été mis au point, au cours de ces derniéres années, pour le contrdle
automatique de la pollution de I’air extérieure. Ils font appel a divers technologies : spectrométrie,
infrarouge(par diodes lasers accordables) ,absorption
UV, fluorescenceUV,chimiluminescence,chromatographiegazeuse,appareilsDOAS(Differencial
Optical Absorption  Spectrometry) et LIDAR(Light Détection and Ranging) par
télédetection,appareil TEOM a balance électromagnétique  (Tapered Element Oscillating
Microbance)...... etc. IIs permettent de mesurer des polluants tels que : SO,,NO et NO,,CO, COs,,
Os,hydrocarbures : méthaniques, non méthaniques, benzéniques (benzene, toluéne, éthylbenzen,
xylene),totaux ,fumées noires, particules.Certains sont aussi utilisables pour les environnements
inférieurs (Viala et Botta,2005).
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Figure 72.Réseau de contrble automatique de la pollution atmosphérique
( Viala et Botta,2005)

Cette figure (72) représente le principe de fonctionnement d’un réseau automatique de surveillance
de la pollution atmosphérique. Sur chaque site de mesure, sont implantés des appareils
automatiques de mesure de polluants et de paramétres météorologiques (direction et vitesse du
vents, sondes de température..ctc.).Par I’intermédiaire d’un ordinateur de relais, les données
chimiques et météorologiques sont transmises toutes les quinze minutes, voire toutes les dix
minutes, au moyen de lignes téléphoniques spécialisées ou de liaisons hertziennes a un ordinateur
central. Celui-ci les redistribue a un tableau synoptique de la région surveillée pour visualisation en
temps réel et un systeme d’archivage et de traitement des informations.

Ce systéme permet aussi de prévoir les pointes de pollution et d’envisager la mise en place de
moyens de protection ou de lutte adéquate. On distingue des stations « de proximité » ou les
appareils sont proches de sources de pollution et des stations « de fond » représentatives de
I’atmosphere urbaine, mais ne subissant pas 1’influence de sources proches. Des laboratoires
mobiles permettent aussi de mieux appréhender les différents types de pollution de proximité (Viala
et Botta , 2005).

3. Stratégie d’échantillonnage

Les échantillons des deux espéces licheniques : Ramalina farinacea et Xanthoria parietina ont
été prélevés, durant les mois de Mars et Avril des deux années : 2008 et 2009.

Sur le terrain, nous avons détaché les thalles lichéniques qui existent sur les troncs d’arbres a 1’aide
d’un couteau.

-La  région d’échantillonnage de ’espéce Ramalina farinacea est caractérisée par
I’abondance du chéne-zeen (Quercus faginea) et du chene-liege (Quercus suber).
Les thalles de Ramalina farinacea sont prélevés de chéne-liege.
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> Les familles des arbres porteur des lichens Xanthoria parietina sont: (Oleaceae,

Salicaceae), le genre: Fraxinus, Populus.

Les échantillons sont ensuite conservés dans des sachets en plastique bien fermés, afin de limiter les

pertes d’eau par évapotranspiration.

4. Les especes de lichens choisies

Position systématique
Regne : Fungi.
Classe: Ascomycétes.
Ordre: Lecanorales.
Famille: Ramalinaceae.
Genre: Ramalina.

Espece : Ramalina farinacea.

2008/03/21 15:22

Figure 73 . Ramalina farinacea
(A): Vue rapprochée de Ramalina farinacea @°

(B): Photo réelle du site d’échantillonnage, Burgas (Taoura).
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Position systématique

Reégne: Fungi.
Classe: Ascomycete.
Ordre: Téloschistales.

Famille: Téloschistaceae.
Genre: Xanthoria

Espéce : Xanthoria parietina

(A) : Vue rapprochée de Xanthoria parietina @’

(B) : Photo réelle du site d’échantillonnage, Burgas (Taoura).

5. Choix du site d’échantillonnage

5.1. Localisation géographique

Notre choix s’est porté sur la région de Taoura plus exactement a Burgas (situé a 8km de
Taoura) car c’est une zone non polluée (altitude 686 m), dépourvue et eloignée des zones
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industrielles  (distante de 19Km du centre de la wilaya de Souk-Ahras ), ce qui permet I’existence
de plusieurs espéces licheniques.

La commune de Taoura est située au Sud-est de Souk- Ahras de superficie 302 km? avec 17322
habitants .Elle est délimité au Nord par les commune de Zarouria et Merahna, a I’est par la
commune de Sidi Fredj, au sud par la willaya de Tébessa et I’ouest par la commune Dréa
(Commune Taoura,2008).

5.2. Climat
> Le climat de Taoura est marqué par les influences sahariennes.

» Température : un été chaud et sec de 25°C a 32°C au Juillet et AoGt. Un hiver froid
et humide de 1°C a 15°C au mois de Janvier avec une moyenne de précipitation de
I’ordre de 350mm au Sud.

Site d’échantillonnage N

Vers Annaba

Vers
- Guelma
- Skikda

Vers

- Ain Beida \\

- Oum El Bouaghi
.

Vers Tebessa

Figure 75.Localisation géographique du site d’échantillonnage « Taoura »@°
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6.Choix des lieux de transplantation

Quatre sites de transplantation ont été retenus :

Site (1) : Centre de santé a EI BOUNI , distant de 6 Km de Annaba, pres du complexe des engrais
phosphatés de « FERTIAL » .

Site (2) : L’université d’Annaba , située a SIDI AMAR a 12 Km de Annaba prés du complexe
sidérurgique d’El Hadjar « ARCELOR METAL ».

Site (3) : EI HADJAR, situé a 10 km de Annaba.

Site (4) : Centre de santé a Annaba .

Les sites (1,2 et 4) ont été choisis selon les stations du « SAMASAFIA » , et le choix du site 3
selon I’implantation du complexe sidérurgique « ARCELOR MEETAL » dans cette zone.
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7.1.Comparaison des parameétres biochimiques entre les deux espéces lichéniques : R.
farinacea et X. parietina
7.1.1. La proline
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Figure 76. Comparaison du taux de proline chez les deux espéces lichéniques
(Année 2008)

Cette Figure (76) illustre les variations du taux de proline, chez les deux especes lichéniques, au
niveau des 5 sites choisis pendant 1’année 2008.

L’¢chantillon témoin de 1’espéce Xanthoria parietina présente un taux le plus faible en proline
(19,90 ug /100 mg de PF), alors que les échantillons transplantés au niveau des 4 sites présentent
tous, des teneurs plus élevées en proline ,avec un maximum enregistré au niveau du site 3 (El-
Hadjar) avec un taux de (31,33 ug /100 mg de PF).

Les mémes observations sont signalées chez 1’autre espece de Ramalina farinacea. Le taux le plus
faible en proline est enregistré au niveau du site témoin avec un taux de :(41,19 pg /100 mg de PF).
Par contre, le taux maximal est enregistré au niveau du site 3 (El-Hadjar) avec un taux de : (89,41
Hg /100 mg de PF).

Chez les deux especes lichéniques, 1’analyse statistique révele des différences trés hautement
significatives entre les échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des sites (1,2 et 3)
(p<0,001).

Par contre, I’échantillon ~ Xanthoria parietina transplanté au niveau du site 4 présente des
différences non significatives (p>0,05).
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Figure 77. Comparaison du taux de proline chez les deux espéces lichéniques
(Année 2009)

La Figure (77), illustre les variations du taux de proline, chez les deux espéces lichéniques, au
niveau des 5 sites choisis pendant 1’année 2009.
L’échantillon témoin de I’espéce Xanthoria parietina presente le taux le plus faible en proline
(34,50 pg /100 pg de PF), alors que les échantillons transplantés au niveau des 4 sites présentent
tous des teneurs plus élevées en proline par rapport au témoin. Le maximum de ce taux est
enregistré au niveau du site 3 (EI-Hadjar) de I’espéce Ramalina farinacea avec un taux de (103,20
Hg /100 mg de PF).
Les mémes observations sont signalées chez ’autre espéce de Xanthoria parietina .Des taux plus
élevés en proline au niveaux des 4 sites, sont observés par rapport au témoin .Le maximum est
enregistré chez le site 1 (EI-Bouni) avec un taux de : (99,10 pg /100 mg de PF).Par contre, le taux
le plus faible est enregistré au niveau du site ttmoin avec un taux de :(34,5 pug /100 mg de PF) .
Chez les deux espéces lichéniques , I’analyse statistique révele des différences tres hautement
significatives entre les échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des 4 sites (p<0,001).

7.1.2. Protéines totales
Les variations des protéines totales chez les deux especes lichéniques sont représentées dans les
figures (78,79) suivantes :
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Figure 78. Comparaison des teneurs en protéines totales chez les deux espéces lichéniques
(Année 2008)
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Nous remarquons que le taux des protéines totales chez les lichens témoins de ’espéce Ramalina
farinacea est de 1’ordre de (30 ,27ug/100mg de PF.

Aprés la transplantation, ce taux diminue, en fonction des sites, jusqu’a (16.68 ug/100mg de PF
au niveau du site 3 .

En effet, ce taux de protéines chez les lichens témoin de 1’autre espéce Xanthoria parietina est
plus faible, (18.95 ng/100mg de PF). L’exposition des échantillons aux différents sites choisis
affecte, 1égérement le taux des protéines totales, ce dernier diminue jusqu’a (18.37+ug/100mg de
PF) au niveau du site 3.

Chez I’espece Ramalina farinacea , I’analyse statistique révele des différences tres hautement
significatives entre les témoins et les échantillons transplantés au niveau des quatre sites avec
(p<0,001).Cependant ,des différences non significatives ont été révélés ,chez I’autre espece
(Xanthoria parietina ), entre les témoins et les échantillons des 4 sites (p>0,05).
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Figure 79. Comparaison des teneurs en protéines totales chez les deux espéces lichéniques
(Année 2009)

Nous remarquons que le taux des protéines totales chez les lichens témoins de ’espéce Ramalina
farinacea est de 1’ordre de (25,171g/100mg de PF).Apres la transplantation, ce taux diminue, en
fonction des sites, jusqu’a (21,501g9/100mg de PF) au niveau du site 1.

En effet, ce taux de protéines totales chez les lichens témoins de 1’autre espéce Xanthoria
parietina est plus faible (20,30ug/100mg de PF). L’exposition des échantillons aux différents
sites choisis, affecte légerement le taux de protéines totales, ce dernier diminue jusqu’a
(18,0310/100mg de PF) au niveau du site 1.

