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Résumé

Deux cultivars de tomate Solanum lycopersicum. L Rechaiga Il et tomate De Colgar,
ont été exposés a des concentrations d’O3 différentes (50, 80 et 100 ppb), dans une chambre
de fumigation, afin d'évaluer leurs sensibilités et de Vérifier quelques parametres
physiologiques. Les plantes du cultivar Rechaiga Il sont apparu particuliérement sensibles a
I'O3 a un stade précoce de la croissance. Des réponses typiques des taches chlorotiques dans
les 24 heures apres I'exposition & une seule impulsion de 50 ppb pendant 4 h, pour une durée
de 7 jours ont été enregistrées. Suivi d’une fumigation du peuplier Populus nigra. L, avec une
dose 30 ppb pendant environ un mois dans chambre a ciel ouvert (Open Top Chamber
« OTC »).

Les parametres physiologiques enquétés (conductance stomatiques, 1’intégrité membranaires,
la teneur en chlorophylle a, b, totale, caroténoides et en sucres solubles), ont subis des

altérations suite a I’exposition dans les deux cas (tomate et peuplier).

La tomate Rechaiga II s’est avérée sensible a 1’ozone, tandis que la tomate De Colgar a resté

asymptomatique (résistante) toute au long de I’expérience.

le peuplier, quant a lui aussi s’est avéré sensible envers 1’ozone, ou la sensibilité se manifesta

par ’apparition des taches nécrotiques et des dommages au niveau physiologique.

Mots clés

L’0zone, chambres de fumigation, Solanum lycopersicum. L, Populus nigra. L, nécroses,

parameétres physiologiques.



Summury

Two cultivars of tomato Solanum lycopersicum. L Rechaiga Il and De Colgar tomato,
were exposed to different concentrations of O3 (50, 80 and 100 ppb) in a fumigation chamber
to assess their sensitivities and check some physiological parameters. The plants of the
cultivar Rechaiga Il appeared particularly sensitive to O3 at an early stage of growth. Typical
responses of chlorotic spots within 24 hours after exposure to a single pulse of 50 ppb for 4
hours, for a period of 7 days were recorded. Followed by Poplar fumigation Populus nigra. L,

with a dose 30 ppb for about a month in Open Top Chamber "OTC".

Physiological parameters (stomatal conductance, the membrane integrity, chlorophyll a, b,
total, carotenoids and soluble sugars), have suffered alterations due to exposure in both cases

(tomato and poplar).

The Rechaiga Il tomato proved to be sensitive to ozone, while the tomato De Colgar has

remained asymptomatic (resistant) throughout the whole experiment.

Poplar, has also proved to be sensitive to ozone, the sensitivity manifested by the appearance

of necrotic spots and damages on the physiological level.

Keywords

Ozone, fumigation chambers, Solanum lycopersicum. L, Populus nigra. L, necrosis,

physiological parameters.
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Introduction
genérale



L'Ozone (O3) est le plus important polluant atmosphérique phytotoxique dans de
nombreuses parties du monde (Ashmore, 2005; Van Dingenen et al, 2009), et est estimé a 2-
3 milliards de dollars par an en pertes de récoltes dans I’'USA (Lorenzini et Saitanis, 2003) et
14-26 milliards de dollars dans le monde entier (Van Dingenen et al, 2009). Méme avec la
mise en oeuvre de la législation pour contréler les émissions de ses précurseurs, les
concentrations ambiantes augmentent dans une grande partie du monde au cours du présent

siecle (Royal Society, 2008).

GIEC (2007) prédit que les concentrations ambiantes peuvent augmenter de 20-25%
entre 2015 et 2050, et encore de 40-60% en 2100. En conséquence, il est prévu que la
pollution par 1’0Os peut présenter une aussi grande menace pour la sécurité alimentaire
mondiale comme le changement climatique en 2030. (Royal Society, 2008). D’autres part, les
forets a leur todr ne sont pas epargnées, 1’effet deletere de 1’03 a été signalé par (Moura et al,
2014).

Les effets phytotoxiques de 1’Os ont été étudiés depuis plus de 50 ans (Elagoz et
Manning, 2005), et il est bien établi que I'exposition chronique a des concentrations élevées
peut provoquer une chlorose, bronze pointillé et une nécrose des feuilles (Manning et al,
2002) , de réduire la photosynthéese , la croissance et le rendement grainier dans un large
éventail de cultures et des espéces dans les ( semi- ) communautés naturelles ( Hayes et al,
2007; Mills et al, 2007; Booker et al, 2009 ; Guidi et al, 2009 ;.Singh et al, 2009 ; Cascio

et al, 2010) et induire la sénescence prématurée ( Tonneijck et al, 2004).

La nature et la gravité des réactions a 1'0Os durant la croissance végétative sont affectés a la
fois par des facteurs extrinseques, comme le moment et la durée de I'exposition et les
conditions environnementales qui influencent le flux d’Os, et la variation intrinséque de la
sensibilité des espéces individuelles ou de génotypes. L'impact de 1’03 est influencé par une
séric de mécanismes d’acclimatation, de réparation et de compensation opérant au niveau
végétatif (Ashmore et al, 200 ; Matyssek et al, 2004; Fiscus et al, 2005 ; Black et al, 2007;
Betzelberger et al, 2010).

Les effets sur la végétation apparaissent sous la forme de conséquences visibles sur les
feuilles de, par exemple le tabac, les haricots, les diverses especes de tréfle (Manes et al,
2003; Crous et al, 2006), la pasteque (Gimeno et al, 1999 ; Benton et al, 2000; Fumagalli
et al, 2001), et les épinards (Calatayud et al, 2004).



Les feuilles peuvent présenter des pointillés, ou la pigmentation sur les surfaces foliaires
adaxiales (supérieur) (EPA, 1996; Pleijel, 2000). Les feuilles peuvent aussi vieillir
prématurément en raison de l'exposition a 1'Ozone, comme dans le cas du blé et d'autres
especes de céréales (Machler et al, 1995; Pleijel, 2000). Il peut aussi y avoir des effets

physiologiques qui se manifestent comme la photosynthese réduite sans aucun signe extérieur

de dégats (Pleijel, 2000). L'Ozone réduit les rendements dans les cultures comme les carottes
(Bennett et Oshima, 1976), et les tomates (Aguayo et al, 2006).

L'impact de I'ozone sur la végétation est souvent étudié avec les systemes de chambre
de fumigation, dans lequelles les plantes ou parties d'eux sont fumigéss avec des niveaux
d'ozone enrichis (Loreto et Velikova 2001). Ces systemes permettent de détecter la réponse
des plantes aux expositions aigués, deux cultures de tomate sont fumiguées ainsi avec de

faibles doses d’ozone et dans une durée relativement courte.

Les systemes de fumigation a courte durée peuvent parfois ne pas étre pratique pour
déterminer l'impact des expositions chroniques. En outre, I'ozone réagit rapidement avec
d'autres especes chimiques et on ne sait pas si ses effets négatifs peuvent étre exercés a des
distances a partir du site de la pollution aigué. Dans ce travail, un deuxieme systéeme de
fumiguation a été créé pour permettre aux fumigations a long terme avec des niveaux faibles

d'ozone sur les jeunes arbres du peuplier complétement

En effet, notre étude se subdivise en deux parties, la premiére vise a étudier 1’effet

d’une exposition aigue de 1’Ozone troposphérique sur deux cultivars de tomate :
1. Quels effets aura-t-il sur les feuilles ?

2. Quels sont les manifestations des réponses des plantes vis-a-vis de 1’Ozone ?
3. Quels dommages pourra-t-il produire au plan physiologique ?

La deuxiéme parties, vise a étudier les effets d’une exposition chronique des arbres du
peuplier, differents niveaux d’investigation sont etablis: physiologique, anatomique et

biochimique.

Pour répondre a ces questions nous avons structuré le travail comme suit : un chapitre
qui englobe des connaissances générales sur la pollution atmosphérique (chapitre 01), Ensuite
un autre qui contient un apergu sur 1’Ozone troposphérique (chapitre 02), ainsi que sur les

especes etudiées : la tomate et le peuplier (chapitre 03), afin d’entamer le chapitre 04 qui



comprend I’ensemble du matériel et méthodes utilisées, pour qu’on puisse enfin, avoir une

meilleure analyse et interprétations des résultats (chapitre 05).

Une conclusion, qui récapitule les résultats obtenus ainsi que d’importantes recommandations,
sont faites.
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CHAPITRE 1

Généralites sur la pollution
atmospherique



1. L’atmospheére :

L'atmospheére terrestre est composee de différentes couches superposées, depuis le
sol, Nous distinguons notamment la troposphere, la stratosphere, la mésosphére, suivi de la
thermospheére (figure 1) (Sportisse, 2008).

La troposphere est la basse couche atmosphérique ou la vie a pu s’épanouir de fagon
permanente pour les altitudes inférieures a 8 km au dessus des pdles 18 km au dessus de

I’équateur.

La stratosphére jusqu'a 50 km, la température est d’abord constante puis croit jusqu'a environ
270 °k, ’ozone (O3) et 'oxygene moléculaire (O;) forment la couche d’ozone qui du fait

absorbe les rayons solaire ultraviolets (UV).
La mésospheére jusqu'a 85-90 km (le point le plus froid de I’atmosphére).

La thermosphére appelée également 1’ionosphére (environ 150 km I’altitude).

COUPE DE L"ATMOSPHERE

Figure 1 : structure de I’atmosphere (Webmaster 01).



2. Définition de la pollution atmosphérique :

La pollution est une modification défavorable du milieu naturel qui apparait en
totalité ou en partie comme un sous-produit de I'action humaine, au travers d'effets directs ou
indirects altérant les criteres de répartition des flux de I'énergie, des niveaux de radiation, de
la constitution physico-chimique du milieu naturel et de I'abondance des espéces vivantes.
Ces modifications peuvent affecter I'nomme directement ou au travers des ressources
agricoles, en eau et autres produits biologiques. Elles peuvent aussi I'affecter en altérant les
objets physiques qu'il posséde, les possibilités récréatives du milieu ou encore en enlaidissant
la nature (Ramade, 2007).

3. Sources de pollution atmosphériques :

L'air est un mélange inodore et incolore de plusieurs gaz de composition constante a
I'état pur, 78% de diazote (N>), 21% de dioxygeéne (O,), 1% d'argon(Ar), 0.04 de dioxyde de
carbon (CO,) ainsi que de gaz rares. Nous inhalons 12 000 a 15 000 L d‘air par jour, cet air
contient également des polluants de divers origines (naturelle ou anthropique) et pouvant

présenter des risques a plus ou moins longue durée pour la santé humaine et I’environnement.
a. Sources naturelles :

La pollution atmosphérique peut avoir une origine naturelle : éruption volcanique,

incendies spontanés, zones de marais. ..

Les feux des foréts, des cultures ou des prairies contribuent a des émissions importantes de
noyaux de condensation, d'imbrdlés et de gaz. Les volcans émettent des gaz comme le
dioxyde de soufre et de I'nydrogéne sulfureux, et des particules des cendres en grandes

quantités dont les nuages peuvent parcourir des distances considérables.

Les embruns marins sont constitués par des aérosols renfermant des cristaux de sels qui

peuvent entrainer une pollution.

Les végétaux sont a leur tour a l'origine d'une pollution par les pollens, les spores et les
champignons. L'homme et les animaux rejettent des quantités importantes de dioxyde de

carbone et sont a l'origine d'une pollution microbienne.

L'Ozone est formé naturellement a haute altitude a partir de réaction photochimique
impliquant I'oxygéne de l'air, ainsi une fois transporté dans les zones rurales par le vent,

I'Ozone se forme en grande quantité lorsque l'insolation est tres élevée (Day, 1999).



b. Sources anthropiques :

Depuis la révolution industrielle la pollution de notre environnement ne cesse a
augmenter, ce-ci est du a l'activité humaine pour répondre aux besoins. La circulation
automobile, les installations industrielles (activités métallurgiques, chimie, pétrochimie...),
les combustions (chauffage, combustion fossile pour la production d'énergie), ainsi que
I'agriculture moderne et ces moyens (fertilisants, pesticides...) contribuent a une élévation

importante du seuil de pollution atmosphérique.
4. Les principaux polluants :

Nous distinguons différents types de polluants : primaires qui sont émis directement
par les sources de pollution et les polluants secondaires qui ne sont pas émis, mais qui
résultent de la transformation physico-chimique des polluants primaires au cours de leur
séjour dans lI'atmosphére (OFEV, 2008).