Chez I’espéce Ramalina farinacea , I’analyse statistique révéle des différences trés hautement
significatives entre les témoins et les échantillons transplantés au niveau du site 1 (p<0,001) et des
différences significatives entre les témoins et les échantillons du site 2 (p<0,05).Cependant ,des
différences non significatives ont éte revélés entre les témoins et les échantillons des sites 3 et 4
(p>0,05).

Chez l’autre espéce (Xanthoria parietina) , 1’analyse statistique révéle des différences
significatives entre les témoins et les échantillons du site 1 (p<0,05).Cependant ,des différences
non significatives ont été révélés entre les témoins et les échantillons des sites 2, 3 et4 (p>0,05).
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7.1.3.Sucres totaux
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Figure 80. Comparaison des teneurs en sucres totaux chez les deux espéces lichéniques

(Année 2008)

La figure (80) ,représente une comparaison des teneurs en sucres totaux chez Ramalina farinacea

et Xanthoria parietina (2008).

Nous constatons, chez ces deux espéces ainsi que chez les échantillons de différents sites,une teneur

en sucres totaux plus élevée comparativement au témoin.

Chez les deux espéces, 1’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives

entre les échantillons témoins et les échantillons transplantés au niveau des 4 sites (p<0,001), alors

qu’une seule différence significative a été enregistrée au niveau du site 4 de 1’espéce Xanthoria

parietina (p<0,05).
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Figure 81. Comparaison des teneurs en sucres totaux chez les deux espéces lichéniques
(Année 2009)
La figure (81), illustre les variations du taux des sucres totaux chez les deux especes lichéniques
au niveau des différents sites. Nous constatons que le taux des sucres totaux des echantillons
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transplantés au niveau de ces sites, est toujours supérieur a celui du témoin avec un maximum
enregistré chez I’espéce Xanthoria parietina du site 1 soit (140,509 /100mg de PF).

Chez les deux espeéces lichéniques, 1’analyse statistique révele des différences trés hautement
significatives entre le taux des sucres totaux chez les échantillons témoins et ceux transplantés au
niveau des 3 sites (1,2 et 3) avec (p<0.001). Cependant, une différence non significative a été
révélé, entre les témoins et les échantillons du site 4 (p>0.05) de I’espece Ramalina farinacea ,et
une difféerence significative a été enregistrée entre les témoins et les échantillons du site 4 (p<0.05)
de I’espece Xanthoria parietina.

7.1.4. Taux MF/MS
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Figure 82. Variations globales du rapport MF/MS chez les deux espéces lichéniques (Année
2008)
Nous remarquons d’apres cette figure que :
v Le rapport MF/MS ,au niveau des 4 sites, est faible par rapport au témoin.

v Le rapport MF/MS au niveau du site 1 est le plus faible :(1,2) chez Ramalina farinacea et
(0,5) chez Xanthoria parietina.

v' L’échantillon du site 3 enregistre un rapport MF/MS 1égérement faible par rapport au
témoin : (1,5) chez Ramalina farinacea et (0,95) chez Xanthoria parietina.

Chez les deux especes lichéniques, I’analyse statistique révéle des différences trés hautement
significatives entre les échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des 4 sites (p<0,001).
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Figure 83. Variations globales du rapport MF/MS chez les deux espéces lichéniques (Année
2009)
La figure suivante (83), représente les variations du rapport MF/MS chez les deux especes
lichéniques (2009).
Nous constatons que:
v’ Le rapport MF/MS ,au niveau des 4 sites, est faible par rapport au témoin.

v Le rapport MF/MS au niveau du site 2 est le plus faible : (0,42) chez Ramalina farinacea et
(0,37) chez Xanthoria parietina.

v" L’échantillon du site 4 enregistre un rapport MF/MS 1égérement faible par rapport au
témoin : (2,35) chez Ramalina farinacea et (0,95) chez Xanthoria parietina.

Chez I’espece Ramalina farinacea, I’analyse statistique révéle des différences hautement
significatives entre les échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des sites 1 et 2 (p<0,01).
Cependant, des différences non significatives ont été révélé entre les témoins et les échantillons
transplantés au niveau des sites 3 et 4 (p>0,05).

Chez I’autre espéce Xanthoria parietina, 1’analyse statistique révele des différences trés hautement
significatives entre les échantillons témoins et ceux transplantés au niveau de sites 1 ,2 et 4
(p<0,001).Tandis que, des différences hautement significatives ont été révélé entre les échantillons
témoins et les échantillons transplantés au niveau du site 3 (p<0,01).
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7.1.5.Taux de GSH
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Figure 84. Comparaison des taux de GSH chez les deux espéces lichéniques
(Année 2008)

La figure (84), illustre les variations du taux de GSH au niveau des 4 sites choisis. On constate une
diminution du taux de GSH des échantillons transplantés au niveau des différents sites, par
rapport au témoin .Chez Xanthoria parietina , le site 1 présente le taux le plus faible : (0.220
MM/mg de protéines).

Chez les deux especes lichéniques ,l’analyse statistique révele des différences trés hautement
significatives du taux de GSH entre les échantillons témoins et les échantillons transplantés au
niveau des sites 1,2,3 et 4 de Ramalina farinacea (p<0,001),et des différences hautement
significatives ont été révélées au niveau du site 4 de I’espéce Xanthoria parietina (p<0.01).
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Figure 85 . Comparaison des taux de GSH chez les deux espéces lichéniques
(Année 2009)

La Figure (85), illustre les variations du taux de GSH chez R. farinacea et X. parietina au niveau

du site témoin ainsi qu’au niveau des 4 sites choisis. En présence du polluant atmosphérique, le
taux de GSH des échantillons transplantés au niveau des 4 sites diminue, par rapport aux témoins
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jusqu’a 0.430uM/mg de protéines pour I’espéce : R. farinacea (sitel) et jusqu’a 0,246 uM/mg de
protéines pour 1’autre espéce : X. parietina du méme site.

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives du taux de GSH entre les
¢chantillons témoins et les échantillons transplantés au niveau des sites 1 , 2 et 3 de 1’espece
Xanthoria parietina et au niveau du site 3 de I’espece Ramalina farinacea (p<0,001).Cependant
,des différences hautement significatives ont été révélees au niveau des sites 1, 2 pour Ramalina
farinacea et au niveau du site 4 pour les deux especes (R. farinacea et X. parietina) (p<0.01).

7.1.6.Activité GST
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Figure 86. Comparaison des activités de GST chez les deux espéces lichéniques
(Année 2008)

La Figure (86), illustre les variations de I’activit¢é de GST au niveau des 4 sites choisis chez les
deux espéces de lichens. Ainsi en présence du polluant atmosphérique, cette activité GST
augmente chez les échantillons transplantés au niveau des différents sites par rapport aux témoins
Au niveau du site (4), on constate une activité proche de celle du témoin par rapport au site 1 qui
présente une activité maximale : 0,382 x10*puM/min/mg de protéines chez R. farinacea.

Le site 3 de ’autre espéce X. parietina , présente le maximum de cette activité GST : 0,215x10°
*uM/min/mg de protéines.

L’analyse statistique de Ramalina farinacea , révéle des différences trés hautement significatives
entre les témoins et les échantillons transplantés au niveau des sites 1 et 3 (p<0,001).Cependant, les
échantillons du site 2 présente une différence hautement significative (p<0,01).Des différences
significatives ont éte révélées entre les échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des sites
1,2 et 3 de I’espéce Xanthoria parietina (p<0,05).Les échantillons du site 4 des deux espéces
,présente des différences non significative par rapport au témoin (p>0,05).
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Figure 87.Comparaison des activités de GST chez les deux espéces lichéniques
(Année 2009)

La Figure (87), représente les variations de ’activit¢ de GST de R. farinacea et X. parietina ,au
niveau des 4 sites choisis. Nos résultats montrent qu’en présence de pollution atmosphérique, chez
les deux espéces lichéniques, 1’activité GST des échantillons transplantés au niveau des différents
sites augmente par rapport au témoin. On constate que chez 1’espéce R. farinacea, une nette
augmentation de cette activité GST au niveau du site 3 et 4 par rapport au témoin (0,630) et
(0,467)x10™*puM/min/mg de protéines.
Le site 1, présente I’activité la plus élevée : 0,720 x10™*uM/min/mg de protéines(R. farinacea) et
0,562 x10™“uM/min/mg de protéines (X. parietina).
Chez les deux espéces considérées, ’analyse statistique réveéle une différence trés hautement
significative entre les témoins et les échantillons transplantés au niveau des sites 1,2 et 3 et site 4
de X. parietina (p<0.001).Cependant, une différence hautement significative a été enregistrée au
niveau du site 4 de R. farinacea (p<0,01) par rapport au témoin.

7.1.7. Les chlorophylles (a,b et a+b)
7.1.7.1. Comparaison des teneurs en chlorophylles (a,b et a+b) chez les deux
especes :Ramalina farinacea et Xanthoria parietiena(Année 2008)

Tableau 14. Variations de la teneurs en Chlorophylle (a,b et a+b) chez Ramalina farinacea
au niveau des 4 sites (2008).

Sites Chl. a (mg g™*)de PF Chl. b (mg g™*)de PF Chl. a+b(mg g*)de PF
Témoin 4.1+0.26 4.2+0.27 9.2+0.79
1 0.5+0.13 3.6+0,47 4.1+0,17
2 1.2+0.086 3.8+£0.02 5.05+0.066
3 2.3+0.15 4.1+£0.45 5.4+0,62(**)
4 2.5+0.52(**) 4.5+0.43 7.00£1.00(*)
ANOVA P<0,001 P>0,05 P<0,001

» Chlorophylle a:

Les teneurs de la chl (a) enregistrent certaines fluctuations, néanmoins nous constatons que les
teneurs les plus faibles ,par rapport aux témoins,sont enregistrés au niveau du site 1 (ElI Bouni)
(0.5mg/g de PF) et site 2 (Sidi Amar)(1.2mg/g de PF).
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» Chlorophylle b:

Le site 3 enregistre des teneurs proches du témoin : 4.1mg /g de PF.
Cependant, les deux sites (1 et 2), enregistrent des teneurs moins eleves par rapport au témoin ,soit
(3.6 et 3.85mg/g de PF),et des teneurs maximales au niveau du site 4 (Centre-ville) :(4.5mg/g de
PF).

» Chlorophylle (a+b):

Les teneurs de la chlorophylle (a+b) diminuent au niveau des 4 sites par rapport au témoin qui
présente la teneur la plus élevée avec une valeur de 9.2mg/g de PF.