4.1. Les oxydes d’azote (NOX) :

Notés par le sigle NOx, regroupent : le monoxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote
(NOy), n’oublions pas le pyroxyde d’azote (N,O). Les oxydes d’azotes résultent de la
combustion a haute température et a haute pression (combustibles fossiles, déchets, émission
des installations de combustion et des moteurs thermiques, combustion de carburants y
compris les moteurs automobiles, diesel en particulier émettent 2 a 3 fois de plus que les

moteurs a essence). Ils sont des précurseurs de 1’Ozone (Massey, 1999).
4.2. Les oxydes de soufre :

Ils sont considérés comme des polluants majeurs de I'atmosphére et en particulier le
dioxyde de soufre (SO,;) ou Anhydride sulfureux. Le SO, est un gaz incolore et
ininflammable, irrite les yeux ainsi que les voies respiratoires lors de son passage, sa
solubilité dans I'eau lui a permis d'étre responsable de dégats catastrophiques par exemple: les
pluies acides, la dégradation du couvert végétale (dépérissement des foréts), acidification des

lacs et méme des sols.

Ce gaz est multi-originaire : les grandes installations de combustion, les raffineries et
dans une moindre mesure, la chimie, la métallurgie, la sidérurgie, les verreries, les papeteries

et les sucreries...etc. (Jacubowiez, 2000).



4. 3. Le monoxyde de carbone(CO) :

Le monoxyde de carbone est un gaz incolore, inodore et toxique. Il est produit par
diverses sources biotiques et abiotiques : volcanismes, oxydation des terpénes végétaux,
combustion incomplete de la matiere fossile (charbon) et dans les moteurs a combustion
interne (moteurs a essence). Des travaux récents ont montre que les océans en produisant 40
millions de tonnes de CO par an constituent une source naturelle moins importante qu'il ne

I'avait préalablement été estime (Zafiriou et al, 2003) in (Ramade, 2007).
4.4. Les composés organiques volatils (COV) :

D'aprés I'EPA (2006) (Envirement Protection Agency) : nous appelons composé
organique volatil COV tout composé organique qui une fois libéré dans I'atmosphere peut y

demeurer un temps suffisamment long pour participer a des réactions photochimiques.
a. Les grandes familles des composes organiques volatils :
Parmi les composés organiques volatils, on peut distinguer différentes familles:
- les alcanes (saturés, abondants, par exemple propane, butane),
- les alcénes (liaison doubles, trés réactifs par exemple éthyléne, propylene),
- les hydrocarbures halogénés (1, 1,1 trichloroéthane, tétrachloéthane),
- les dienes et les terpénes (multiples doubles liaisons)
- les composés oxygénés (aldéhydes, cétones, esters, alcool...etc.) (PRQA, 2004).
b. Les composés organiques non méthaniques (COV NM) :

Il est fréquent de distinguer séparément le méthane (CH,) qui est un COV particulier,
naturellement présent dans l'air des autres COV pour lesquels on emploie la notation
COVNM.

4.5. Le benzene (CgHs) :

Le benzéne est un liquide inflammable et toxique apatrié de la famille des
hydrocarbures aromatiques chimiquement stable et peu soluble dans I’eau. C'est un solvant
utilisé pour le dégraissage, la préparation des vernis, I'industrie des matieres colorantes, des
parfums. Cette substance se distingue pour I'espéce humaine par ses grandes toxicités pour les
cellules sanguines et les organes qui les produisent (moelle osseuse), le benzolisme,
I’affection qui préoccupe le plus tant au niveau professionnel qu'environnemental est la

survenue de cancers du sang liés a I'exposition répétée a des concentrations de benzéne de
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quelques ppm pendant plusieurs dizaines d'années, celui-ci provoque certaines leucémies
myéloides (INRS, 2007).

4.6. Les hydrocarbures :

1. Les hydrocarbures aromatiques monocycliques (HAM) : benzéne, toluéne, Xxyléne,

¢thylbenzene...

2. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) : constituent un groupe particulier en
raison de leurs caractéristiques chimiques et toxicologiques (cancérigénes), citons par

exemple I: naphtaléne, phénanthréne, le Benzo(a)Pyréne est le plus étudié.

Ils proviennent des processus de pyrolyse de la combustion incomplete de la matiere
organique, mais aussi du chauffage (charbon principalement au bois ou au fuel domestique),
les véhicules automobiles, la production de coke.

4.7. Les particules en suspension (Ps) :

Egalement connues sous le nom de particules ou fumées noires, le terme désigne en
général la fraction des composants liquides ou solides en suspension dans les milieux gazeux.

La granulométrie des Ps fait I'objet de leur classification :

PM 10 : masse des particules dont le diametre aérodynamique est inférieur a 10 pm

PM 2.5 : masse des particules dont le diametre aérodynamique est inférieur a 2.5 um

PM 1.0 : masse des particules dont le diamétre aérodynamique est inférieur a 1 pm
Ultrafines : particules dont le diametre aérodynamique est inférieur a 0.1 um
Nanoparticules : particules dont le diametre aérodynamique est inférieur a 0.05 ou 0.03 pm

Selon Tomasevic et al. (2005) : les particules PM 10 te PM 2.5 sont des particules
minuscules de solide composées d'un ou plusieurs produits chimiques et avec beaucoup de

sources. La combustion est une source importante des particules les plus minuscules.
4.8. Les métaux lourds :

On appelle en général métaux lourds les éléments métalliques naturels, caractérisés par une

masse volumique élevée, supérieure & 5 grammes par cm?®,

Les principaux métaux lourds sont : larsenic(As), le cadmium(Cd), le chrome(Cr), le
cuivre(Cu), le nickel(Ni), le plomb(Pb) et le zinc(Zn), prevenant de la combustion de charbon,

pétrole, ordures ménageéres et de certains procédés industriels (Micquel, 2001).



5. Les échelles spatiales de pollution
1. Echelle locale ou pollution de proximité

Cette pollution provient des sources d'émission de gaz et des effets directs du chauffage
individuel, des fumées des usines et de trafic routier. C'est-a-dire qu'elle est produite au

voisinage des sources de rejets (rue, quartier, ville et donc une distance de 10 m a10 km)

L'impact de cette Pollution touche les populations directement a court terme, comme a long
terme pour certaines pathologies (Kim et Maude, 2002).

2. Echelle régionale

Pollution a longue distance (environ 100 km), concerne les zones distantes de
quelques dizaines a quelques centaines de kilometres de source de pollution relativement aux
phénomenes physico-chimiques complexes et variés qui interviennent. Deux phénomeénes
secondaires apparaissent lors de cette pollution : les pluies acides et la pollution

photochimique.

e Les pluies acides : ont un fort impact dans le dépérissement des foréts, des lacs et
I'acidification des sols. Des zones étendues et éloignées sont concernées en raison des
transformations physico-chimiques et des conditions climatiques (Hcl, H,SO,4) et (HNO3) sont

issues des émissions des (SO») et (NOy) respectivement.

e La pollution photochimique : qui désigne les mécanismes a la rupture naturelle de formation
et de destruction de 1'Ozone troposphérique ( a basse altitude ) et a l'augmentation de sa

concentration dans l'air (Kim et Maude, 2002).
2. Echelle globale ou pollution planétaire

Les couloirs de circulations planétaires (vents et courants marins) permettent aux polluants
dont les plus stables chimiquement d'agir sur l'ensemble de la planéte : réduction de
I'épaisseur de la couche d'Ozone, l'augmentation de l'effet de serre et la provocation des

changements climatiques importants.

La diminution de I'épaisseur de la couche d'Ozone (trou d'Ozone) dans la stratosphére : ce ci
est d0 aux molécules de chlore libéré des CFC1 et des HCFC2 sachons qu'une molécule de

chlore peut détruire jusqu'a 10 000 molécules d'Ozone.



HCFC : hydro chlorofluorocarbone (gaz utilises pour créer le froid dans les réfrigérateurs

ainsi que dans certains aérosols) dérive dans I'atmospheére et réagit avec les rayons solaires

pour libérer du chlore qui détruit I'Ozone. Une diminution de 1% de la couche d'Ozone

pourrait entrainer une augmentation de 2% des cancers de la peau (Kim et Maude, 2002).

Tableau N°1 : les sources principales de pollution atmosphérique a différentes échelles.
Projet de PRQA en Alsace (2004).

Origines Principaux Problémes rencontres Portée
Echelle polluants dans le
concernés temps
Pollution Pollution industrielle, Minutes
Locale Echappement automobile NO, NO2, CO, automobile, domestique | ou Heures
< ;500 m | lors de circulation intense COV, imbrilés, ou agricole de proximité
Panache de fumée poussiéres
industrielle SO2, métaux
Incinération sauvage lourds
COV, imbrilés
Pollution Pollutions urbaines de Heures ou
Urbaine Résultante des pollutions NO, NO2, CO, fond jours
<;10Km | précédentes a I'échelle de COV, imbriilés,
grandes agglomérations poussiéres
Transformation
photochimique de la 03, PAN
pollution automobile
d'origine urbaine
Pollution Pollution photochimique Jours
Régionale | Transformation chimique 03
< ;1000 | ettransport de la pollution Pluie acide
km Transport de pollution a S0O2, NO, NO2,
longue distance radioelement’s
Pollution Amincissement de la Années
Planétaire Migration de polluants CFC, N20, couche d'Ozone
vers la stratosphere HCFC
Augmentation des gaz a Accroissement de I'effet
effets de serre CO2, CH4, N20, de serre
CFC, 02, HCFC,
HFC, PFC, SF6
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6. L’impact de la pollution atmosphérique
1. L’impact sanitaire

Les effets de la pollution atmosphérique sur la santé peuvent se repartir

schématiquement en deux groupes :

A court terme : définis comme des manifestations cliniques, fonctionnelles ou biologiques
survenant dans des délais brefs (quelques heures, quelques jours, ou semaines) suite aux

variations journaliéres des niveaux ambiants de pollution atmosphérique.

A long terme : des affections aux pathologies survenant apres une exposition chronique
(plusieurs mois ou années) les études épidémiologiques visant a étudier ces effets différés sont

difficiles a mettre en ceuvre car elles nécessitent le suivi de large population sur de longues

périodes. (Filleul, 2001).
La population sensible

Plusieurs facteurs influencent la vulnérabilité d’une personne a la pollution de I’air,
notamment :
v le type de polluant atmosphérique auquel la personne est exposée dans son milieu de vie ;
Ve degré d'exposition aux polluants
v I'état de santé, 1’age, les prédispositions génétiques et les habitudes de vie de la personne

(par exemple, le tabagisme).

Bien que personne ne soit a l'abri des effets de la pollution atmosphérique sur la santé,
certaines personnes pourraient y étre plus sensibles et plus a risque. Il s’agit
a) Des personnes agées : les personnes agées qui sont plus sensibles en raison de
vieillissement des tissus respiratoires et de pathologies plus fréquent associées ainsi que d’une
diminution des défenses respiratoires, les personnes souffrant de pathologies chroniques (par

exemple maladies allergiques et asthmatiques ou maladies cardio-vasculaire) (Filleul, 2001).

b) Les sportifs : En plein air ou qui travaillent a I’extérieur de fagon réguliére, surtout si
les niveaux de contaminants sont éleveés a un moment précis ou dans leur milieu de vie (a
proximité de sources de polluants, telles que le trafic routier, les zones industrielles, etc.).
L’activité sportive accroit la ventilation alvéolaire, lors de ’activité physique les personnes
pratiquants une activité sportive seront soumises a une exposition plus importante. (SRCAE,
2011).

11



2. Impact sur ’environnement

Les polluants atmosphériques peuvent affecter les plantes et les écosystemes a

différents niveaux dans leur fonctionnement, on distinguera :

e Les effets directs : induits par une absorption du polluant par la plante ou un depét a sa

surface.

e Les effets indirects : dus & une modification du milieu dans lequel la plante se

développe : sol ou atmosphere

Principalement il y a trois catégories de polluants atmosphériques qui créent des impacts sur
les écosystémes ; les aérosols, les dépdts atmosphériques, 1’Ozone. Les impacts des particules
sont multiformes, ils commencent par une modification quantitative et qualitative du
rayonnement qui peut, dans certaines régions modifier sensiblement la photosynthese, donc la

production végétale et 1’évapotranspiration.

D’autres effets passent par une modification de la pluviométrie a I’échelle régionale par la
multiplication des régimes de circulation. Les dépdts atmosphériques constituent un apport de
nutriments trés significatif pour de nombreux écosysteme, en particulier les foréts, ils risquent
souvent de modifier profondément les écosystemes et leur fonctionnement, d’une part par des
modifications induites au niveau de sol (acidification) d’autre part en changeant les conditions
de composition entre les espéces végétales et microbiennes et donc la nature méme de
I’écosystéme. L’Ozone peut modifier profondément le fonctionnement de la plante et semble
tout d’abord étre a I’origine de nécroses importantes chez la végétation et il intervient dans le

phénomeéne de dépérissement des forets (facteur aggravant). (SRCAE, 2011).
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CHAPITRE 2

Geénéralités sur 1’0Ozone



L’ozone

C’est le chimiste allemand Christian Friedrich Schonbein qui a mis 1’hypothese que
I’odeur qui suit la foudre, celle qui accompagne 1’électrolyse de 1’eau et celle qu’il sent dans
son laboratoire, provienne d’une méme substance, Schonbein donne a cette substance le nom

d’Ozone de la racine grecque « 0zein » qui signifie exhaler une odeur (Rubin, 2001)
1. définition

L’Ozone est un constituant minoritaire de 1’atmospheére et représente de 0 a 0.07 ppm
(partie par million en volume) selon I’altitude ; Sa molécule est formée de trois atomes
d’oxygene (O), ce gaz incolore est caractérisé par une odeur tres forte acre et un fort pouvoir
oxydant. Il se trouve concentré naturellement a 90 % dans la stratosphére (entre 15 et 35

kilométres d’altitude). Il forme ce qu’on appelle la couche d’Ozone, qui est un filtre naturel

protégeant les écosystemes terrestres des rayons ultraviolets (Rubin, 2001).
2. Formation de couche d’ozone

Au niveau de la stratosphére, I’Ozone ce forme essentiellement dans les zones bien
ensoleillées telle que les zones équatoriales, les vents servent comme vecteur d’Ozone de la
haute atmosphere vers des latitudes plus élevées. La couche d’Ozone est d’ordre d’épaisseur
de 3 mm seulement. Les 10 % restante se répartissent dans la basse atmosphére, a ce niveau
1’Ozone est considéré comme un polluant qui résulte d’une réaction photochimique. Lorsque
I’équilibre n’est pas établi entre la production et destruction d’Ozone ou la destruction est plus
rapide que la production, on assiste a un appauvrissement de la couche, d’ou le trou de la

couche d’Ozone qui n’est en réalité qu’un amincissement (APPA, 2006).
3. La pollution photochimique

Elle est connue dans la littérature sous le nom de smog photochimique, elle provient
de la combinaison des termes anglais smoke et fog. L’appariation des smogs est liée a la

présence de plusieurs facteurs météorologiques. Il est représenté sous deux formes :

- Le smog oxydant comme 1’Ozone et le peroxyacétylnitrate (PAN) dans les régions a climat

méditerranéen a forte insolation.

- Le smog acide comme les pluies acides dans les régions de climat tempéré froid et humide.
(Ramade, 2005).
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4. Processus de formation d’ozone troposphérique

L’Ozone est un polluant secondaire, ¢’est-a-dire non émis directement par les activités
humaines mais résulte de la transformation physico-chimique des polluants primaires ou cours

de leur séjour dans 1’atmosphére (Stéphanie, 2005).

La formation d’Ozone troposphérique ou ce que 1’on appelle les pics d’Ozone répond a des
mécanismes complexes. Cette formation résulte par réaction photochimique, nécessite des
polluants primaires « précurseurs » comme (NOx et COV) d’origine automobile et
industrielle, peuvent provenir de sources biologiques telle que 1’¢levage des ruminants et
céréaliculture, en particulier 1’été associée aux facteurs météorologiques et physiques (fort
ensoleillement, température élevée, faible humidité , absence de vent , phénomeéne d'inversion
de température) de la topographie du relief ( montagne , vallée ) et de la quantité de polluants
présents dans I’air. Ces trois parameétres vont réguler les mécanismes de formation et de

destruction de 1’Ozone (Webmaster 02).

Bien que le processus de formation de 1’Ozone soit complexe, les principaux éléments sont

bien connus et peuvent étre résumés comme suit :
NO, » NO + O R 1)
O+ 0, — O3 (R2)
NO+ 03 > NO;+0; (R3)

Les réactions sont réversibles : la nuit, ’Ozone généré a la lumiére du jour, disparait, mais la
présence d’hydrocarbures dans I’air générent des radicaux péroxy R-O-O qui réagissent avec
NO selon :

NO + R-O-O — NO; + RO (R 4)

La réaction (4) est plus rapide que la réaction (3) qui consomme 1’Ozone, la concentration en
Ozone augmente donc en présence d’hydrocarbures. (EI melki, 2007). Ces réactions
produisent un état d’équilibre photochimique qui s’établirait dans ’atmospheére, la quantité
d’Ozone dépendrait des proportions des gaz (NO, et NO) et de ’intensité du rayonnement
solaire. En effet, I’atmosphére contient toujours des especes chimiques capables d’interférer

avec les réactions présentées comme le montre la figure (2).
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5. Schémas des réactions
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Figure 2: Cycle de I'0zone troposphérique (Jenkin et Clemisthaw, 2000).

Dans une atmospheére polluée, les hydrocarbures en phase gazeuse (RH) connus comme les
composés organiques volatiles (COV) se combinent préférentiellement avec le monoxyde
d’azote (Jenkine et Clemisthaw, 2000). Différents facteurs affectent la dispersion et le séjour

de I’Ozone, ces facteurs sont d’ordre météorologique et d’ordre physique.
6. Influences des facteurs météorologiques
6.1. Le vent

La direction, la vitesse, la turbulence et la stabilité des vents ont des effets sur le
transport, la dilution et la dispersion des polluants, notamment a partir 20km/h. Toutefois, il
peut également amener des masses d’air contenant des polluants en provenance d’autre
source. Lorsqu’il est de faible vitesse, ces phénoménes de transport accompagné

d’accumulation, est courant.

La dispersion des polluants augmente avec la vitesse et la turbulence du vent : en été, un vent
fort permet la dispersion de I'ozone, ce qui améliore la qualité de I'air. Par contre en hiver, un
vent fort peut provoquer un apport d'ozone « naturel ». Lors de vent faible, dont la direction
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est souvent variable, les polluants stagnent ce qui engendre une stabilisation voire une

dégradation de la qualité de I'air par cumul ( Kochanski, 1999)
6.2. Le gradient vertical de température

La température agit sur la chimie des polluants : le froid diminue la volatilité de
certains gaz tandis que la chaleur estivale est favorable a la formation photochimique de
l'ozone :En été, une augmentation de température (2 a 4°C) augmente la formation
d'ozone. En hiver, une diminution de température (2 & 4°C) peut provoquer la formation d'une
couche d'inversion, notamment par temps clair, et dégrader la qualité de I'air par accumulation

des polluants primaires ( Kochanski., 1999)
6.3 Température et rayonnement solaire

Pour comprendre I'influence de 1’ozone la température de I’atmosphére sur la
formation d’ozone troposphérique, il faut examiner plus en détail la réaction O, + O — O3 de
formation de I’ozone. Pour former 1’ozone a partir du dioxygeéne, il faut former une liaison O
O, or la formation de liaison est une réaction exothermique : elle libére de I’énergie dans le
milieu. Cette énergic est égale a 1’énergie de la liaison créée (nous notons la symétrie par
rapport a la réaction de dissociation qui nécessite-t-elle d’apporter au moins 1’énergie de la

liaison pour la briser.)
6.4 L’humidité

L'humidité influence la transformation des polluants primaires émis :
de I'acide sulfurique (H2SO,) se forme a partir du dioxyde de soufre (SO,)
de I'acide nitrique (HNO3) se forme a partir des oxydes d'azote (NOx).
7. Réglementation de I’Ozone

La constitution algérienne a donné une grande importance a la réglementation de la
pollution en générale, 1’Ozone se figure dans la Loi n° 06-02 du 8 Dhou El Hidja 1426
correspondant au 8 janvier 2006 relative a la protection de 1’environnement dans le cadre du
développement durable : la surveillance de la qualité de I’air concerne la substance suivantes
:( Le dioxyde d’azote, le dioxyde de soufre, 1’Ozone, les particules fines) Au sens au présent

décret, il est entendu par :
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La valeur limite

Un niveau maximal de concentration de substances polluantes dans 1’atmosphére, fixé sur la

base de connaissances scientifiques.
Seuil d’information

Un niveau de concentrations de substances polluantes dans 1’atmosphére au-dela de laquelle
une exposition de courte durée a des effets limités et transitoires sur la santé de catégories de
la population particuliérement sensibles.

Seuil d’alerte

Un niveau de concentrations de substances polluantes dans 1’atmospheére au-dela de laquelle
une exposition de courte durée présente un risque pour la santé humaine ou pour

I’environnement. Pour ’Ozone on a :

Valeur limite : 200 microgrammes/Nm?®.
Seuil d’information : 180 microgrammes/Nm®.

Seuil d’alerte : 360 microgrammes/Nm?®,
8. Pimpact de I’0zone
8.1 L’impact sur la santé

L’Ozone est un gaz toxique, trés néfaste pour la santé publique parmi les effets aigus
dus a I’Ozone, on peut mentionner, selon Basha et al (1994) ; Brook et al (2002) ; Hermans
et al (2005) et PPA (2005):

- Des irritations muqueuses qui se manifestent par des picotements du nez, gorge, les yeux et

voies respiratoires et des réactions inflammatoires particulierement chez les enfants :
- Des moindres de performances physiques, et de I’endurance ;
- Modifie la coagulation du sang, et peut conduire a des accidents cardiovasculaire.

- Un inconfort thoracique, d'essoufflement ou encore de douleur a I'inspiration profonde, avec

présence des inflammations respiratoires.
8.2 L’impact sur la végétation

La pollution par I’Ozone est également néfaste a la végétation, lorsque les charges en
Ozone croissent, les dégats visibles apparaissent périodiquement sur les feuilles sous formes

de nécroses perturbant la croissance, la photosynthese et altérant leur résistance (Ashmore,
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2005). La pollution due a 1’Ozone entraine aussi des pertes importantes ; 25% a la production

agricole du blé et de pommes de terre.

L’exposition a 1’Ozone peut toucher la reproduction par I’inhibition de la germination, du

pollen et de croissance de tube pollinique (Pleijel et al, 2007).
8.3 L’impact sur les batis

En tant que leurs propriétés oxydantes les molécules d’Ozone sont responsables de
multiples effets nefastes. Elles peuvent altérer certains matériaux plastiques, caoutchouc,

peinture, matériaux de construction (Massey, 1999).

L'Ozone contribue a la dégradation des pierres, a la dissolution calcaire, noircissement et
corrosion des métaux (APPA, 2004).

8.4 L’impact sur la biodiversité

La diminution de la couche d’ozone s’accompagne d’une augmentation du
rayonnement UV a la surface de la terre. Ce qui constitue une menace grave a la fois pour
I’homme et la biodiversité. Sur le plan paléo-climatique, les organismes terrestres et
aquatiques n’ont pu commencer a se développer que lorsque la couche d’ozone
stratosphérique est devenue assez dense pour constituer un bouclier de protection suffisant
contre les UV et cela il y a un demi-milliard d’années auparavant (dernier dixiéme récent de
I’histoire de la terre). La vie sur terre a €ét€¢ pendant longtemps confinée a I’océan ou il y avait

une protection substantielle contre le rayonnement UV.

L’exposition de plus en plus grande au rayonnement UV va affecter de facon sensible et
négative les écosystémes terrestres et perturber I’équilibre des espéces au sein des

écosystemes (Abdelguerfi, 2003).
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CHAPITRE 3

Géneralités sur les especes
etudiees



1. Latomate
Les solanacées

La famille des solanacées contient environ 3000 especes (90 genres) avec de

morphologie variée : arbres, arbrisseaux, lianes, plantes herbacées vivaces ou annuelles.

Le genre Solanum avec environ 1400 especes, ce genre est le plus riche en especes de la

famille des Solanaceae et 1’un des plus grands des angiospermes. (Bureaux, 1994).
2. Généralités sur la tomate

La tomate est d’origine sauvage américaine, en particulier d’Amérique centrale et Amérique
du Sud (Mexique, Pérou, Equateur et Bolivie) (Kolev, 1976). La tomate est une plante
annuelle de la famille des Solanacées, dont le fruit est une baie. Cette derniére est rouge,
parfois jaune ou orangée, de forme ronde ou plus ou moins allongée, lisse ou creusée de
sillons. Les fruits sont de grosses baies, toujours charnues, tantét lisses, tantdt cotelées, qui
contiennent, noyées dans la pulpe une grande quantité de petites graines blanches, plates,
réniformes, feutrées lorsqu’elles sont séches. (Chaux et Foury, 1994 ; Shankara et al,
2005).