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre les échantillons
témoins et ceux transplantés au niveau des différents sites et ceux pour la chl (a) et aussi pour la chl
(atb) du site 1 et 2  (P<0,001). Cependant, des differences hautement significatives ont été
enregistrées pour la chl (a+b) du site 3 et pour la chl (a) dusite 4 (p<0,01). L’analyse statistique
révele des differences significatives de la chl (a+b) chez les échantillons du site 4 (p<0,05).

La chl (b) des échantillons témoins et ceux des 4 sites enregistre des différences non significatives
(p>0,05).

Tableau 15. Variations de la teneur en Chlorophylle (a,b et a+b) chez Xanthoria parietina
au niveau des 4 sites (Année 2008).

Sites Chl. a (mg g™)de PF Chl. b (mg g'1)de PF Chl. atb (mg gl)de PF

Témoin 3.8+0.19 4.2+0.06 7.3+0.33
1 0.31+0.05 0.54+0.09 0.9+0.22
2 0.52+0.06 1.06+0.06 2.05+0.08
3 1.03+0.11 1.9+0.05 3.5+0.27
4 2.5+0.15(**) 3.4%0.15 6.03+0.08

ANOVA P<0,001 P<0,001 P<0,001

» Chlorophylle a:

Les teneurs de la chl (a) enregistrent certaines fluctuations, néanmoins nous constatons que les
teneurs les plus faibles sont enregistrées au niveau du site 1 (El Bouni) (0.31mg/g de PF ) et site 2
(Sidi Amar) (0,52mg/g de PF). .

» Chlorophylle b:

Nous remarquons que le site 1, enregistre les teneurs les moins élevées : 0.54 mg /g de PF par

rapport au témoin.

Cependant, le site 4, enregistre les teneurs les plus élevés par rapport au témoin : 3.4mg/g de PF .
» Chlorophylle (a+b):

Les teneurs de la chlorophylle (a+b) diminuent au niveau des 4 sites par rapport au témoin .
L’analyse statistique révéle des différences trés hautement significatives entre les échantillons
témoins et ceux transplantés au niveau des differents sites et ceux pour la chl (a+b), chl (a) et chl
(b) (P<0.001).Seulement ,au niveau du site 4 , la chl (a) enregistre des différences hautement
significatives (p<0.01)
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7.1.7.2.Comparaison des teneurs en chlorophylles (a,b et a+b) chez les deux espéces :
Ramalina farinacea et Xanthoria parietiena(Année 2009)

Tableau 16. Variations de la teneur en Chlorophylle (a,b et a+b) chez Ramalina
farinacea au niveau des 4 sites (Année 2009).

Sites Chl. a (mg g™)de PF Chl. b (mg g-1)de PF Chl. a+b (mgg™)de PF
Témoin 8.40+0.82 3.10+0.36 11.5+0.45
1 5.30+0.26 1.9+0.17(**) 7.02+0.14(***)
2 5.70+0.46 2.6+0.52 8.30+0.87(**)
3 6.09+0.19 3.71+0.16 9.80+0.26(**)
4 7.15%0.16 (NS) 2.94+0.17 10.09+0.10 (**)
ANOVA P<0,001 P<0,001 P<0,001

» Chlorophylle (a):

Les teneurs de la chl (a) enregistrent certaines fluctuations, néanmoins nous constatons que les
teneurs les plus faibles, par rapport aux témoins, sont enregistrés au niveau des sites : 1 (EIl Bouni :
5.30mg/g de PF) et 2 (Sidi Amar: 5.70mg/g de PF).

» Chlorophylle (b):

Nous remarquons que les sites 1 et 2 enregistrent les teneurs les plus faibles par rapport au témoin

soit respectivement : 1.9 et 2.6 mg/g de PF.

Les autres sites enregistrent des teneurs plus éleveés, aprés un maximum de ces teneurs au niveau du

site 3 : (3.71mg/g de PF), on constate une diminution au niveau du site 4 soit de (2.94mg/g de PF).
» Chlorophylle (a+b):

Les teneurs de la chlorophylle (a+b) diminuent au niveau de tous les sites, par rapport au témoin
qui présentent la teneur la plus élevée :11,5 mg/g de PF.

Le site 1 est celui qui représente une teneur maximale de :(7.02mg/g de PF).

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre les échantillons
témoins et ceux transplantés au niveau du site 1 et ceux pour la chl ( a+b) (P<0,001). Cependant,
des differences hautement significatives ont été enregistrées pour la chl (a+b) des sites 2, 3 et 4 et
chl (a) des sites 1, 2 et 3 et la chl (b) du site 1 (p<0,01).Des différences non significatives de la
chl (b) ont été enregistrées chez les échantillons des sites 2, 3 et 4 ,et chl (a) du site 4 (p>0,05).

Tableau 17. Variations de la teneur en Chlorophylle (a,b eta+b) chez Xanthoria
parietina au niveau des 4 sites (Année 2009).

Sites Chl. a (mg g™ Chl. b (mg g™ Chl.a+b (mgg™)
Témoin 5.10+0.30 4.00x0.07 9.10%0.18

1 4.00£0.21(**) 2.30+0.22 6.30+0.32

2 5.082£0.10(NS) 2.02+0.05 7.10£0.33

3 4.32+0.5(NS) 3.10£0.20(**) 7.42+0.83(*)

4 5.01%£0.25(NS) 3.01+0.08 8.02+0.30(**)
ANOVA P<0,001 P<0,01 P<0,001

» Chlorophylle (a):

Nous constatons que les teneurs les plus faibles de la chl (a) sont enregistrées au niveau des sites : 1
(El Bouni : 4.00mg/g de PF) et 3 (EI Hadjar : 4.32mg/g de PF) .
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» Chlorophylle (b):

Les teneurs de la chl (b) enregistrent certaines fluctuations, nous remarquons que les sites 1 et 2
enregistrent les teneurs les plus faibles par rapport au témoin soit respectivement : 2.30 et 2.02
mg/g de PF.
Les sites (3 et 4), enregistrent des teneurs plus élevées par rapport aux sites 1 et 2.Ces mémes sites
représentent des teneurs en chl (b) inférieurs par rapport au témoin.

» Chlorophylle (a+b):

Les teneurs de la chlorophylle (a+b) diminuent au niveau de tous les sites par rapport au témoin :
9.10mg/g de PF .

L’analyse statistique réveéle des différences trés hautement significatives entre les échantillons
témoins et ceux transplantés au niveau des sites 1 et 2 pour la chl (a+b) et des sites 1, 2 et 4 pour la
chl (b) (p<0,001). Cependant, des differences hautement significatives ont été enregistrées pour la
chl (a+b) du site 4 et chl (a) du site 1 et a la chl (b) du site 3 (p<0,01). Des différences
significatives ont été enregistrées pour le site 3 de la chl (a+b) (p<0.05), et des différences non
significatives ont été révélées de la chl (a) chez les échantillons des sites 2, 3 et 4 (p>0,05).

7.2.Comparaison de I’effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme
photosynthétique des deux espéces lichéniques : R. farinacea et X. parietina
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Figure 88. Effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme photosynthétique de I’espéce
Ramalina farinacea (Année 2008)

La figure (88), qui illustre Dl’effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme

photosynthétique des lichens de R. farinacea .

Apres la transplantation, on observe une nette augmentation de la quantité d’O, produite dans le

milieu, dés la 2°™ minute d’enregistrement pour les échantillons témoins. Le maximum de cette

quantité a été enregistré a 10min pour 1’échantillon témoin, qui atteint : 12 nmole d’0,/100mg de

PF.

A quatre minute, les niveaux enregistrés chez les échantillons transplantés au niveau des 4 sites

commencent a partir d’'un méme point. L’échantillon du site 1, présente la quantité produite la

moins ¢élevée jusqu’a 10 min: 6 nmole d’0,/100mg de PF (Réduction = 50% par rapport au

témoin).

L’analyse statistique a révélé des différences trés hautement significatives entre la photosynthése

des échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des 4 sites choisis (p<0.001).

114



=T
=51
sS2

=83

=ii—S4

S =N W R SN0
1

0 2 4 6 8 10

Temps(min)

Quantité d'oxygene produite
(nmole/100mg de PF)

Figure 89. Effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme photosynthétique de
D’espéce Xanthoria parietina (Année 2008)

La figure (89), illustre 1’effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme photosynthétique
des lichens de X. parietina (aprés la transplantation) ou I’on remarque une libération d’O, dans le
milieu pour les échantillons témoins ainsi que pour les échantillons des 4 sites choisis.
On observe une nette augmentation de la quantité d’O, produite dans le milieu dés le début
d’enregistrement (temps 0 min) pour les échantillons témoins .Le maximum de cette quantité d’O,
produite a été enregistré a 10min pour atteindre : 8 nmole d’0,/100mg de PF.
La quantité d’O; produite dans le milieu la moins élevée, a été enregistrée par 1’échantillon du site
1:(a 10 min 0,50 nmole d’0,/100mg de PF).
L’analyse statistique a révélé des différences significatives entre la photosynthése des échantillons
témoins et ceux transplantés au niveau des 4 sites choisis (p<0.05).
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Figure 90. Effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme photosynthétique de I’espéce
Ramalina farinacea (Année 2009)

La figure (90) , illustre I’effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme photosynthétique
des lichens de R. farinacea .

Aprés la transplantation, on observe une nette augmentation de la quantité d’O, produite dans le
milieu dés le début d’enregistrement (temps 0 min) pour les échantillons témoins.Le maximum de
cette quantité d’O; produite dans le milieu, a été enregistré a 10min pour 1’échantillon témoin qui
atteint : 12.5 nmole d’0,/100mg de PF.
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L’échantillon du site 1 présente la quantit¢ d’O, produite la moins élevée jusqu’a 10 min),soit : 8
nmole d’0,/100mg de PF (Réduction = 65% par rapport au témoin).

L’analyse statistique a révélé des différences trés hautement significatives entre la photosyntheése
des échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des 4 sites choisis (p<0.001).
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Figure 91. Effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme photosynthétique de I’espéce
Xanthoria parietina (Année 2009)

La figure (91), illustre ’effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme photosynthétique

des lichens de X . parietina (aprés la transplantation) ou 1’on remarque une libération d’O, dans le

milieu pour les échantillons témoins ainsi que les échantillons des 4 sites choisis.

On observe une nette augmentation de la quantité d’O, produite dans le milieu dés le début

d’enregistrement (temps 0 min) pour les échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des 4

sites .Le maximum de cette quantit¢ d’O, produite a été enregistré a 10min pour 1’échantillon

témoin et 1’échantillon du site (4) = 9 nmole d’0,/100mg de PF.