3. Place de la tomate dans le secteur du maraichage

La tomate (Lycopersicum) famille des solanacées, occupe une place privilégiée dans le secteur
maraicher en Algérie. Elle est considérée a juste titre comme une espéce prioritaire comme la

pomme de terre, ’ail et I’oignon

La tomate est cultivée selon deux modes de production a savoir en culture maraichere et en
culture industrielle. La superficie totale réservée est de 32962 Ha représentée par 63,06% pour
la tomate maraichere et 36,93% pour la tomate industrielle. La tomate représente 7,94% de la

superficie totale réservée aux cultures maraicheres et industrielles. (Bureaux, 2011).
4. Variétés fixées ou hybrides

Depuis que les hommes se nourrissent de plantes, ils ont cherché a les améliorer pour faciliter
leur travail et les rendre plus productives. Toutes les tomates (y compris celles que 1’on
appelle « anciennes ») sont issues d croisements et d’améliorations pour donner les variétés

d’aujourd’hui.
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e Les varietés fixees : comme leur nom I’indique, le croisement dont elles sont iSsus a permis

de conserver de maniere stable leurs caractéristiques (vigueur, forme, couleur, gout...)

e Les variétés hybrides F1 : la variété est issue du résultat du croisement de deux variétés de
lignées pures. Cette varieté de premiere genération bénéficie du patrimoine de ces deux

parents. Avec un effet de vigueur supplémentaire.

Les variétés fixées ou les hybrides F1 sont donc toutes deux issues du procédé naturel de

pollinisation des plantes. (Bureaux, 2011)

5. Description botanique du plant de tomate
1. Racine

Forte racine pivotante qui pousse jusqu’a une profondeur de 50 cm ou plus. La racine

principale produit une haute densité de racines latérales et adventices.
2. Tige

Le port de croissance varie entre érigé et prostré. La tige pousse jusqu’a une longueur de 2 a 4

m. La tige est pleine, fortement poilue et glandulaire.
3. Feuillage

Feuilles disposées en spirale, 15 a 50 cm de long et 10 a 30 cm de large. Les folioles sont
ovées a oblongues, couvertes de poils glandulaires. Les grandes folioles sont parfois
pennatifides a la base. L’inflorescence est une cyme formée de 6 a 12 fleurs. Le pétiole

mesure entre 3 et 6 cm.
4. Fleurs

Bisexuées, régulieres et entre 1,5 et 2 cm de diameétre. Elles poussent opposées aux - ou entre
les feuilles. Le tube du calice est court et velu, les sépales sont persistants. En général il y a 6
pétales qui peuvent atteindre une longueur de 1 cm, qui sont jaunes et courbées lorsqu’elles
sont mares. Il y a 6 étamines et les anthéres ont une couleur jaune vif et entourent le style qui
a une extrémité stérile allongée. L ovaire est supere avec entre 2 et 9 carpelles. En général la
plante est autogame, mais la fécondation croisée peut avoir lieu. Les abeilles et les bourdons

sont les principaux pollinisateurs.
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5. Fruit

Baie charnue, de forme globulaire ou aplatie avec un diameétre de 2 a 15 cm. Lorsqu’il n’est
pas encore mdr, le fruit est vert et poilu. La couleur des fruits mdrs varie du jaune au rouge en

passant par 1’orange. En général les fruits sont ronds et réguliers ou cotelés.
6. Graines

Nombreuses, en forme de rein ou de poire. Elles sont poilues, beiges, 3a5 mm de long et 2 a
4 mm de large. L’embryon est enroulé dans 1’albumen.1000 graines pésent

approximativement 2,5 a 3,5 g. (Naika et al, 2005)

6. Cycle de vie de la tomate

D’aprés Gallais et Bannerot (1992), le cycle végétatif complet de la graine a la graine de
tomate varie selon les variétés, 1’époque et les conditions de culture. Mais, il dure
généralement de 3.5 & 4 mois du semis, jusqu’a la derniére récolte (7 a 8 semaines de la graine

ala fleur et 7 2 9 semaines de la fleur au fruit).
Six phases font construire ce cycle et se sont :
a. Lagermination

La germination est le stade de levée qui méne la graine jusqu’a la jeune plante capable de ce

croitre normalement. (Corbineau et Core, 2006)

Elle est épigée chez la tomate, cette derniere exige une température d’environ 20°C et une

humidité relative de 70a 80% (Chaux et Foury, 1994).
b. Lacroissance

Suivant Laumonier (1979), la croissance est I’augmentation de dimension d’un végétal, elle

se déroule en 2 phases et en 2 milieux pour les plants de tomate.

En pépinicre : de la levée, on remarque ’apparition des racines non fonctionnelles et des pré

feuilles.

En plein champs : aprés I’apparition des feuilles a photosynthése intense et des racines
fonctionnelles, les plantes continuent leur croissance. La tige s’épaissit et augmente le nombre

de feuilles.
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c. La floraison

C’est le développement des ébauches florales par transformation du méristeme apicale de

I’état végétatif, a I’état reproducteur.
d. La pollinisation

La pollinisation nécessite 1’intervention des agents extérieurs, le vent ou certains insectes
comme le bourdon qui est capable de faire vibrer les anthéres et de libérer le pollen (Chaux et
Foury, 1994)

e. La fructification et nouaison des fleurs

La nouaison est I’ensemble de gamétogenese, pollinisation, croissance de tube pollinique, la

fécondation des ovules et le développement des fruits «fructification ».
f. La maturation du fruit

La maturation du fruit se caractérise par le grossissement du fruit, changement de couleur du

vert au rouge.

La lumiére intense permet la synthése active de matiere organique qui est transportée
rapidement vers les fruits en croissance, pour cela il faut une température de 18°C la nuit et
27°C le jour (Rey et Costes, 1965).
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2. Le peuplier

Le peuplier noir, (Populus nigra) L. famille des Salicaceae, est une espéce
arborescente. Espece héliophile, le peuplier noir constitue des populations locales en
colonisant les rives et les iles par I’intermédiaire de graines, de boutures de tiges ou de frag-
ments de racines. Le peuplier noir est caractérisé par une grande diversité de types de
population — arbres isolés, petits bosquets ou grands peuplements purs ou mélangés. Le
peuplier noir peut vivre plus de 400 ans.
L’espece est dioique, présentant donc des individus de sexe male ou de sexe femelle. Ils
atteignent le stade de la maturité sexuelle a I’age de 10-15 ans. Environ une a trois semaines
avant le débourrement du bourgeon végétatif au début du printemps (mars-avril). (Lefévre et
al, 2001).

1. Importance et usage :

Le peuplier noir est une espéce d'intérét economique diversement utile aux hommes. Il est
principalement employé dans les programmes d'amélioration génétique de nombreux pays
dans le monde et a été utilisé dans 63 % des cultivars de peuplier, soit comme une espéce pure
ou espece parente de cultivars hybrides. Le peuplier noir forme avec Populus deltoides et
d’autres espéces exotiques des hybrides interspécifiques, conférant une bonne adaptation a
différents types de sols et de conditions climatiques, une bonne capacité d'enracinement, une
résistance élevée au chancre. Le peuplier noir est également d'intérét économique comme es-
péce pure. Il est largement cultivé pour un usage domestique en Europe de I'Est et, grace a sa
plasticité, employé pour la protection des sols et le reboisement de zones polluées par
I'industrie. Le peuplier noir, espéce emblématique des foréts alluviales présente également de
nombreux atouts écologiques. Il domine, avec d'autres membres de la famille des Salicaceae
et Alnusincana, la forét pionniere de bois tendre des plaines inondables de nombreuses

régions tempérées (lefevre et al, 2001).

2. Description
Le peuplier noir atteint 20 a 25 metres de hauteur. Son houppier est ample et découpé.

a. Bourgeon

Les bourgeons du peuplier noir sont petits, glabres, pointus, poisseux et proches du

rameau.
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b. Feuille

La feuille du peuplier noir est simple, alterne, longue de 6 & 10 cm, de forme
triangulaire a losangique. Elle est brillante sur le dessus. Certaines feuilles se terminent par
une pointe.

c. Fruit

Les graines sont duveteuses et sont disséminées entre mai et juin.
d. Fleur

Un arbre est soit male, soit femelle. Les fleurs sont groupées en chatons de 5a 7 cm.

e. Ecorce

L'écorce du peuplier noir est profondément fissurée verticalement.

f. Bois

Le bois du peuplier noir est blanc, pouvant étre coloré de gris-brun au cceur. Il est
particulierement tendre, Iéger, poreux et souvent noueux. Son odeur est désagréable a la
coupe.

3. Répartition
C'est une espece généralement implantée au bord des rivieres. Autrefois, on

rencontrait le peuplier un peu partout dans les vallées. (Villar., 2009)

4. Utilisation

Les bourgeons possedent des qualités médicinales. Autrefois les gourmands étaient
utilisés en vannerie (Villar, 2009).
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PARTIE II
ETUDE EXPERIMENTALE



CHAPITRE 4
Materiel et Methodes



1. Objectif de I’étude

Le bioindicateur le plus largement décrit pour 1’O3 a été le tabac extrémement sensible
(Nicotiana tabacum) cv. Bel-W3 (Heggestad, 1991), qui affiche de reconnaissables et
typiques symptdmes nécrotiques a un seuil de 400 ppb pour une exposition de 4 h (Larsen et
Heck, 1976).

Cette etude, dans un premier volet, vise a caractériser les réponses physiologiques de
deux phénotypes de tomate Solanum lycopersicum, soumis & un stress oxydatif produit par
I’application de trois doses d’Ozone séparément sur une période de sept jours, afin de dévoiler

le potentiel indicateur de sensibilité au sein de cette espece.

Dans le deuxiéme volet, 1’application d’une dose unique et pour une période

relativement importante (un mois) a été testée sur les arbres de Populus nigra.

Plusieurs parametres physiologiques et biochimiques ont été évalués a travers cette étude,

pour servir comme marqueur de résistance ou de sensibilité.

2. Matériel biologique

a. Tomate

La recherche d’un autre bioindicateur de remplacement, une autre espece de
Solanaceae a éteé testé, Lycopersicum pinpinellifolium (Gentile et al, 1971) ; de ce fait, aucun
autre rapport n’a été publié, depuis cette période, sur le niveau et les caractéristiques de la

sensibilité de la tomate.

Le choix du matériel biologique utilisé pour la réalisation de cette étude est porté sur la
tomate Solanum lycopersicum qui est la culture Iégumiére la plus importante, aprés la pomme
de terre en termes de production (FAO, 2005). La littérature a révélé que la tomate est trés

sensible a I’Ozone, aux divers processus physiologiques altérés sous pression d’Ozone (lriti

et al, 2006).

Les especes et les variétés de plantes qui ont été utilisées pour le test d’Ozone sont comme
suit :
e Tomate De Colgar Solanum lycopersicum (L.). (Sensibilité a tester durant le processus

d’expériences).

e Tomate hybride dite locale « Rechaiga I1» Solanum lycopersicum.(L). (Sensibilité a tester au
cours du processus d’expériences).
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Les plantes ont été cultivées a partir de graines dans un mélange standard de substrat composé
de sable, terre et matiere organique a des proportions respectives de 1/1/1. Ce substrat a été
mis dans des pots en plastique de diametre de 23 cm et de hauteur de 21 cm. Les graines ont
été mis dans une étuve a une température de 22°C dans des boites de pétri, contenant du

papier buvard imbibé d’eau pour ’humidité des graines
3. Conduite expérimentale

Les plantules ont été repiquées dans des gobelets en plastique, apres trois jours de la

germination qui contenaient de la tourbe commercialisée.

Les plantes ont été transplantées en pots sous serre. Trois plantes par pots avec 15 répétitions
de chaque variété ont été utilisées ; apres quelques semaines, les plantes ont développées 5 a 6
feuilles composées pennées ; la hauteur est de I’ordre de 15 a 20 cm.

Figure 3 : Transplantation des plantules en pots (cliché : MAAMAR Benchohra,
2013).

Les plantes ont été irriguées quotidiennement et entierement vérifiées. Les seules plantes,

avec des feuilles en bonne santé, ont été sélectionnées pour ces expériences.

La méthode utilisée pour la fumigation des plantes dans ces expériences est, en effet, une

chambre fermée, naturellement éclairée et controlée.

La chambre de fumigation présente les dimensions de 2 m de long 2.5 m de hauteur 2.7 m de
large, avec un espace de 13.5 m® entre la plate-forme de la plante et le toit de la chambre
figure (4).
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Figure 4 : Chambre de fumigation utilisée lors de I’expérimentation (cliché : MAAMAR
Benchohra, 2013).