L’échantillon du site 1 présente la quantité produite la moins élevée jusqu’a 10 min , soit : 6,5

nmole d’0,/100mg de PF (Réduction = 72% par rapport au témoin).

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre la photosynthése des

échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des 4 sites choisis (p<0.001).
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7.3.Comparaison de D’effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme
respiratoire des deux espéces lichéniques : R. farinacea et X. parietina
La figure(92), illustre I’effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme respiratoire des
lichens témoins et transplantés au niveau des 4 sites choisis.
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Figure 92 . Effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme respiratoire de ’espéce
Ramalina farinacea (Année 2008)

On constate que les lichens témoins présentent une respiration qui démarre a 250nmole d’O, et
atteint 200 nmole d’O; apres 10min, la vitesse d’oxydation moyenne est : Snmole d’Oy/min.
La transplantation provoque une forte accélération observée a partir de la 4 =™ minute au niveau
des échantillons du site 1 (EI Bouni) ou la pollution est extrémement forte (vitesse d’oxydation est :
9nmole d’O,/min). En effet , cette vitesse est de 'ordre de 6-7 et 3 nmmole d’O,/min,
respectivement ,au niveau des sites 2,3 et 4.
L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre la respiration des
échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des 4 sites choisis (p<0.001).
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Figure 93. Effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme respiratoire de I’espéce
Xanthoria parietina (Année 2008)
La figure (93), illustre ’effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme respiratoire des
lichens. On constate que toutes les courbes commencent a partir d’un méme point environ : 230
nmole d’O; . Chez les lichens témoins, la vitesse d’oxydation est de I’ordre de : 3 nmole d’O,/min.
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La transplantation des échantillons au niveau des 4 sites, provoguent une accélération de la vitesse
d’oxydation , par rapport au témoin ,soit : 8 nmole d’O,/min au niveau du site 1 .Pour les sites (2 et
3), les vitesses d’oxydation obtenus semblent trés proches (respectivement 5 et 6 nmole d’O,/min
).

En effet, le taux d’oxygéne consommé apres la 10™™ minute pour les échantillons du site 4 est de
I’ordre de : 210 nmole d’O; , ce qui correspond a une vitesse de respiration inférieure de celle du
témoin : 2 nmole d’O,/min.

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre la respiration des
échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des 4 sites choisis (p<0.001).

La figure (94), illustre ’effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme respiratoire des
lichens témoins et transplantés au niveau des 4 sites choisis.
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Figure 94. Effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme respiratoire de I’espéce
Ramalina farinacea (Année 2009)

D’apres la figure (94),0n constate que les lichens témoins présentent une respiration qui démarre a
270nmole d’O; et atteint 170 nmole d’O, apres 10min, la vitesse d’oxydation moyenne est : 10
nmole d’O,/min.
La transplantation provoque une inhibition de la respiration observée a partir de la minute au
niveau des échantillons du site 2 (Sidi Amar) ou la pollution est extrémement forte (vitesse
d’oxydation est: 2 nmole d’O,/min). En effet , cette vitesse est de I’ordre de : 8-4 et 7 nmole
d’O,/min (respectivement )au niveau des sites 1,3 et 4.
L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre le métabolisme
respiratoire des échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des 4 sites choisis (p<0.001).
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Figure 95. Effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme respiratoire de I’espéce
Xanthoria parietina (Année 2009)

La figure (95), illustre I’effet de la pollution atmosphérique sur le métabolisme respiratoire des
lichens.On constate que toutes les courbes commencent a partir d’'un méme point environ 240
nmole d’O; . Chez les lichens témoins, la vitesse d’oxydation est de I’odre : 8 nmole d’O,/min.

La transplantation des échantillons au niveau du site 1, provoque une accélération de la vitesse
d’oxydation soit : 10 nmole d’O,/min par rapport aux différents sites.Pour les sites (2 et 3), les
vitesses d’oxydation obtenus semblent trés proches (respectivement 3 et 1 nmole d’O>/min ). En
effet, le taux d’oxygéne consommé aprés la 10™°™ minute pour les échantillon du site 4 est de
I’ordre de : 180 nmole d’O;, ce qui correspond a une vitesse de respiration inférieur par rapport au
témoin : 6 nmole d’O,/min.

L’analyse statistique révele des différences trés hautement significatives entre le métabolisme
respiratoire des échantillons témoins et ceux transplantés au niveau des 4 sites choisis (p<0.001).
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DISCUSSION
La région d’Annaba étant particulierement touchée par la pollution atmosphérique, il était
important d’aborder ce probléme par le biais de la bio-indication végétale et non uniquement par les
mesures de capteurs.
La détection et 1’estimation de la pollution atmosphérique avec les lichens sont possibles dans la
mesure ou ces végétaux réunissent les conditions que 1’on attend des indicateurs biologiques.
(Steubing,1982 ; Posthumus,1983) . Outre les qualités :
v de sensibilité remarquable a la pollution liée a un pouvoir exceptionnel d’accumuler

rapidement les polluants d’origine atmosphérique ;

v’ de facilité d’utilisation due a leur activité continue et a leur longévité ;

v une grande densité de leur répartition géographique, une abondance des especes ;

v' les lichens possédent la faculté de réagir rapidement a une baisse de la pollution grace au
mécanisme d’ex sorption qui refléte quantitativement la diminution de la pollution
(Déruelle,1996).

Depuis déja longtemps, les lichens sont utilisés comme des bio-indicateurs et bio-intégrateurs
performants dans la détection de la pollution atmosphérique. Les lichens ne possédent pas les
structures lui permettant de limiter les conséquences de la pollution atmosphérique, leur disparition
est considérée comme un signe de pollution (Gilbert,1973).

De nombreuses études tant biogéographiques que biochimiques se sont succédées dans le monde,
surtout depuis 1950, démontrant I’influence de 1’aéro-pollution sur le développement des lichens
(Lerond,1984).

En France, depuis une trentaine d’années, 1’estimation de la pollution atmosphérique acide a partir
de I’observation des lichens a été tentée dans diverses régions, le plus souvent a ’aide d’une
méthode qualitative anglaise : la méthode de Hakwsworth et Rose (1970). C’est une méthode qui
s’appuie sur une échelle de corrélation entre la flore lichénique épiphyte et les taux de pollution
atmosphérique acide exprimés en SO, par m® d’air.

Les etudes effectuées par cette méthode concernent différentes régions telles que le Nord de la
France, la région Parisienne. Pour étre complet ,il convient de signaler également que 1’observation
de la végétation lichénique a permis de visualiser d’autres types de pollution : Pollution fluorée
(Asta, 1980), Pollution azotée (Deéruelle ,1983), Pollution par le plomb (Déruelle,1984).

L’analyse du fluor a été aussi effectuée dans plusieurs espéces de lichens récoltés durant 11
années (1975 a 1985) dans la vallée de I’Arc (Maurienne, Savoie, France) par Belandria et al.,
(1991). Ces chercheurs ont observés une diminution de la concentration en fluor des lichens en
particulier de 54 a 21ppm chez les Parméliacées, de 106 a 12 ppm chez Peltigera canina et de 124 a
44 ppm chez Umbilicaria cylindrica. Ils ont mis en évidence que cette diminution de la
concentration en fluor des lichens reflete les variations du niveau du pollution fluorée de
I’atmosphere entre 1975 et 1985.

L’estimation de la qualité de I’air en utilisant les lichens dans la région de Grenoble (France) a été

étudiée par Gombert et al.,(2004), ou ils ont constaté une diminution des taux de SO, pendant
plusieurs années d’étude.
C’est dans ce domaine que les lichens trouvent toute leur justification en tant que sentinelles de
I’environnement. La sensibilité différentielle des lichens a la pollution atmosphérique est a 1’origine
de combinaisons d’especes originales reflétant soit des gammes de concentrations en polluants, soit
un niveau de qualité de I’air. C’est sur ce principe que reposent les différentes échelles de sensibilité
mettant en correspondance la diversité lichénique avec soit les concentrations en SO,, soit
I’intensité de pollution (par le fluor, les photo-oxydants,ou les composés azotés), soit la qualité
globale de 1’air (Kricke et Loppi, 2002 ; Van Haluwyn et Van Herk, 2002).

La pollution atmosphérique peut étre détectée grace a différents végétaux supérieurs, mousses,
écorces et surtout lichens (Gombert et Asta,1997).
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Dans le cas des polluants atmosphériques, les plantes supérieures ont des moyens de défense en
cas d’arrivée d’une pollution brusque ; I’existence de la régulation somatique, la protection
cuticulaire des feuilles (Leclerc, 1999).

D’aprés Kershaw (1985), les lichens étaient trés sensibles aux pollutions atmosphériques
(grandes surface de contact, absence de stomates et de cuticule proprement dite), et pouvaient étre
d’excellents bioindicateurs, une difficulté étant cependant la reconnaissance des espéces associée a
la grande variabilité phénotypique.

Beaucoup de travaux (Arndt et al., 1987) ,cherchent a expliquer les effets des polluants
atmosphériques sur la croissance et divers parametres du fonctionnement des végétaux. lls
s’intéressent particulierement aux effets des fortes teneurs en NOx sur les plantes, dans des travaux
de nombreux laboratoires, ce qui justifie par I’intérét pour la physiologie de la photosynthése, et
par ’impact essentiel que peut avoir la croissance de la biomasse des végétaux dans une stratégie de
lutte contre I’augmentation du NOx atmosphérique.

Selon Barneau et Ursu (1974), les plantes sont exposées aux effets toxiques des polluants de
I’atmosphere comme les autres étres. Ces polluants agissent sur le métabolisme et les fonctions de
base appartenant a n’importe quel étre vivant. Ces effets toxiques sont, soit directs, du fait du
contact de 1air, soit indirects par I’intermédiaire de substances nutritives et de 1’eau polluée dans le
sol.

Les lichens colonisent un grand nombre de milieux et de supports, notamment 1’écorce des arbres

(lichens épiphytes). Leur observation peut donc étre réalisée sur de vastes territoires, avec une
densité importante de points.
Toutes ces caractéristiques ont fait que les lichens ont été I’objet de trés nombreuses recherches
concernant la pollution atmosphérique en général (Loppi et al., 2004). Bargali (1998 b ) ,dresse
une liste des espéces lichéniques utilisables comme bio accumulateurs, en fonction de leur écologie
et de leur tolérance a la pollution de I’air.