4.1. Fonctionnement de la chambre de fumigation L’air frais a été admis en laissant la

porte partiellement ouverte.

Trois tours de fumigation ont été réalisés a 50, 80 et 100 ppb pendant 4 heures et durant07
jours sur une période de 21 jours au total. L’Ozone a été produit par un générateur d’Ozone
Ecobox (DBG Group Investisments, LLC, Bristol Va, USA 1). Les concentrations d’Ozone
ont été surveillées en permanence avec un analyseur photochimique (modele : A-21ZX, Eco
Sensors, Inc, Boudry, Switzerland?). Dans les séries d’expériences les plantes en nombre de
douze ont été exposées pendant quatre heures a des concentrations d’O3, a savoir 50, 80, 100
ppb de 08 a 12 h chaque jour pendant 07 jours respectivement, tandis que les non traitées ont

été utilisées comme controle. .

Le générateur d’Ozone Ecobox est un nouveau modele congu pour les études scientifiques. Génére de 1’ozone a partir de

I’aire frais.

2 N . . " A -

L’Eco capteur d'ozone portable modéle A-21ZX fournit un moyen fiable et peu colteux de contrdle de générateurs, vannes,
tuyauteries et des environnements générales pour les fuites d'ozone et pour estimer les niveaux d'ozone. Il peut étre utilisé
comme un moniteur intérieur permanent. Comme il peut étre utilisé en extérieur pour les études de l'ozone dans des

conditions de température modérées
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b. Peuplier

Le choix du matériel biologique utilisé pour la réalisation de cette partie est porté sur
le peuplier noir (Populus nigra), espece trés répandue sur le territoire algérien, fortement
commercialisée et tres hautement utilisée dans les travaux de reboisement. L’espéce est connu
par ca croissance rapide.

La littérature a révélé que le peuplier noir est trés sensible a 1’Ozone, aux divers processus
physiologiques altérés sous pression d’Ozone (Fares et al, 2006 ; Dumont et al, 2013)

Nous avons procuré les plantes du peuplier de la conservation des foréts de Tissemsilet

Figure 5 : Les arbres de Populus nigra (cliche MAAMAR Benchohra, 2015)

Les plantes ont été irriguées quotidiennement et entiérement vérifiées. Les seules plantes,

avec des feuilles en bonne santé, ont été sélectionnées pour cette expérience.

1. Conduite expérimentale

La méthode utilisée pour la fumigation des plantes dans ces expériences est, en effet,
une chambre a ciel ouvert naturellement éclairée et contrdlée. La chambre de fumigation
présente les dimensions de 3 m de long 3 m de hauteur 3 m de large, avec un espace de 27 m*

entre 1’ouverture du toit et la base de la chambre.
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Figure 6 : Chambre a ciel ouvert (cliché MAAMAR Benchohra, 2015)
2. Fonctionnement de la chambre de fumigation

Chambre a ciel ouvert aide a 1’aération, on applique une dose de fumigation de par
30ppb pendant 4 heures et durant un mois au début 1 mai 2016 jusqu'a 28 mai 2016.
L’Ozone a été produit par un générateur d’Ozone Ecobox (DBG Group Investisments, LLC,
Bristol Va, USA. Les concentrations d’Ozone ont été surveillées en permanence avec un

analyseur photochimique (modele : A-21ZX, Eco Sensors, Inc, Boudry, Switzerland).

Figure 7 : Fumigation de plantes (cliché MAAMAR Benchohra, 2015).
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5. Mesures des parametres physiologiques

Différents parameétres qui ont un lien direct avec I’effet de 1’Ozone sur les plantes ont

été mesurés :
5.1. La conductance stomatique

La conductance stomatique a été mesurée a I’aide d’un porométre (AP4DELTA-T
Devices, Cambridge, U.K). Cet appareil regroupe une unité portable permettant le controle et
I’analyse de la conductance stomatique. Les mesures ont été réalisées sur des feuilles atteintes
par I’Ozone et des feuilles seines, durant un temps de 8 a 10 h et sous I’éclairement solaire :

température et humidité ambiante.
5.2. Parametres liés a ’intégrité membranaire

L’intégrité membranaire a été évaluée selon la méthode de Campos et al. (2003), afin
de vérifier la fluidité transmembranaire. Les disques de feuilles fraichement coupées (0,5 cm?)
ont été rincés 3 fois (2 -3 min) avec de I'eau déminéralisée ; ils sont ensuite flottés sur 10 mL
d’eau déminéralisée. La fuite d'électrolyte dans la solution était mesurée apres 22 h de flotter
a une température ambiante, en utilisant un conductimétre (pH-LF 3001-2). La conductivité
totale a été obtenue apreés avoir maintenu les flacons dans un four de 90 ° C pendant 2 h. Les

résultats sont exprimés en pourcentage de la conductivité totale.
6. Parametres liés a la photosynthése
a. Les pigments photosynthétiques

La méthode utilisée est celle de Lichtenthaler et Welburn (1983) modifiée par Porra
(2002). Elle consiste a broyer une portion 100 mg de feuille, dans un mortier en porcelaine
dans 8 ml d’acétone dilué¢ a 80%. Le broyat été filtré dans un tube a essai, en utilisant un
papier Watman 22. Le volume du tube été complété a 10 ml, en ajoutant de I’acétone dilué.
Les absorbances ont été lues au spectrophotomeétre a flamme, & des longueurs d’onde de 470
nm, 645 nm et 663 nm. Les résultats de teneur de Chlorophylle a, Chlorophylle b,
Chlorophylle totale et Caroténoide sont exprimés en mg.g-1 MF. En effet, la quantification de
chlorophylle et le calcul du coefficient d'extinction sont effectués selon la loi de Beer-
Lambert. Les équations de quantification de la chlorophylle totale, la chlorophylle a et b et le
contenu en chlorophylle dans un extrait de I'acétone a 80%, sont calculés suivant les formules
Porra (2002):

Porra (2002) rapporte les équations suivantes dans tamponnée aqueuse a 80% d'acétone:
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Chlorophylle a (ug/ml) = 12.25 (Asse3.6) - 2.55 (Ae46.6) Chlorophylle b (ug/ml) =20.31 (As4s.6)
- 4.91 (Ass3.6). Chlorophylle Totale (ug/ml) = 17.76 (As46.6) + 7.34 (As63.6).

b. Les sucres solubles

Les sucres solubles ont éteé dosés par la méthode de Dubois et al. (1956). La méthode
consiste a prendre 100 mg du matériel végétal dans un tube a essai, 2 ml d’éthanol ajoutée a
80% pour faire ’extraction des sucres, les tubes sont laissé a température ambiante et a
I’obscurité. Aprés 48 heures d’extraction on place les tubes dans un bain marie a 70°C pour
faire évaporer 1’alcool. Apres refroidissement, chaque tube 20 ml est rempli de ’eau distillée.
On prend ensuite 1 ml de la solution dans un autre tube, on ajoute 1 ml de phénol a 5 % puis 5
ml d’acide sulfurique concentré et on agite au vortex pour homogénéiser la solution. On laisse
les tubes au repos pendant 10 mn ensuite on les place une autre fois dans le bain marie
pendant 15 mn sous une température de 30°C. On détermine la longueur d’onde de la solution

a 490 nm puis on convertit les densités optiques selon la courbe d’étalonnage en pg.g-1 MF.
7. Parameétres liés a la balance minérale

Le dosage des ions minéraux Na" et K* a été réalisé selon la méthode décrite par
(Vogel, 1955). Aprés la récolte des plantes, les feuilles ont été enveloppées dans du papier

aluminium et passées dans 1’étuve a 105°C pendant 24 heures.

La poudre végétale finement broyée est homogénéisée puis séchée durant 24 heures a 80°C,
elle est ensuite refroidie dans un dessiccateur pendant 30 min. Une masse de 0.5 g
d’échantillon est déposée dans un creuset en porcelaine et placée dans un four a moufle dont
sa température sera portée graduellement jusqu’a 650°C et puis maintenue pendant 03 heures

jusqu’a I’obtention des cendres blanches.

Les cendres obtenues ont été humectées par 02 ml d’acide nitrique HNOj3 absolue apres le
refroidissement des creusets. Le tout est mis sur une plaque chauffante afin d’évaporer 1’acide
et puis remis dans le four a moufle pendant 01 heure, et pour étre sir que toute la matiére
organique est déminéralisée, 01 ml de 1’acide chlorhydrique concentré HCI 6N est additionné

au contenu de la capsule, ensuite le taux de cendre est déterminé par pesée.

La capsule et le filtre sont rincés a I’cau tiéde, le mélange obtenu est filtré sur un papier filtre
sans cendres (wattman) dans une fiole jaugée de 50 ml et ajuster au trait de jauge avec de
I’eau bi-distillée. Le produit final se préte aux dosages par spectrométrie & flamme des
éléments Na* et K™ et les densités optiques ont été converties selon la masse de 1’échantillon et

le volume de dilution.
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8. Analyse statistique

a. L’étude statistique pour le cas de tomate

Le traitement statistique a été effectué a I’aide du logiciel STATISTICA 8.0 dont les données

obtenues ont été soumises a plusieurs types d’analyse, a savoir :

e Statistiques descriptives des différents résultats lors de la mesure des paramétres

physiologiques

e Tests d’analyse de variance a un seul facteur de classification : Effet dose sur le pourcentage

de nécroses
e Corrélations : parameétres physiologiques — pourcentage de nécrose- doses.
¢ Evolution des parametres physiologiques en fonction de la dose.

b. L’étude statistique pour le cas du peuplier

Etude de la relation pourcentage de nécroses en fonction du temps ;
Comparaison entre les parametres étudiés avec celle du témoin (conductance stomatique,

intégrité membranaire et les parametres liés a la photosynthése) .
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CHAPITRE 5
RESULTATS ET

DISCUSSIONS



1. Cas de la tomate

Les séries d’expériences préliminaires de fumigation ont ét¢ effectuées pour établir la
gamme de concentrations a tester. La concentration la plus faible est de 50 ppb ; celle-ci a été
estimée pendant 4 heures d’exposition a 1’Ozone sur les plants de tomate, et pendant 7 jours.
En effet, cette dose a entrainée de graves blessures sur les feuilles, avec un vaste effondrement
des tissus du mésophylle, visible qu’aprés 24 heures de fumigation pour la variété locale «
Rechaiga Il ». Les feuilles les plus endommagées sont les cinquiémes et sixiémes feuilles de
I’apex. Ces zones lésées sont devenues nécrotiques dans les jours suivants, tandis qu’aucun
effet n’a ét¢ remarqué sur les feuille de I’autre variété tomate de Colgar méme aprés une

semaine. Les résultats sont illustrés dans le tableau N° 2.

Tableau N° 2 : Résultats de trois tours de fumigation par 1’Ozone sur les feuilles de Solanum

lycopersicum (L.)

Variété Concentration Temps apres la fumigation
(ppD)

24 h 48 h 7 jrs

50 Ptc Tj F
80 Ptc Ptb Th+F

Rechaiga Il 100 T Tb Fb

De Colgar 0 0 0

Légende :

Ptc : petites tches chlorotiques inter-nervures Tb : tAches de couleur bronze Tj : tAches jaunes inter-nervures

F : flétrissement des feuilles Fb : flétrissement + couleurs bronze des feuilles 0 : Pas de réponses.
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Figure 8 : Différents stades de développement des nécroses produites par 1’0Ozone produit par

I’Ecobox sur les feuilles de tomate Rechaiga II.

2. Calcul de surface des nécroses Apres chaque tour de fumigation, des blessures visibles
ont été évalués comme étant le pourcentage de la feuille blessée a 1’aide d’un logiciel de
calcul de surface Mesurim®. Des photos numériques, de haute qualité et d’'une manicre trés

précise, ont prises sur chaque feuille de la plante Figure (9).

Eu— s-.l!l- e .... ‘.-‘ =

OE@Es - @ens N owaewpsol W e

Figure 9 : Les étapes de calcul des pourcentages de blessures a 1’aide de logiciel Mesurim
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Le calcul de pourcentages des nécroses commencgait par :
1. la coloration des surfaces de nécroses (A),

2. calcul de cette surface (B),

3. Coloration de la surface totale (C),

4. Calcul de la surface totale (D),

5. Calcul du rapport surface nécrosee/ surface totale.

3. Estimation de pourcentage de nécroses en fonction de la dose d’Ozone chez la tomate
Rechaiga Il :
Les résultats d’estimation de pourcentage des surfaces nécrosees, en fonction des trois doses

d’Og3, sont représentés dans la figure N° 10.