Etant donné que cette partie de notre étude a porté sur 1’échantillonnage de deux espéces de
lichens en particulier Xanthoria parietina et Ramalina farinacea qui sont d’excellents
bioindicateurs de la pollution atmosphérique, afin d’apprécier 1’accumulation des polluants gazeux
en fonction de la distance.

Il faut prendre en consideration que le temps d’exposition de ces deux espéces de lichens n’a pas été
trés long (1mois), période d’étude utilisée généralement pour les transplants (Lodenius,1989).

L’accumulation des polluants par les lichens montre qu’ils sont caractérisés par un pouvoir

accumulateur élevé mais ce dernier reste en fonction de la distance par rapport a la source de
pollution (Nieboer et al., 1972 ; Tomassini et al.,1976).
Les plantes soufrent d’effets nocifs plus immédiats et plus puissants que les autres étres pour
plusieurs raisons : sensibilité plus grande, capacité d’adaptation et de défense plus réduite, contacts
plus étendus et presque permanents avec 1’atmosphere polluée et dépendance totale des facteurs
locaux pédologiques et climatériques (Couach et al.,1999).

Par ailleurs, Pesch et Schrdder, (2006) ont montré que les parametres climatiques et les
caractéristiques écologiques régionales influencent I’accumulation des polluants dans les lichens.

Dans les deux parties de ce chapitre, les résultats obtenus ont montré que 1’observation des
parameétres dosés dans du matériel végétal présent naturellement ou transplanté était tout a fait
pertinente pour une étude du suivi de I’impact d’une usine des fertilisants sur 1’environnement a
coté de d’autres sources de pollution.

Afin de confirmer I'état de stress provoqué chez nos échantillons (partie I et I1), nous avons suivi
également I'évolution du taux de proline, connue comme étant un marqueur du stress chez les
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vegétaux. Nos résultats ont mis en évidence une augmentation du taux de proline concordent avec
ceux de (Bensoltane, 2005) qui a enregistré une augmentation de la proline lors d’un stress du au
NH4NO; chez les mousses et les lichens. Cette accumulation, a été démontrée chez de nombreuses
variétés de blé et dans plusieurs types de stress (osmotiques, hydriques, thermiques) (Huang et
Cavalieri, 1979 ; Hubac et Viera, 1980 ; Bellinger et al., 1989 ; Ober et Sharp, 1994). Ainsi
avec ceux de (Gherroucha et Djekoun, 1997), qui ont montré que 1’application foliaire de I’'TAA et
GA; et leur interaction sur la croissance du blé, sous condition de salinité induit une augmentation
de la teneur en proline en fonction des concentrations de sel.

La proline est un acide aminé soluble dans 1’eau et I’alcool et facilement oxydable par la
ninhydrine, elle s’accumule dans la plante lorsque 1’équilibre métabolique de celle-ci perturbé par
les conditions défavorables du milieu et peut varier d’une plante a une autre (Levitt,1980). La
teneur de proline augmente en fonction du temps de I’exposition et de la concentration des
polluants, ceci peut s’expliquer par un stress li¢ a 1’exposition de ces plantes a la pollution
atmosphérique, ce qui confirme I’importance de la proline dans la révélation d’un état de stress et
de perturbation.

L’¢élément indicateur principal d’un effet de stress chez le végétal est ’augmentation du taux du
proline. Dans les deux parties de notre travail, nous avons mis en évidence une augmentation
significative du taux de proline chez les lichens transplantés. La proline peut jouer un role
osmoprotecteur (Paleg et al., 1984 ; Delauney et Verma, 1993 ),stabilisateur des protéines
(Kuznestov et Sheveyakova, 1997, Shah et Dubey, 1998), inhibiteur des métaux (Farago et
Mullen, 1979) et inhibiteur de la peroxydation (Mehta et Gaur, 1999).

Cette augmentation du taux de proline peut étre expliquée selon (Ober et Sharp, 1994), par un
effet de stress chez la plante. La synthese de la proline peut impliquer également un allégement de
I’acidification du cytoplasme qui permet de maintenir le rapport (NADP/NADPH ) a une valeur
compatible a celle du métabolisme (Hare et Cress, 1997).  Selon (Monneveux et Nemmar,
1986), I’accumulation de proline est associée a la résistance de la plante au stress, ce qui pourrait
donc étre I’un des facteurs qui expliquent le mieux la stratégie d’adaptation des plantes.

Lagadic et al.,(1997) affirment qu’une augmentation de la proline peut étre observée si les
plantes sont soumises au stress oxydatif crée par la pollution atmosphérique. Pour la plupart des
polluants (SO,,NOx et Os...... etc),les symptomes de leur effets comprennent des changements de
concentration de certains composes (acides aminés) Monneveux (1989) a montré que
I’accumulation de la proline est un phénoméne d’adaptation a la sécheresse. Elle permet a la plante
de maintenir sa turgescence par la diminution du potentiel hydrique. C’est une forme d’ajustement
de son potentiel osmotique.

Pour confirmer ce stress en milieu pollué (partie I et 1), nous nous sommes intéresses aux
variations du taux de protéines totales chez les deux espéces de lichens. En effet, selon
(Sandermann, 1992 ; Salt et al., 1995), en présence de xénobiotiques, la plante augmente la
synthése protéique en particulier des phytochélatines dont le rble est la détoxification des
xenobiotiques, particulierement les métaux. (Stalt et al., 2003) rapportent que pres de 80% du
xénobiotique est détoxifié par ce type de protéines.

Ce qui concordent avec nos résultats qui montrent une augmentation du taux de protéine totales
dans les thalles lichéniques des 2 espéces (Ramalina farinacea et Xanthoria parietina) ; cette
augmentation est significative au niveau des échantillons prélevés sur les différents sites ce qui
montre 1’état critique du site 1 de la partie | (EL-Bouni) .

Selon (Zienk, 1996), I’augmentation du taux des protéines dans les feuilles des roseaux placés
dans une eau polluée est due au fait qu’au niveau cellulaire des réactions de détoxification ont lieu
grace aux phytochélatines. Ceci induit la formation d’un complexe protéine/ métal. Les
phytochélatines piégent le xénobiotique et/ ou le métal en association a un groupe SH (sulfhydrile),
il se forme un complexe thiolate métal qui devient immédiatement inactif. Cette réaction rend le
métal inactif et permet son stockage dans les vacuoles (Vogeli et al., 1990 ; Ortiz et al., 1992).
L’augmentation de la synthése de phytochélatines et d’enzymes de détoxification, pourrait
expliquer dans notre cas 1’augmentation du taux de protéines totales que nous avons mis en
évidence.
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L’autre ¢lément indicateur d’un effet perturbateur du au stress chez les végétaux, est I’augmentation
des teneurs des sucres totaux.

Selon Deraissac (1992), le processus de concentrations des sucres totaux et /ou de la proline dans
les tissus foliaires des végétaux stressées est reconnu comme une caractéristique d’adaptation. Ce
stress est du a une pollution atmosphérique.

Dans la premiére partie de transplantation, nos résultats montrent qu’au fur et a mesure qu’on
s’éloigne du complexe Fertial, le taux des sucres a tendance a augmenter, ce qui sous-entend par la
suite une perturbation du processus photosynthétique chez 1’espéce Ramalina farinacea au niveau
des zones contaminées (plus le site est pollué, plus le taux des sucres totaux est eleve).

Ce qui confirme que le taux des sucres totaux varie suivant I’éloignement par rapport a la source de
pollution, de la nature de 1’espéce végétale, son stade végétatif et sa morphologie (Bedeneau,1980).

Le rapport MF/MS constitue une bonne indication de 1’état de la qualité de 1’air, plus 1’air est
pollué, plus le développement du végétal est perturbé. Ainsi le rapport MF/MS dans les zones
polluées va étre inférieur a celui enregistré au niveau de la zone de pollution moindre
(Semadi,1989).

D’aprés nos résultats sur le rapport matiére fraiche /matiere seche au niveau des différents sites
d’études, nous pouvons conclure que les sites représentants un rapport faible par rapport au témoin,
plus précisément au niveau du site 1( EI-Bouni)(Partie I).

La proportion de matiere fraiche par rapport a la matiere séche (MF/MS) diminue avec
I’¢loignement de la source de pollution a été déterminé par plusieurs auteurs Woodbury et
Hudler,1994);ce qui confirme nos résultats de la partie I.

Ces diminutions peuvent étre dues a des dommages des tissus du matériel végétal (lichens) ce qui
conduit a des flétrissements et des desséchement des thalles ou bien une perte d’eau (Sharma,
2009 ; Anonyme,1994).

La pollution atmosphérique peut causer des dommages sur les végétaux et implique la diminution
du poids frais et sec (Braun et Fluckiger,1985) . En effet, Chakhparonia (1995), a montré chez
Arabidopsis thaliana soumises a la pollution atmosphérique une diminution du poids frais et sec.
Concernant la premiere partie de transplantation, nous remarquons qu’au fur et a mesure qu’on
s’éloigne de la source de pollution (Usine Fertial), le rapport MF/MS chez 1’espéce Ramalina
farinacea  diminue d’ou une bonne indication de la qualité¢ de I’air a 1’aide de ce rapport. Ce
rapport diminue , car les zones trés proches de I’usine (400 et 800m) sont moins risqués d’avoir les
retombés des polluants par rapport aux zones plus €loignés (1200 ,1600 et 2000m).

Les mémes résultats ont été constaté dans la 27*™ partie de transplantation ou le site le plus pollué
(site 2 EI-Bouni) présente le rapport MF/MS le moins élevé.

Chez Xanthoria parietina, le rapport MF/MS semble plus sensible aux zones polluées par rapport a
Ramalina farinacea, ce ci est sans doute dd a la résistance des thalles de Ramlina a la pollution par
contre pour Xanthoria ce rapport semble étre un trés bon indice pour cette pollution.

L’induction des enzymes de détoxification des végétaux sous des conditions de stress est souvent
rapportée (Nimptsch et Pflugmacher, 2007). Les cellules végétales sont capables de protéger
leur vie par D'utilisation des mécanismes enzymatiques et non enzymatiques : SOD, CAT,
Peroxydases (APX et GPX) et glutathion (GST et GR) (Apel et Hirt, 2004).

Le glutathion est un peptide faisant partie d’un systéme enzymatique complet comprenant
notamment la GST et jouant un rdle central dans le mécanisme d’élimination du peroxyde
d’hydrogene, aussi que la prise en charge des lipides peroxydés, en plus des phytochélatines qui
servent a séquestrer les métaux. Le glutathion réduit (GSH ) est utilisé aussi comme donneur
d’¢électrons pour la production de I’enzyme clé du systéme qui est la glutathion peroxydase (Green
et al., 2002). Ainsi, nous avons mis en évidence une diminution du taux de GSH pour les
échantillons transplantés au niveau des sites situés approximative de la source de pollution. Ce
résultat concorde avec ceux de (Fabrizio et al., 2003) qui ont montré une diminution du taux de
glutathion lors d’un stress au Cadmium chez les roseaux Phragmites australis, aussi que ceux de
(Kamara et Pflugmacher, 2006), sur deux espéces Phragmites australis et Querus robur planté
dans des zones polluées.
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Contrairement aux résultats précédents, le site 3 de la premiere transplantation (2008 et 2009)
présente une activité maximale de biomarquer GST, par la suite des diminutions paralléles au
niveau du site 4 et 5 .D’aprés ces résultats, nous pouvons constater que le site 3 est le site le plus
polluée.

L’induction du systéme enzymatique GST peut étre expliquée par I’entrée de Xénobiotique dans
les cellules végétales ( lichens) et le déclenchement du systeme de détoxification(Lagadic et al.,
1997).

Nos résultats concordent avec ceux obtenus avec Dazy et al.,(2008) , ou ils ont constaté des
activités maximales de GST et une baisse importante du taux de GSH chez les échantillons exposés
a une forte pollution.

D’une manicre générale certains composés comme le glutathion, ascorbate et acides aminés
subissent des changements de concentrations vis-a-vis de la pollution. (May et Leaver,1993 ;
Bender et al., 1994 ; Holopainen et al.,1994 et Ekeberg et al., 1995).

Nous avons proceédé au dosage des teneurs moyennes en chlorophylle a et b, et chlorophylle totale
(a+b) ,parametres susceptibles de nous indiquer un éventuel stress, car considérées comme bio
marqueur de la toxicité des végétaux puisque des corrélations entre les densités cellulaires et les
parametres de la fluorescence photosynthétiques ont prouvé que ces derniéres pouvaient étre
considérees comme bio marqueur de la toxicité dans le cadre de la pollution environnementale
(Dewez et al., 2007).

Le métabolisme de la chlorophylle est certainement le processus biochimique le plus visible chez
les végétaux. Sa biosynthese laisse apparaitre la couleur verte des plantes; tandis que sa
dégradation se manifeste par la perte du pigment (Folly,2000).

D’aprés nos résultats, nous avons observé une nette variation de la chlorophylle en fonction des
différents sites choisis (Partie | et 11). Ces variations peut étre associée a des changements dans le
cycle de vie du végétal (Folly,2000 ; Garty et al.,2001).

Il est connu que tous les polluants gazeux pénetrent par les stomates vers les espaces
intercellulaires. Ils peuvent changer la conductance stomatale directement en affectant les cellules
de gardes, ce qui altére la photosynthése chez les plantes supérieurs. (Shumacker et Hallet,1997).
Quoi pour les lichens qui ne possedent pas un systeme de régulation des entrées et des sorties ?

Les reésultats des expériences menées par (Knudson et al., 1977 ; Bechulal et Ambasht ,1980 ;
Renaud et al.,1998 ;Tretiach et al.,2007), suggerent que les plantes soumises a la pollution
atmosphérique présentent des changements du taux des chlorophylles. Ce qui confirme nos résultats
(Partie I et II).

D’apres (Déruelle et Lallement ,1983), une perturbation de la photosynthese semble due a une
modification de la chlorophylle résultant d’un déplacement des ions Mg des molécules de la
chlorophylle par un polluant. Nos résultats sont en parfait accord avec ces travaux parce qu’ils ont
montré une atténuation de I’activité photosynthétique qui se traduit par une augmentation maximale
des teneurs en chlorophylle observée au niveau des sites les plus pollués (Partie 1,site 3).

Pour ce qui est nos échantillons de lichens prélevés apres transplantation, nous avons remarqués que
les taux de la chlorophylle ne sont pas tellement liés a la distance par rapport a la source polluante
(Partie II, site 1 et 2). Ceci est probablement di a d’autres facteurs environnementaux et d’autres
facteurs physiologiques qui interferent par contre dans des conditions contrdlées ou le seul facteur
qui varie est le taux de pollution, la variation de la teneur en chlorophylle a été nette (le site 3
présente le taux de chlorophylle le plus élevé).

Les résultats obtenus montrent une stimulation du taux de chlorophylle (a, b et a+b) chez les
plantes transplantés ai niveau des sites pollués. Cette augmentation pourrait traduire une stimulation
de la photosynthése par la suite et peut étre également expliquée, par les besoins en précurseurs
pour la synthése de certains polypeptides spécifiques (phytochélatines) via la photo-respiration
(Israr et al., 2006).

Nos résultats ne semblent pas concorder avec ceux de (Puritch et Barcker, 1967) qui mettent en
évidence un effet toxique de ’ammonium sur la synthese des chlorophylles de méme qu’une
perturbation de I’aspect morphologique externe et interne des chloroplastes des feuilles de
Lycopersicom esculentum qui apparaissent suite au traitement a ’ammonium. D’autres travaux,
(Havaux, 1988 ; Djekoun et Yakhlef, 1996) montrent une réduction de la photosynthése, suite a
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une sécheresse. Cette réduction de la photosynthése est liée, d’une part a la fermeture des stomates
(Johnson et al., 1984) ,ce qui concorde avec nos résultats de la premiere partie de transplantation
ou le site le plus pollué présente une réduction du taux de la chlorophylle .

En revanche, les résultats obtenus dans notre travail concordent beaucoup plus avec ceux de
(Israr et al., 2006), qui rapporte un effet stimulateur du cadmium sur la teneur en chlorophylle.
Nos résultats sont en accord aussi avec les constatations de (Brown et Whithead ,1986) , portant
sur la sensibilité de la photosynthése et la teneur en chlorophylle dans des conditions de pollution
mercurielle.

Concernant les végétaux supérieurs, le mécanisme de I’action nocive des polluants sur la
végétation est complexe et dépendant, d’une part, des caractéres anatomiques et physiologiques des
plantes et d’autre part, de la nature physico-chimique des polluants.

La plus importante des voies de 1’action nocive consiste dans la pénétration des polluants dans les
organes de la respiration végétale représentés par les stomates des feuilles. Les stomates étant
situées sur la partie inférieure des feuilles par ou les gaz toxiques entrent en méme temps que |’air
(I’0zone par exemple) , on distingue la diminution de :

la photosynthése ;

I’ouverture des stomates ;

I’efficience de ’eau ;

la surface foliaire ;

la respiration des racines, augmentation pour la partie supérieure ;

la production de matiére seche et des rendements (Israr et al., 2006).

<
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Concernant la respiration, nous avons remarque que la transplantation des échantillons de lichens au
niveau des différents sites choisis et dans les deux parties, stimule 1’activité respiratoire. Cette
augmentation de I’intensité respiratoire des lichens est due a I'absorption des différentes substances
et polluants atmosphériques que contient I’air .

Selon les travaux de (Bensoltane,2005; Khaldi,2003), la pénétration des xénobiotiques a
I’intérieur des lichens serait a [Dorigine du déclenchement des phénomenes de
détoxification/biodégradation, ce phénomene fait appel aux oxygénases a cytochromes P450, d’ou
cette avidite pour 'O, traduite par la stimulation respiratoire observée.Cependant et contrairement a
nos résultats, il n’est pas toujours vrai ou évident, qu’un xénobiotique, entraine une stimulation de
I’intensité respiratoire (IR), ce méme xénobiotique pourrait perturber le métabolisme respiratoire
(Sbartai, 2008). L’un des mécanismes de défense contre les phénoménes de pollution chez les
végétaux supérieurs, ¢’est au contraire une diminution de I’activité respiratoire.

Le métabolisme photosynthétique suit des fluctuations au niveau des différents sites (pollués et non
pollués).A de fortes niveaux de pollution atmosphérique et selon la distance des sites par rapport
aux sources de pollution, la photosynthese reste active et toujours supérieure a celle du témoin
(partie 1).Nos résultats corroborent avec ceux obtenus par (Israr et al., 2006).

Contrairement aux résultats de la partie Il, ou on constate une diminution de la photosynthése des
échantillons transplantés au niveau des différents sites par rapport aux échantillons témoins. Il est
connu que les photosynthétats frais ont une influence bien plus nette sur le métabolisme énergétique
que les photosynthétats de réserve (Leclerc,1999).Ainsi, les fluctuations observées dans notre
travail pourraient expliquer par deux hypotheses :

e Soit le xénobiotique (polluant atmospherique) affecte un composé lumiére-dépendant relié a
la photosynthése ;

e Soit I’'un des photosynthétats frais joueraient un role dans la tolérance des plantes aux
polluants et confére ainsi a la lumiere une protection relative (Israr et al., 2006).
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D’aprés Couach et al.,(1999), lorsque les poussiéres se déposent sur les feuilles, elles forment
écran entre les rayons lumineux et la feuille proprement dites et il peut s’ensuivre une modification
de I’assimilation chlorophyllienne. Lorsque les poussiéres sont acides, les points de contact avec 1es
cellules de fleurs et des feuilles peuvent étre le siege de nécroses locales, réparties sur la face
supérieure des feuilles et une perturbation de la photosynthése, qui entraine une dégénérescence et
une diminution de la croissance.

D’autres travaux (Kiss et al. ,2003 ; Kuciel et Mazurkiewicz, 2004), ont expliqué I’inhibition des
deux processus physiologiques : la respiration et la photosynthese par la présence des ROS
,Jpourraient agir sur les organites subcellulaires tels que les mitochondries et chloroplastes .Cette
inhibition serrait la conséquence d’un couplage de la phosphorylation oxydative chez les
mitochondries et photo-peroxydation des lipides membranaires chez les chloroplastes.

En conclusion,

Le suivi spatial de I’accumulation des NOx par les lichens récoltés in situ a permis d’établir que
I’'usine de FERTIAL était une source polluante détectée par les lichens.Ainsi, il apparait que les
deux espéces de lichens :Ramalina farinacea et Xanthoria parietina s’adaptent parfaitement aux
conditions les plus extrémes en déclenchant des phénoménes métaboliques adéquats.

Enfin, la pollution de I’air peut étre suivie de modifications métaboliques de systéme qui affectent
certaines fonctions de métabolites (proline, protéines et sucres ),des enzymes, des hormones
(auxine), et méme des vitamines ou oligo-éléments, qui ont pour conséquence des modifications
dans 1’aspect morphologique et fonctionnel de la plante. Une de ces manifestations consiste dans le
phénoméne de chlorose, déviation de la formation du pigment principal de la photosynthése, la
chlorophylle, ayant comme suite des troubles complexes d’aspect et de développement entrainant
une production avec rendement réduit et les Iésions partielles ou totales (Chovin et Roussel,1973).
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Figure 96. Présentation schématique des taxons bioaccumulateurs
des polluants et des paramétres régissant les phénoménes d’accumulation
(illustration inspirée des schémas de Bargali et Mikhailova, 2002).