B Mean T Mean+SD o Outliers
Extremes

100

80

60 -1

% nécrose

40

20

50 80 100
Dose (ppb)

Figure 10 : Pourcentages de nécrose en fonction des doses de 1’Ozone.

La lecture de cette figure a permis de constater, aprés les trois expériences de
fumigation d’Os allant de 50 a 100 ppb pendant 4 heures et durant 7 jours, que les plantes ont
présenté des symptomes differents au cours de la semaine. Une fumigation de 50 ppb, peut
causer des Iésions nécrotiques typiques d’ivoire inferieures a 1 mm, qui étaient
reconnaissables seulement 24 heures plus tard. Ces taches gagnaient de surface tout en
arrivant a un flétrissement a la fin de I’expérience. Par ailleurs, la concentration de 80 ppb a
donné une réponse similaire, mais les zones de tissus effondrés étaient presque arrondis, peut

aller a un diametre de plus de 2 mm ; elles s’évoluent par la suite en points bruns rougeatres
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nécrotiques. Ainsi, le bronzage a continué de croitre durant les jours suivants. Cependant,
I’effondrement du mésophylle était déja visible peu de temps apres la fumigation avec 100
ppb. Quant aux plantes de tomate Colgar sont restées asymptomatiques.

Les blessures foliaires augmentent avec l'augmentation de la concentration d'Os dans une

relation linéaire dans tous les cas (Albert et al, 1990).

4. Effet dose sur le pourcentage de nécroses : analyse de variance

Pour ¢étudier 1’effet dose sur le pourcentage de nécroses sur les feuilles de tomate Rechaiga 11,

nous avons réalisé une analyse de variance a un seul facteur de classification

Tableau N°3 : Analyse de variance entre 1’effet dose et le pourcentage des nécroses.

Analysis of Variance. Marked effects are significant at p <,05000
SCE DDL CM F p

%nécrose 30,94 2 15,47 0,01 0,98

Aucun effet significatif n’est donné par cette analyse de la variance, il n’existe
aucune différence entre les trois doses d’Ozone utilisées en termes d’effet. Ceci a été confirmé
par Iriti et al, (2006), chez la tomate Lycopersicon pimpinellifolium, ou les concentrations
cumulées par heures ont dépassées les 40 ppb pour donner un effet sur cette espece. Cette
analyse a permet de constater que la concentration de 50 ppb est la concentration la plus basse
est la plus effective, qui au-dela du quelle, Nos plantes de tomate commencent a donner des

réponses de sensibilité envers 1’Ozone.

60

—%— %nécrose
55
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45
40
35

30

% de nécrose

25
20

15 - 4

10

5

50 80 100
Dose (ppb)

Figure 11: Pourcentages de nécrose en fonction des doses.
Les réponses de la tomate durant les trois tours de fumigation, sont en quasi-totalité

similaires, confirmé par la (fig 11). Nous remarquons une stabilisation des réponses aprés 7
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jours. Une sensible diminution de la tendance dans le graphe est remarquée entre les doses 50

et 80 ppb, celle-ci, est peut étre due, a la différence en nombre de feuilles analysées. Il faut

noter aussi que, le pourcentage de nécroses en fonction des doses d’Os suit une loi Normale

Histogram: %nécrose
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P

7z
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de I’Ozone.

5. Mesures de parameétres physiologiques en fonction des doses :

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Doses(ppb): 100

a. Cas de dose 50 ppb

-10 0

%nécrose

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Doses(ppb): 80

Figure 12 : Distribution Normale des pourcentages de nécrose en fonction des doses

Pour bien vérifier, I’effet de la dose sur les paramétres physiologiques, nous avons fait appel,

aux statistiques descriptives.

Tableau N° 4 : Statistiques descriptives des différents résultats lors de la mesure des
parametres physiologiques.

N Moy Med Min Max leeQ 3emeQ Ecart Témoin
type
Con (S cm-1) 12 1,19 1,17 0,44 1,68 1,02 1,43 0,33 1,88
IM (%) 10 10,51 | 10,10 |5,26 15,78 6,25 14,24 4,07 4,16
K+ (ppm) 12 0,03 0,03 0,00 0,06 0,01 0,05 0,02 0,08
Na-+ (ppm) 12 0,11 0,08 0,01 0,27 0,06 0,15 0,07 0,22
Chla (mg.g1MF) | 11 6,65 7,13 4,05 9,81 4,82 7,52 1,81 16,67
Chl b( mg.g-1MF) 12 4,68 4,68 3,00 6,7 4,02 5,25 1,07 15,5
Chl T(mg.g1MF) | 12 11,32 [11,37 |7,89 14,82 9,39 13,84 2,42 32,43
Caro(mg.g1MF) | 12 1,96 1,99 0,38 3,81 1,27 2,71 1,03 4,72
Suc (ug.g-1 MF) 12 [056 [052 1[040 0,79 0,46 0,69 0,14 0.47

Les résultats de statistique descriptive des données sont illustrés dans le tab.4, dont

lesquels, nous remarquons que la moyenne de conductance stomatique qui est de 1,19 + 0,33
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S cma; elle est inférieure a celle du témoin. De méme, les teneurs en potassium (k*), en
sodium (Na"), la chlorophylle a (chl a), la chlorophylle b (chl b), la chlorophylle totale (chl
T), et les caroténoides ont, respectivement, les valeurs de 0.03 + 0.02 ppm ; 0.11 + 0.07 ppm ;
6.65 =+ 1.81 mg.g1 MF ; 4.68 + 1.07 mg.g1 MF ; 11.32 + 2.42 mg.g-1 MF; 1.96 +1.03 mg.g1+ MF
dépassant nettement les valeurs témoins qui sont, respectivement, 0.08 ppm; 0.22 ppm; 16.67

mg.g-1 MF; 15.50 mg.g1+MF ; 32.43 mg.g-+ MF ; 4.72 mg.g-1 MF.

En revanche, ’intégrité membranaire et la teneur en sucres solubles semblent avoir des
moyennes de 10.51 = 4.07 % et 0.56 £ 0.14 mg.g1 MF supérieures a celles enregistrées chez le

témoin qui sont de I’ordre de 4.16 % et 0.47 mg.g-+ MF.

b. Cas de 80 ppb

Une autre analyse descriptive est faite, pour décortiquer les résultats de la fumigation par la

dose 80 ppb sur I’ensemble des parameétres physiologiques.

Tableau N°5 : Statistiques descriptives des différents résultats lors de la mesure des

paramétres physiologiques.

N Moy Med Min Max leeQ 3emeQ Ecart Témoin
type
Con (S cm-1) 12 0,85 0,93 0,27 1,61 0,37 1,19 0,49 2,03
IM (%) 12 11,69 12,41 5,24 14,87 10,50 13,57 2,88 5,04
K+ (ppm) 12 0,04 0,04 0,02 0,08 0,03 0,06 0,01 0,10
Na+ (ppm) 12 0,09 0,05 0,01 0,29 0,04 0,15 0,08 0,29
Chl a ( mg.g-1MF) 12 6,79 7,17 4,01 9,71 5,07 8,58 1,89 18,62
Chl b( mg.g-1MF) 12 5,69 5,50 3,32 8,84 4,70 6,51 1,42 15,12
Chl T(mg.g1MF) | 12 12,26 12,77 8,54 15,26 10,52 13,96 2,23 31,75
Caro( mg.g-1 MF) 12 5,36 5,33 3,32 6,86 4,70 6,13 1,03 11,46
Suc (ug.g-1 MF) 12 0,58 0,53 0,44 0,80 0,48 0,70 0,13 0,43

L’analyse du tableau N° 5 a permis de constater une similitude de résultats avec de
Iégere différences entre le Tab. 4 et 5. Les moyennes trouvées de conductance stomatique,
teneur en potassium, teneur en sodium, teneur en chlorophylle a, b , T et la teneur en
caroténoides respectivement sont de I’ordre de 0.85 + 0.49 ; 0.04 £ 0.01 ; 0.09 £ 0.08 ; 6.79 £
1.89 ; 569 + 142 ; 12.26 + 2.23 ; 5.36 + 1.03 inférieures aux moyennes du témoins

enregistrées.

Cependant, les moyennes qui correspondent a 1’intégrité membranaire et la teneur en sucre

sont aussi de 11.69 + 2.88 ; 0.58 + 0.13 supérieures aux valeurs 5.04, 0.43 du témoin.
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C.

Cas de 100 ppb

L’effet de la dose 100 ppb sur les parametres physiologiques est détaillé dans le tableau

suivant.

Tableau N°6 :

parametres physiologiques

Statistiques descriptives des

différents résultats lors de la mesure des

N Moy Med Min Max 1ere 3 eme Ecart Témoin
Q Q type
Con (S cm-1) 12 1,20 1,25 0,42 1,83 0,88 1,55 0,45 1,94
IM (%) 12 12,06 12,61 5,32 16,80 10,67 14,07 3,18 5,12
K+ (ppm) 12 0,13 0,08 0,05 0,45 0,06 0,09 0,13 0,094
Na+ (ppm) 12 0,10 0,08 0,04 0,21 0,06 0,13 0,05 0,228
Chla(mg.gitMF) | 12 6,68 6,88 4,09 9,75 4,86 8,41 1,90 20,01
Chlb( mg.giMF) | 12 5,28 5,33 3,34 6,86 434 6,30 1,17 11,42
ChIT(mg.g1MF) |12 12,16 [ 12,70 |8,42 15,29 10,48 13,73 2,28 32,65
Caro(mg.g1MF) |12 4,62 4,87 1,16 6,11 4,33 5,35 1,25 6,71
Suc (ug.g-1 MF) 12 1,20 1,25 0,42 1,83 0,88 1,55 0,45 1,04

Si nous comparons les résultats des tableaux N° 4et N° 5 avec le tableau N° 6, nous

pouvons conclure, en tenant compte les valeurs de 1’intégrit¢é membranaire et la teneur en

sucres solubles, demeurent toujours supérieures a celles du témoin, tandis que les moyennes

des autres parameétres présentent la méme infériorité en comparaison avec celles du témoin.

Les altérations peuvent se manifester a de concentrations de cingquantaine de ppb (V).

(Ramade, 2007). Confirmant que la dose 50 ppb la plus basse qui au-dela du quelle les

réponses commences a apparaitre.

6. Corrélations : parameétres physiologiques — pourcentage de nécrose- doses.

Les résultats ont fait I’objet d’une matrice de corrélation, afin d’étudier les relations

significatives qui peuvent existées entres les parametres physiologiques, pourcentage de

nécrose et les différentes doses générées par I’Ecobox (Tab 7).
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Tableau N°7 : Matrice de corrélations : parametres physiologiques pourcentage de nécrose-

doses.
Doses Con IM K+ Na-+ Chla Chlb ChlT Caro Néc Suc
Doses 1,00
Con (Scm-1) -0,03 1,00
IM (%) 0,19 0,04 1,00
K+ (ppm) 0,43* -0,06 0,20 1,00
Na+ (ppm) -0,12 -0,06 -0,19 -0,13 1,00
Chla(mg.g1MF) -0,03 -0,03 0,20 0,31 -0,14 1,00
Chl b( mg.g1MF) 0,17 -0,15 0,15 0,05 0,28 0,25 1,00
Chl T(mg.g1MF) 0,06 -0,00 0,29 0,32 -0,10 0,65 0,35 1,00
Caro(mg.g1MF) 0,61+ -0,18 0,26 0,24 -0,02 0,02 0,26 0,24 1,00
Néc 0,06 -0,27 -0,32 -0,21 -0,12 -0,56** -0,05 -0,47** -0,20 1,00
Suc (pg.g-1 MF) 0,49* -0,18 0,08 0,48 -0,03 0,14 0,05 0,19 0,26 0,06 1,00

Légende :*Effet significatif. **Effet hautement significatif. *** Effet trés hautement significatif.

L’analyse du tableau, montre qu’il existe un effet significatif entre la dose d’Ozone et la
teneur en potassium (P < 0.05) ; la teneur sucres solubles dépend directement de la dose
admise d’Ozone (P < 0.01), autre que ces deux liaisons, il existe un lien étroit entre la dose

d’Ozone et la teneur en caroténoides (P < 0.001).

Indépendamment des premiers résultats, un autre lien négativement significatif existe entre les
teneurs en chlorophylle (a, T) et le pourcentage de nécroses, plus cette derniere augmente,

plus les teneurs diminuent.
7. Effet Dose sur les paramétres physiologiques : analyse de variance

Les résultats font également I’objet d’une analyse de variance a un seul facteur de
classification ** effet dose’’. Les résultats de cette analyse sont representés dans le tableau
N°8.