127



CONCLUSION GENERALE

Cette présente étude montre le réle important que joue le systéme de défense dans 1’accumulation et
la tolérance aux polluants chimiques :
e engrais (NPKSs) chez les deux especes vegétales choisis (mousses et lichens).

e NOKX et poussiéres chez les lichens uniqguement.

Au terme de ce travail, nous nous proposons de faire le bilan de nos différentes expérimentations et
surtout d’expliquer les perspectives de recherche qu’elles permettent d’entrevoir.
Les engrais azotés apportent de nombreux avantages pour la culture des plantes et ceux-ci sont de
plus en plus utilisés dans le milieu agricole malgré les dangers qu’ils représentent.
Pour limiter ces conséquences écologiques et sanitaires néfastes,le ministére de 1’environnement
Algérien doit prendre des mesures telles que :

% La référence aux normes qui fixent le seuil a ne pas dépasser ;

% La limitation des rejets de poussiéres d’engrais dans 1’environnement ;

R

X/
*

*

Conduire une politique de réduction a la source effluents liquides issus de 1’idustrie des
COMpOsés azotés ;
L’établissement d’un plan de fertilisation et 1’enregistrement des apports effectués ;

)

K/
A X4

X/
X4

L)

Le respect de période d’interdiction d’épandage des fertilisants azotés ;

Des restrictions d’¢pandage a proximité des eaux de surface,sur sol en forte
pente,détrempés, inondés,gelés ou ennéigés ;

¢ La modification des techniques culturales pour ajuster aux mieux les applications d’engrais
a la demande azotée des cultures (nouveaux itineraires techniques).

X/
°

Nous avons conduit une étude trés large,en envisageant les effets néfastes sur deux modeles
bilogiques (Mousses et Lichens) d’un engrais complexe(NPKs).L’utilisation de cet engrais est
toujours d’actualité dans la pluspart des régions agricoles,il faut alors se rappeler que la toxicité des
engrais aux doses auquelles peuvent étre soumis des organismes végétaux (inférieurs en
particulier),est a I’origine de nombreuses hypothéses et de peu de vérifications.

Nous nous sommes donc proposés de vérifier cette toxicité a traves ces vévétaux ,avec 1’ambition
de chercher a comprendre par quels mécanismes 1’engrais et les polluants atmosphériques (NOx et
poussieres) pouvaient exercer des conséquences délétérés sur le comportement de ces especes
veégétales lorsqu’ils sont exposés a court (3jours) et a moyen (7jour et un mois pour les transplants)
terme ou de mettre en relation dose/effet sur des espéces bioindicatrices a travers la mesure de
biomarqueurs biochimiques et enzymatiques du stress oxydant ,pouvant indiquer des lésions ou des
dysfonctionnement physiologiques.

Dans la premiére partie de notre expérimentation concernant la mise en évidence de I’effet de
I’engrais (NPKs) sur les mousses et les lichens par un triatement de 3 et 7jours,les principaux
résultats obtenus sont :
» Augmentation des taux de :proline,sucres et proteines totales ;
» Perturbations dans les taux des chlorophylles (a,b et a+b) ainsi qu’au niveau des processus
métaboliques (photosynthese et respiration) ;
» Activation des biomarqueurs enzymatiques (GST, APX et CAT) et non enzymatiques(GSH
et MDA) contre un stress oxydatif ;

Du fait de la compléxicité des effets toxiques de cet xénobiotique (NPKs) au laboratoire,nous avons
¢té amené a envisager une étude sur terrain,et ce pour les lichens uniquement,dans le but d’apporet
notre contribution sur I’utilisation de ces végétaux comme bioindicateurs de pollution.

Les principaux résultats obtenus sont :
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» Augmentation des taux de : Proline,proteines et sucres totales.

» Diminution des taux MF/MS.

> Activation des systemes de détoxification (diminution de GSH et augmentation de GST);

» Perturbations des teneurs en chlorophylles (a,b et (a+b)); ainsi qu’au niveau des processus
métaboliques (photosynthese et respiration) .

L’utilisation des végétaux bio-indicateurs pour la détection (bio-indication), la protection (bio-
accumulation) et la compréhension (mécanismes d’action) des effets d’agents toxiques rejetés dans
I’environnement est un aquis non négligeable qui permet a la fois une célérité pour le sauvegarde de
notre enivironnement, mais aussi et grace a [’association de techniques appropriées (la
polarographie dans notre travail),nous a permis d’expliquer certains phénomenes biochimiques tels
que la relation pouvant exister entre la perturbabtion de la consommation d’oxygene et le
xénobitique.

La dégradation du tissu végétal et la disparition de certaines espéces de notre environnement,
s’explique par la perturbation de la respiration et de la photosynthése des mousses et des lichens de
méme que toutes les modifications biochimiques physiologiques et enzymatiques observées chez
les espéces choisis dans notre travail et que 1’on peut aisément extrapoler aux végétaux supérieurs.
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Perspectives

En perspectives, il serait fort intéressant de :

>

>

Tester la toxicité de NPKs sur d’autres modéles biologiques ;
D’effectuer  des  dosages des autres  enzymes  impliquées  dans la
métabolisation /détoxification et particulierement: GPX et SOD chez ces végétaux

(mousses et lichens) ;

D’entamer une étude ultra-structurale de nos modéles biologiques en présence ou non du
polluant ;

Tester la résistance des lichens vis-a-vis des autres sources de pollution (exp :ETM) a
travers leur transplantation aux alentours du complexe Arcelor Meetal d’El-Hadjar.
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Tableau 18. Capacités de production du complexe Fertial (U.E.F,2010)

emrarf .ﬁun El Assel™*Roum-
Souk

P .

Unités

Capacités de production en Tonnes /an

*Unité d’ammoniac

*Unité d’acide nitrique

*Unité de nitrate d’ammonium/can
*Unité UAN (urée acide nitrique)
*Unité de NPK/TSP/PK/ Sulfazot
*Unité SSP (Super Simple Phosphate)

330 000
264 000
330 000
240 000
550 000
240 000

Les rejets du complexe FERTIAL

Tableau 19. Rejets avant le projet de la banque mondiale (D.M.I ;2004)

Unités Polluants Quantités Tonnes/an
Unité nitrique NO, 1188
NH; 2291
Unité acide sulfurique SO, 90 000
Unité acide phosphorigque Phosphogypse 280 000
Unité NPK Fluor 88
Unité nitrate d’ammonium | Poussieres 43 000
NH;NO; Nitrates NO; 133 0

Tableau 20. Rejets apreés le projet de la banque mondiale (U.E.F,2010)

Unités Polluants Quantités Tonnes/an
Unité nitrique NOXx 275
NH; 45,6
Unité acide sulfurique SO, 0
Unité acide phosphorique Phosphogypse 0
Unité NPK Fluor 10,5
Unité nitrate d’ammonium | Poussieres ?
NH;NO; Nitrates NO; 250
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Tableau 21. Rejets des autres filiales de Fertial (U.E.F,2010)

Unité Polluants Quantités
Unité acide nitrique NOXx 300 Tonnes/an
50 pg/m?
Unité SSP fluor 50 pg/m’
Unité de production CO, 0.3 Tonnes/heures

Meéthode d'analyse des oxydes d'azote (NOx ) (Avant et apres réduction)
e Principe

Le gaz est collecte dans un ballon a fond rond de deux litres, qui contient une solution

neutre de peroxyde d'oxygéne.

Le NOx réagit avec le NaOH en présence de H,0, pour former NaNO; I'excés de NaOH

a 0.1 N et titre en retour avec une solution de HCI en utilisant le (rouge de méthyle + le bleu de méthyle ) comme
indicateur ( Indicateur mixte ) (AFNOR ,2002)

o Appareillage

1) Ballon de deux litre a fond rond muni d'un bouchon avec un robinet a trois voix.
2) Pompe a vide.

3) Manomeétre a mercure.
e Réactifs

1) Solution de NaOH & 0.1N.

2) Solution de HCl 4 0.1N.

3) Eau oxygéne a 3% neutralisée.

4) Indicateur : 0.125 gr de rouge de méthyle + 0.08 gr de bleu de méthyle ;

le dissoudre dans 2 ml de NaOH a 0.1N et volumer a 100ml avec I'ethanol.
e Procédure

Le ballon doit étre bien laver.

1) Introduire dans le ballon 25 ml d'eau oxygéne neutralise par NaOH & 0.1N ou HCI 4 0.1N en présence de 10 gouttes
d'indicateur.

2) Introduire dans le ballon 25 ml de NaOH a 0.1N.

3) Boucher le ballon.

4) Mettre le ballon dans le sens oblique et le faire attacher a la pompe a vide qui est munie d'un manométre et créer un
vide de 650 mm de mercure.

5) Faire un essais pour la détection de fuite éventuelle.

6) Rattacher le ballon a la prise d'échantillon et le laisser ouvrer jusqu'a ce que le gaz cesse de produire des bulles dans
le ballon. Puis fermer les robinets du ballon et de la prise d'échantillon secouer le ballon quelques instants laisser le
gaz se dissoudre pendant deux heures en agitant de temps a autre .

-Ajouter 5 gouttes d'indicateur et titrer avec HCI a 0.1N Jusqu'au couleur bleu volume V2.
Titrer le témoin d'une maniere identique consommation V1.
Noter le volume du ballon V. Corriger le volume V\ d'aprés la pression et la température.

nox = (V1-V2)XN. g x224x10 °
FxVi+1, 5[(V1-V2)xN. pyox22.4]
Vp = Vk x F = Volume corriger d'aprés la pression et la température ; Volume de la prise d'échantillon
F = Facteur de correction pour la température et pression.
V1 = Volume d'Hcl chute pour essais a blanc.
V2 =Volume d'Hcl chute pour I'échantillon.

e Laréaction

NO + NO, > N2O;

2N,0; + 0Oy > 2 N,O4
2 Volumes + 1 Volume =» 2 Volumes
3 Volumes = 2 Volumes

3/2 = 1,5 Vol
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Détermination de fortes concentrations massiques de poussiéres
C’est une méthode de référence pour le mesurage de fortes concentrations de poussieres dans des effluents gazeux de
sources fixes supérieurs & 5mg/m?® dans les conditions normales.
Les poussieres sont des particules de forme, de structure ou masse volumique quelconque dispersés dans la phase
gazeuse dans les conditions au point de prélévement qui sont susceptibles d’étre recueillis par filtration dans les
conditions spécifiées aprés échantillonnage représentatif du gaz a analyser et qui demeurent en amont du filtre et sur le
filtre aprés séchage dans les conditions spécifiées.

e Principe

-Un échantillon gazeux de volume mesuré est prélevé dans le flux gazeux principal en différents points
représentatifs pendant une durée déterminée (AFNOR ,2002)
-La poussiére entrainée dans I’échantillon de gaz est collectée sur un filtre plan pré-pesé, qui est ensuite séché et
soumis a une nouvelle pesée.
-Les dépdts sur I’équipement de prélévement en amont du filtre sont également récupérés et pesés.
-L’augmentation de la masse du filtre ainsi que la masse des dépots sont attribuées a la poussiére du gaz
échantillonné, ce qui permet de calculer la concentration en poussiéres.

Dosage de I'ammoniac résiduel

On peut procéder par dosage direct ou par dosage en retour.

e Dosage direct

L'ammoniac est recueilli dans une solution d'acide borique (H3B03). L'acide borique est un acide faible qui ne réagit pas
avec lI'ammoniac, il sert simplement de piege a ammoniac. (Il doit étre en exces par rapport & I'ammoniac).

L'ammoniac ainsi piégé est neutralisé au fur et a mesure de son arrivée par une solution étalonnée d'acide fort (HCl ou
H,SO,) en présence d'un indicateur coloré : l'indicateur de Tashiro ou indicateur RB (mélange de rouge de méthyle et
de bleu de méthyléne) amené au préalable a sa teinte sensible (gris sale). Ona:

NHz; + H . NH,"

Lorsque l'ammoniac arrive dans l'acide borique, il alcalinise le milieu qui vire au vert, on verse alors la solution
étalonnée d’acide fort pour ramener l'indicateur a sa teinte sensible.

e Dosage indirect

L'ammoniac est recueilli dans un volume connu et en exces d'une solution étalon d'acide fort (HCI ou H,S0,). L'exces
d'acide est ensuite dosé a l'aide d'une solution étalonnée de base forte, en présence d'un indicateur coloré. On a:

NH; + H* —pNH,* puis H'+OH —H,0
Valeurs limites des parametres de rejets atmosphériques
1.Normes algériennes

Décret exécutif N°06 — 138 du 15 avril 2006 réglementant I’émission dans ’atmosphére de gaz, fumées, vapeurs,
particules liquides ou solides, ainsi que les conditions dans lesquelles s'exerce leur contrdle.
Tableau 22 : Normes algériennes des rejets atmosphériques (U.E.F,2010)

Tolérances

N° | Paramétres Unité Valeurs limites aux vale_u rs limites anciennes
installations

1 Poussiéres totales mg/Nm® 50 100

2 Oxydes de soufre (exprime en dioxyde de " 300 500

soufre)
3 Oxydes d’azote (exprimé en dioxyde d’azote) |" 300 500
4 Protoxyde d’azote " 300 500
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Chlorure d’hydrogene et autres composés
inorganiques gazeux du chlore (exprimé en
HCL).

" 50 100

Fluor et composés inorganiques du fluor (gaz, |.

vésicule et particules), (exprimés en HF) 10 20

Composés organiques volatiles (Rejet total de
composés organiques volatils a ’exclusiondu | " 150 200
méthane)

Métaux et composés de métaux (gazeux et "
particulaires)

Rejets de Cadmium, mercure et thallium, et de |,,

. 0,25 0,5
leurs composés

Rejets d’arsenic, sélénium et tellure, et de leurs
Ccomposés autres que ceux visés parmi les
rejets de substances cancérigenes

Rejets d’antimoine, chrome, cobalt, cuivre,
étain, manganése, nickel, vanadium et zinc, et |,
de leurs composés autres que ceux visés parmi
les rejets de substances cancérigenes

12

Phosphine, phosgéne

13

Acide cyanhydrique exprimé en HCN, Brome
et composeés inorganiques gazeux du chrome | ,,
exprimés en HBr, Chlore exprimé en HCI,

Hydrogene sulfuré

10

14

Ammoniac

" 50

100

15

Amiante

" 0,1

0,5

16

Autres fibres que I'amiante

" 1

50

1.1.Tolérances a certaines valeurs limites des parameétres de rejets atmosphériques selon les catégories

d'industries

Le décret exécutif N° 06-02 du 7 janvier 2006 indique dans son article 6, les valeurs limites ainsi que les objectifs de

qualité de I’air fixés comme suit:

Tableau 23 . Valeurs limites et objectifs de qualité de I’air (U.E.F,2010)

Polluant Obijectif de qualité Valeur limite
micro grammes/ Nm3 micro grammes/ Nm3

Dioxyde d’azote 135 200

Dioxyde de soufre 150 350

Ozone 110 200

Particules fines en suspension 50 80

Tableau 24. Seuils d’information et d’alerte (U.E.F,2010)

Polluant Seuil d’information Seuil d’alerte
micro grammes/ Nm® micro grammes/ Nm®

Dioxyde d’azote 400 600

Dioxyde de soufre 350 600

Ozone 180 360
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Tableau 25. Directives sur la qualité de I’air ambiant (ug/ms) (U.E.F,2010

Polluant Période de Directive de la Directive de
Moyennage Banque Mondiale I’organisation
/ générales IFC @ Mondiale de la Santé
Dioxyde d’azote 1 heure - 200
(NO,) 24 heures 150 -
1lan - 40
Dioxyde de soufre 10 minutes - 500
(SO,) 24 heures 125 125
1lan 50 50
Particules (PMyy) 24 heures - -
1an - -
Total de particules 24 heures 70 -
en suspension lan 50 -
(TSP)
Oxyde de carbone 15 minutes - 100 000
(CO) 30 minutes - 60 000
1 heure - 30 000
8 heures - 10 000

(@) Banque Mondiale, Pollution Prévention and Abatement Handbook (General Environmental Guidelines),

1998 - Manuel de Pollution, prévention et réduction (directives générales en matiére d’environnement) - .

(b)  Organisation Mondiale de la Santé, Directives de qualité de 1’air 1999

2. Normes de dioxyde de soufre (SO,)

Tableau 26. Normes Européennes (Masclet, 2005).

Valeurs limites Objectifs de | Seuil de | Seuils d’alerte Valeurs limites
qualité recommandation pour les
et d’information écosystémes
du public
En moyenne | En moyenne | En moyenne horaire | En moyenne horaire | En moyenne
annuelle annuelle annuelle
Pour les
ecosystemes 350pg/m3 500pg/m? & ne pas
50ug/m3 dépasser 3 heures | 20pg/ms3 et
20pg/m3 consécutives 20pg/ms en
moyenne sur la
période du 1 er
Octobre -31Mars.
En moyenne | En moyenne
journaliére : horaire :
125ug/m3 a ne pas | 150ug/ms3 en 2005
dépasser 0.8 % du
temps
En moyenne
horaire :
410ug/m?3 a ne pas
dépasser plus de
0.3% du temps.
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Tableau 27. Normes proposés par ’OMS (Masclet, 2005).

Indicateur de | Unité 10a15min lheure 8heures 24heures Année
pollution

SO, pg/m? 500 350 25 50
NO, pg/m? 400 150
CO pg/m? 100 30 10

Pb pg/ms 0.5-1
O3 pg/m3 150 a 200 1002120

Tableau 28. Normes suisses (Masclet, 2005).

Valeurs limites d’émissions pg/m?

Définitions statistiques

30 (13pph) Moyenne annuelle

100 (44) 95% des moyennes semi-horaires d’une année doivent
lui étre inférieur.

100 (44) La moyenne par 24heures, ne doit en aucun cas étre

dépassé peu d’une fois/année

Concentrations ambiantes et normes de pollution

Pour les polluants réglementés, les concentrations atmosphériques moyennes sont les suivantes (Tbleau 25):

Tableau 29. Concentrat

ions ambiantes (Masclet, 2005).

CcOMposé Zone rurale urbaine Episode de pollution

Co 200ppb 1000 5000

SO, 1-3ppb 20 500

NO, 1-3ppb 20 300

Os 10ppb 100 200

Ccov 70ppb 100 1000

Particules 5ug.m?3 variable 1500
Tableau 30. Normes U.S.A (Masclet, 2005).

Composé Norme USA

Cco 9ppm en 8h ou 35ppm en 1h

SO, 30ppb annuel ou 150ppb en 24h

O; 120ppb en 1h

NO, 50ppb annuel

NMHC 250ppb de 6h & 9h du matin

TSP (total suspend particles)

50 pg.m3annuel 0u250pg.m3sur24h

Tableau 31.Normes francaises de pollution (Masclet, 2005).

Composé Norme classique Objectif de qualité
03 180pg.m3®  sur 1h 110pg.m?3 sur 8h
NOX 200pg.m®  sur 1h 135pg.m3 sur 1h
SO2 300pg.m?® sur 1h 100pg.m? sur 24h
PM10 55pg.m3  sur 24h 30 pg.m?3 sur lan
Hydrocarbures totaux 70pg.m3

Tableau 32 : Seuils d’informations gradués (Masclet, 2005).

Alerte SO, NO; O3
1-Information des services 200 pg.m? 200 130
administratifs et techniques.

2-information de la 350 300 180
population 600 400 360
3-alerte de la population

Tableau 33. Recommandations d

es polluants secondaires (Masclet, 2005).

Composé Concentrations en ppb
HNO3 0.02-50

PAN 0.05-70

HO NO 0.03-10

N 205 15

NH3 0.02-100

H CHO 0.5-75

H COOH 20

CH;OH 40
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Rejets atmosphériques de Fertial durant les années 2008 et 2009

e  Ammoniac Résiduel
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Figure 98. Moyennes d’Ammoniac Résiduel de l’unité NPK pendant ’année 2008.

Figure 99. Moyennes d’Ammoniac Résiduel de l’unité NPK pendant ’année 2009.
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e Poussieres

Figure 100. Moyennes des rejets de poussiéres de I’unité NPK pendant I’année 2008.
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Figure 101. Moyennes des rejets de poussiéres de I’unité NPK pendant ’année 2009.
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Figure 102. Moyennes des rejets de NOx de ’unité Ammoniac pendant I’année 2008.
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Figure 103. Moyennes des rejets de NOx de I’unité Ammoniac pendant I’année 2009.
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