Tableau N°8 : Analyse de variance de 1’effet dose sur les paramétres physiologiques.

SCE DDL CM F p
K+ (ppm) 0,06 2 0,03  5,50** 0,00
Caro(mg.g1MF) 76,45 2 38,22 30,80*** 0,00
Suc (ug.g-1 MF) 0,31 2 0,15 6,84* 0,00

*Effet significatif. **Effet hautement significatif. *** Effet trés hautement significatif
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Nous constatons, en analysant le tableau N° 8, qu’il y a un effet de dose hautement
significatif sur : la teneur en potassium et sur la teneur en sucres solubles, en parallele, il

existe un effet trés hautement significatif de la dose d’Ozone sur la teneur en caroténoides.

Par contre, il n’existe aucun effet significatif pour les autres parametres. Une figure
démontrant la tendance d’évolution des paramétres en fonction de la dose a été faite pour

donner plus d’explications.

8. Evolution des parameétres physiologiques en fonction de la dose :

Dans le but d’étudier 1’évolution des parameétres physiologiques (conductance
stomatique, I’intégrité membranaire, teneur en chlorophylle a, b et totale, teneur en potassium,
en sodium ainsi que la teneur en sucres solubles) en fonction de la dose (50, 80 et 100 ppb),
nous avons réalisé la courbe : paramétre — dose. L’ensemble des ces courbes sont regroupé

dans la figure 13.
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Figure 13 : I’évolution des paramétres physiologiques en fonction de la dose d’Ozone.
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2. Cas du Peuplier

Une dose de 30 ppb a été attribuée pour la fumigation des jeunes arbres du peuplier,
cette fumigation quotidienne pour un mois de 8 a 12h, a révélé que le peuplier noir Populus

nigra est sensible envers 1’Ozone troposphérique, comme le montre la figure (14).

: iat’
A : Feuille saine ; B : Premiere apparition des nécroses ;
C : Développement des nécroses ; D : Stade final (fin de I’experience).

Figure 14 : Différents stades de développement des nécroses produites par 1’0Ozone produit

par I’Ecobox sur les feuilles du peuplier ( cliché Maamar Benchohra, 2015).

La figure au-dessus montre les différents stade de développement des nécroses caractéristique
de I’effet de 1’ozone sur le plan physiologique, I’0zone alteére le fonctionnement normal de la
plante et détruit petit a petit la structure du limbe, ceci est traduit par 1’apparition de taches
chlorotique connues communément sous le nom de nécroses, qui sont des taches de couleur
bronze. Nous avons remarqué que malgré la dose d’ozone est faible mais la surface des

nécroses ne cessait a accroitre et prendre de I’ampleur.
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L’accroissement des dégats de la dose d’ozone est probablement di a 1’effet chronique que

subissent les plantes du peuplier.

2. Calcul de surface des nécroses

Aprés la fumigation, des blessures visibles ont été évalués comme étant le pourcentage
de la feuille blessée a I’aide d’un logiciel de calcul de surface Mesurim. Des photos
numériques, de haute qualité et d’une maniére trés précise, sont prises sur chaque feuille de la

plante (Figure 15).
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Figure 15 : Les étapes de calcul des pourcentages de blessures a 1’aide de logiciel Mesurim
(cliché MAAMAR Benchohra, 2015).

Le calcul de pourcentages des nécroses commencait par :
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Calcul de la surface total du limbe, ensuite, calcul de la surface des taches de nécroses
en D’attribuant des couleurs spécifiques qui vont étre reconnues par le logiciel. Les résultats
sont exprimés en cm? pour les surfaces.

3. Développement des nécroses en fonction du temps

Afin d’¢établir le lien entre de le durée de fumigation en jours et I’effet de 1’ozone sur les
plantes, nous avons enchainé avec un graphe qui illustre cette relation suivi avec un test de

régression.

20

Jours:% necroses: y =-5,0593 + 0,8157*x; o ©

18 r=0,9123; p = 0.0000 o000
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Figure 16 : Développement de la surface des nécroses en fonction du temps.

D’apres la lecture du graphe nous remarquons que l'apparition des nécroses ne
commence qu'au-dela du sixiéme jour. Les taches des nécroses gagnent de plus en plus de
surface en fonction du temps. Une aggravation continue de I'état des limbes est remarqueé
jusqu'a l'atteinte d'un pourcentage maximal denviron 20% de surface de la feuille est
entierement nécrosée, apres environ un mois de fumigation sous chambre a ciel ouvert (Open
Top Chamber).

4. Correélation des nécroses en fonction du nombre des jours de fumigation

Les résultats de la corrélation des pourcentages des surfaces nécrosées, en fonction des
nombre du jour et I’intensité du lien est vérifié par une matrice de corrélation, les résultats

sont représentés dans le tableau suivant :
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Tableau N° 9 : Matrice de corrélation entre le nombre de jours et le pourcentage des nécroses

% necroses
Jours 0,91
p:,ooo***

*** Trés hautement significatif
Les résultats du tableau confirme qu’il existe une liaison étroite entre le nombre jours

de fumigation et le développement des surface nécrosées (p<0,000), plus le nombre des jours
est important plus les dégats sont grave, ces résultats confirme ’effet de la dose critique qui
suppose que méme si la dose est faible et la durée de contact est importante les dégats peuvent

étre catastrophiques.

5. Mesures de parameétres physiologiques en fonction des doses

a. Laconductance stomatique
Les résultats de cette analyse se figurent dans la figure en dessous
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Figure 17 : Comparaison de la conductance stomatique des plantes fumigées avec le témoin.

L’analyse de la figure montre les feuilles a faible et moyen recouvrement de taches de
nécroses ont quasi semblablement a la méme conductance stomatique que celle enregistré
dans les feuilles des plantes témoin. Ceci est explicable par la faible altération des feuille ainsi

que la lente réaction de la plante.

Contrairement a ces résultats, les feuilles ou il y’a une grande surface nécrosée plus la

conductance stomatique est important
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b. L’intégrité membranaire

La figure 18 représente une comparaison entre les résultats de 1’intégrité membranaire trouvee

chez les plantes témoins et chez les plantes fumigées.
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E] Témoin
_ Ozone
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20
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Figure 18 : Comparaison de I’intégrité membranaire des plantes fumigées avec le témoin.

Il est clair qu’il existe une différence entre les pourcentages de 1’intégrité
membranaires chez les différentes plantes du peuplier, la figure montre que le pourcentage est

important dans les plantes soumises a la fumigation d’ozone.

Cette fumigation a pu engendrer des dégats au niveau cellulaire en libérant des constituants de

la membrane cellulaire, tandis que les cellules témoins sont restées intactes.

6. Parametres liés a la photosynthése

a. Les pigments photosynthétiques

Une comparaison entre les teneurs des Chlorophylle a, b et total chez les plantes stressées par

1’0Ozone et les témoins est faite dans la figure suivante :
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Figure 19: Comparaison des teneurs en chlorophylle a, b et T des plantes fumigées avec le
témoin.
Suite a cette description, nous notons que les niveaux des pigments chlorophylliens dans

les plantes soumises a la fumigation sont en nette dégradation et strictement inférieure a celle

épargnées (Témoin).

La chlorophylle a, a subit des altérations sérieuses ou ’écart entre ces teneurs dans le
témoin et dans les plantes seines est flagrant, comparée a la chlorophylle b qui a été

légerement affectée par le stresse induit par ’Ozone.

La chlorophylle totale T, quant a elle, aussi comme la chlorophylle a n’est pas mis en

1solation des effets destructeurs des molécules d’Ozone.

Les pigments photosynthétiques sont le siege des réactions photochimiques et sont la
source de la couleur verte des feuilles, de ce fait I’atteinte de ces pigments conduira a la baisse
de D’activité photosynthétique et au changement de couleur. L’effondrement du mésophile
autour des cellules stomatique suite a la réaction de I’Ozone est la principale cause

d’apparition des nécroses.
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b. Les sucres solubles

Les résultats obtenus lors de I’analyse des sucres solubles sont illustrés dans la figure 20
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Figure 20 : Comparaison des teneurs en sucre solubles des plantes fumigées avec le témoin.

Comme au cas précédents des autres paramétres, nous remarquons que la teneur en
solubles est plus élevée dans les plantes fumigées que celle des plantes témoins, 1’amidon
présent a ce niveau n’a pas été épargné par 1’ozone, en le solubilisant pour donner une nette

supériorité en matiere de quantité comparé a celle du témoin.
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8. Discussions

a. La conductance stomatique

La conductance stomatique s’avére plus importante dans les feuilles de la plante
témoin que celles enregistrées chez les feuilles nécrosées, les valeurs les plus hautes ont éte
enregistrées dans les feuilles les plus atteintes de nécroses tandis que plus la feuille est saine,
plus la valeur de la conductance est proche a celle du témoin. Ces résultats sont en
concordance aux résultats trouvés par (Gerosa et al, 2003).

b. L’intégrité membranaire

L’analyse de I’intégrit¢é membranaire des cellules a été évaluée par les mesures de la
conductivité électrique. Cette analyse montre un pourcentage important chez les individus
sous traitement, leurs cellules perdent de leur intégrité membranaire apreés fumigation par
I’Ozone et libérent les électrolytes dont 1’augmentation du pourcentage. Par ailleurs, la

membrane du témoin garde sa structure intacte.

Apres ’apparition des taches chlorotiques, une augmentation évidente des fuites du
soluté des membranes dans les plantes traitées a été observée. Tel que rapporté dans d’autres
especes, une courte exposition a 1’Ozone peut induire un effet délétére sur la fonction (Guidi
et al, 2001). L’intégrit¢ (Calateyud et al, 2003 ; Francini et al, 2007). Conformation

(Ranieri et al, 2001) et la capacité de transport de la membrane (Plazek et al, 2000).

9. Parametres liés a la photosynthése

a. Les pigments photosynthétiques

La dégradation de la chlorophylle est I’'une des effets négatifs confirmant 1I’impact
d’Ozone sur les especes comme 1’indique la baisse de la teneur en chlorophylle dans certains

feuillus Quercus (Broadmeadow et Jackson, 2000 et Bussotti et al, 2007).

De nombreux types de stress causent des dommages aux complexes protéine-
chlorophylle situés dans les thylakoids, en particulier dans les centres réactionnels du PSII
(Photo Systéme II). L’activité du PSII est étroitement associéee a la peroxydation lipidique. A
la fin de la fumigation et pendant le temps de récupération, nos plantes ont montré une
diminution significative de la teneur en chlorophylle. Il y’a un débat en ce qui concerne le
mécanisme principal de cette diminution du taux de photosynthese, avec des preuves d'effets

directs d'une exposition a I'O3 sur les réactions claires ou sombres de la photosynthese ou les
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deux (Power et Ashmore, 2002) ou par un effet de fermeture des stomates indirect
(Noormets et al, 2001).

b. Les sucres solubles

Wellburn and Wellburn (1994) ont fumigé le pin d’Alep (Pinus halepensis) avec de
I’Ozone et ont découvert qu’en été, les plantes montraient une importante accumulation
d’amidon (particuliérement dans I’endo-derme), avec simultanément un écrasement des
cellules du phloeéme. L’accumulation de 1’amidon le long des nervures de la feuille a
¢galement été observée au sein des especes d’arbustes, comme par exemple chez le Betula (
Landolt et al, 1997). Les auteurs des deux études ont conclu qu’une telle accumulation
d’amidon était probablement due a un chargement altéré du phloéme, une interprétation qui

pourrait étre également appropriée pour expliquer nos résultats.
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Conclusion
genérale



L’émission de précurseurs en raison non réglementée du développement industriel et
de l'utilisation croissante rapide des véhicules automobiles dans les pays en développement;
peut aggraver l'impact prévu de la hausse des concentrations de 1’Os. Il est essentiel
d’améliorer notre compréhension des processus physiologiques et de développement qui sous-
tendent les effets néfastes de 1’O3 sur les plantes, afin d’améliorer les prévisions de l'impact
probable, sur la sécurité alimentaire et I'élaboration de stratégies pour minimiser les pertes de

rendement.

Cette étude vise a caracteériser la réponse physiologique de deux cultivars de tomate De
Colgar et Rechaiga II, soumises a des concentrations d’Ozone troposphérique (50, 80 et 100
ppb) pendant 04 heures, pour une durée de 07 jours pour chaque concentrations. Les résultats
obtenus indiquent une sensibilité de la variété Rechaiga Il envers méme la plus faible dose

(50ppb) par rapport a I’autre variété qui restait asymptomatique.

Cette sensibilité se manifesta par 1’apparition de taches nécrotiques qui apparaissaient
peu de temps apres la fumigation « 24 heures plus tard ». Ces nécroses gagnaient de surfaces

foliaires avec I’augmentation de la durée de contact avec 1’Ozone.

Le deuxieme objectif escompté a travers cette étude a été la caractérisation de la réponse
physiologique des plantes vis-a-vis de 1’Ozone, qui agit directement, sur la fermeture des

stomates en réduisant la conductance stomatique.

En outre, il joue défavorablement en faveur de I’intégrit¢ membranaire, 1’O3 détruit la

membrane cellulaire. Des pertes du liquide cellulaire ont été enregistrées.

La photosynthese n’a pas été épargnée, une baisse de la teneur en chlorophylle a, b et totale
ainsi, que la teneur en caroténoides, qui affirme les effets négatifs de I’Ozone. On remarquait
que nos plantes aient une tendance a s’affaiblir suite a la mort cellulaire programmeée «
I’apoptose » et la dégradation de I’amidon en libérant des sucres solubles. Cet événement a

affecté aussi la teneur en ions Na+ et K+ au niveau cellulaire.

Cette étude, affirme que la variété Rechaiga Il (Solanum lycopersicum) est sensible a
I’Ozone, nous suggérons qu’elle peut étre utilisée comme un bioindicateur efficace du
polluant au future. De méme, il apparait que les différences dans 1’expression des symptomes
peuvent étre liées aux différentes gammes de concentrations d’Os. Finalement, la vérification
de certaines fonctions comme la respiration, photosynthese, teneur en sucres et en ions peut
étre utiles dans la préediction des symptomes visibles qui seront dans les jours suivants (au

dela de 07 jours).
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Le contenu foliaire en sodium et en potassium ainsi que les teneurs en sucres solubles
et en chlorophylles, peuvent servir comme biomarqueurs intéressants pour indiquer la

tolérance ou la sensibilité.

L’autre variété, tomate De Colgar peut étre utilisé pour I’amélioration des qualités de tomate
Rechaiga Il ; en matiere de résistance, nécessitant un crossing-over ou d’autres procédés

génétiques convenables.

Il est important de noter que les résultats obtenus dans la premiere partie de nos experiences,
sur la fumigation de la tomate, surtout pour les parametres physiologique est confirmé par la
deuxiéme partie, la fumigation du peuplier, ou pratiquement nous avons obtenu des résultats

similaires.

Ce qui nous mene & conclure que 1’ozone agit de la méme fagon sur le plan physiologique, en
induisant des modifications du contenu de la chlorophylle, la conductance stomatique, le

contenu en ions et les sucres solubles.

Ces parameétres peuvent étre un atout important dans la détéction d’effets négatives d’ozone,

soit un stade primaire, soit pour la confirmation.

A la lumiere de cette étude, le peuplier peut etre considéré comme une espece bio indicatrice
de I’Ozone, et joue donc un puissant réle dans les operations de surveillance de la qualité de

I’air paralléelement et en complémentarité avec les capteurs physicochimiques.

L’importance de ces plantes réside dans 1’aspect visuel de 1’effet des polluants sur les feuilles.
Cet aspect est important dans les compagnes de sensibilisation, ou nous peuvons indiquer

directement les dégats.

Les plantes donc peuvent etre un atout pedagogique, peu onéreux qui implique la population
dans I’amlioration de la qualité de I’air et un moyen indirect de mesure soit par indication soit

par bio accumulation des polluants.

Les précurseurs d’ozone sont en augmentation flagrante ; les émissions des véhicules a
essence et a GPL sont les plus grands émetteurs de CO2. D’autres part, les émissions du CO
sont pratiqguement égales pour les véhicules a essence et a GPL ; alors que les véhicules a
Diesel dégagent une forte émission en NO2 comparativement aux véhicules a essence et a
GPL, les principaux émetteurs des oxydes de carbone (CO, CO2) sont les véhicules a essence,

alors que les oxydes d’azote sont fortement émis par les moteurs Diesel (Maatoug et al,

52



2008). Une politique d’environnement qui encourage 1’utilisation du GPL, et qui doit imposer

plus d’imp6ts sur I’utilisation des véhicules a moteurs Diesel, doit étre adoptée.
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Abstract The sensitivity of two tomato (Solanum
hveopersicum L.) cultivars, Rechaiga Il and De Colgar, to
50, 80, and 100 ppb ozone (O3) exposures was assessed in
fumigation chamber, during 4 h per day over a period of
7 days. The Rechaiga II variety was shown to be sensitive to
the dose of 50 ppb, showing chlorotic spots on the adaxial leaf
surface and alterations of some physiological parameters.
During 1-weck fumigation, ozone caused a decrease in
stomatal conductance, chlorophylls @ and b, total chloro-
phylls, and carotenoids, although soluble sugars and mem-
brane integrity were significantly increased in fumigated
plants compared to controls. This trend was similar for the three
pollutant doses used in fumigation. The De Colgar tomato
remained asymptomatic.

Keywords Solanum lycopersicum L - Chlorotic spots -
Physiological parameters - Tropospheric ozone - Fumigation
Introduction

Tropospheric ozone (0;) is one of the most important phyto-

toxic air pollutants in many parts of the world (Ashmore 2005;
Van Dingenen et al. 2009). Crop losses are estimated to be
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$14-26 billion per year worldwide (Van Dingenen et al. 2009)
and $17-18 billion in the year 2030 (Avnery etal. 2011). Even
with the implementation of legislation to control emissions of
its precursors, the primary air pollutants, ozone ambient con-
centrations are rising in much of the world during this century.
The Royal Society predicted that ambient concentrations may
increase by 20 to 25 % between 2015 and 2050, and again
from 40 to 60 % in 2100. Accordingly, it is expected that
ozone pollution may represent a relevant threat to global food
security and climate changes in 2030 (Royal Society 2008).

The toxic effects of O3 on vegetation have been studied for
over 50 years (Eligoz and Manning 2005), and it is well
established that chronic exposure to relatively high concentra-
tions can (i) cause oxidative stress and cellular alterations (Triti
and Faoro 2008; Faoro and Iriti 2009); (i) produce leaf chlo-
rotic, necrotic, and bronzing symptoms (Manning et al. 2002;
Faoro and Iriti 2005); (iii) decrease photosynthetic efficiency,
plant growth, and yicld (Hayes et al. 2007; Mills et al. 2007;
Booker et al. 2009; Guidi et al. 2009; Singh et al. 2009; Cascio
et al. 2010); and (iv) induce premature senescence (Tonneijck
et al. 2004) in a wide range of cultures and species in the
(semi)natural communities.

The severity of O injury during the vegetative growth is
affected both by extrinsic factors, such as the ozone concen-
tration, duration and timing of exposure, environmental con-
ditions that influence the stomatal uptake of the pollutant, and
the intrinsic sensitivity of individual species or genotypes.
Furthermore, the impact of O; is greatly influenced by a series
of acclimation and tolerance mechanisms, including antioxi-
dant defenses and secondary metabolites (Ashmore et al.
2004; Matyssek et al. 2004; Fiscus et al. 2005; Black et al.
2007; Iriti and Faoro 2008, 2009; Betzelberger et al. 2010).

The effects of ozone pollution on vegetation have been
reported on different plant species such as tomato (Calatayud
and Barreno 2001), tobacco, bean, clover (Manes et al. 2003;
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Crous et al. 2006), watermelon (Gimeno et al. 1999; Benton
et al. 2000; Fumagalli et al. 2001), and spinach (Calatayud
et al. 2004). Due to ozone exposure, the leaves may present
a typical bronzing pigmentation on adaxial (upper) leaf surface
(EPA 1996; Pleijel 2000; Iriti et al. 2006), and they can also
age prematurely, as in the case of wheat and other cereal spe-
cies (Machler et al. 1995; Pleijel 2000). Detrimental physio-
logical effects, such as reduced photosynthetic rate, may also
occur without any visible symptom (Pleijel 2000). A decrease
of yield has also been documented in a number of crops in-
cluding carrots (Bennett and Oshima 1976) and tomatoes
(Aguayo et al. 2006).

The use of bioindicator plant species is considered an in-
expensive and reliable method in ozone monitoring.
Bioindicators have the advantage to indicate a specific symp-
tomatology that reflects the absorbed concentration of ozone,
which is not necessarily correlated with O; levels present in
ambient air, because favorable conditions for ozone injury to
occur are dependent on plant stomatal conductance and sus-
ceptibility to the pollutant, its concentration, and duration of
exposure (Smith 2012; Pellegrini et al. 2014).

In the present work, carried out in fumigation chamber, we
aimed to study the effects of three doses of ozone on two
tomato (Solanum lycopersicum L.) widely cultivated varieties:
Rechaiga I still largely used by farmers as a local variety, and
De Colgar, the most commercialized tomato cultivar in
Algeria. Visible leaf symptoms were recorded and some phys-
iological parameters were measured, such as stomatal conduc-
tance, membrane integrity, potassium and sodium contents,
amount of photosynthetic pigments, and soluble sugars, in
order to assess the level of sensitivity/tolerance of both
varieties. Indeed, as previously reported, these traits are
relevant factors determining ozone sensitivity of selected
plant cultivars (Faoro and Iriti 2005; Brosché et al. 2010;
Tiwari and Agrawal 2011). Information on the effects of
ozone on Algerian tomato varieties is still scarce and, to
the best of our knowledge, this issue was not previously
investigated in Algeria.

Materials and methods
Plant material

Two tomato (S. [vcopersicum L.) cultivars were used in this
study, De Colgar and Rechaiga II, the latter a local variety,
both commercially available. Plants were grown in a green-
house, in pots of 12x21 em (2373 cm®) with a mixture of
sand/ground/organic matter (1:1:1), at 24=2 °C, 60=5 % rel-
ative humidity (RH), and 16-h light/dark cycle. Plants were
manually irrigated 3 days per week. After 6 to 9 weeks of
planting up to six-leaf stage, the plants were transferred to
the growth chamber for fumigation experiments.

@ Springer

Ozone fumigation

Ozone fumigation was carried out in a controlled chamber
(~13.5 m?), at 261 °C, 20=5 % RH, and
500 umol m™% 57! photon flux density at plant height.
Ozone is generated by an electric discharge, passing pure ox-
ygen through an ozone generator Ecobox (DBG Investments
Group, LLC, Bristol, VA, USA). Ozone concentration in the
fumigation chamber was continuously monitored with a pho-
tometric O3 analyzer (A-21ZX, Eco Sensors, Inc, Boudry,
Switzerland), operating on UV absorption and interfaced with
a personal computer. Control plants were kept in a growth
chamber with filtered air, under the same conditions of tem-
perature and RH. Greenhouse plants were pre-adapted to the
conditions of the chamber for 48 h. Twelve plants for each
cultivar were fumigated with 50 ppb of ozone, 4 h/day for
7 days, which are considered urban conditions (Heath 1994),
simulating episodes of elevated ozone concentrations
(Saitanis et al. 2014; Thwe et al. 2014a). Similar experiments
were conducted with higher ozone concentrations, 80 and
100 ppb, while untreated plants were used as controls.

Calculation of necrotic areas

The leaves were examined at 0, 2, and 24 h afier beginning of
fumigation and, then, daily until the end of experiments
(7 days). The percentage of necrotic symptoms on leaves
was calculated from pictures recorded by high-resolution cam-
era; the photos were processed by the MesurimPro® software
that allows area calculation by assigning specific colors. The
percentage of necrosis was calculated as NP (%)=NA/TA= 100,
where N4=necrotic area and T4=total arca.

Physiological parameters

Physiological parameters were determined at the end of each
one of the three fumigations, 1.e., after 7 days of ozone
exposure.

Stomatal conductance

This parameter was measured using a porometer
(AP4DELTA-T Devices, Cambridge, UK), which includes a
portable unit for monitoring and analysis of stomatal conduc-
tance. The measurements were performed both on fumigated
and control leaves, at 8 to 10 a.m., in fumigation chamber at
26+1 °C, 20+5 % RH, and 500 pmol m % s photon flux
density at plant height.

Membrane integrity

The membrane integrity was assessed by the method of
Campos et al. (2003), to verify the transmembrane flow. Disks
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of freshly cut leaves (0.5 cm?) were rinsed three times (2—3 min)
with deionized water; they were then floated on 10 mL of de-
ionized water in Petri dishes. The leakage of electrolytes in the
solution was measured after 22 h at ambient temperature, using
a conductivity meter (pH-LF 3001-2). The total conductivity
was obtained after maintaining the plates in a 90 °C oven for
2 h. The results are expressed in percentage of the total conduc-
tivity. The percentage of membrane integrity was calculated as
MI (%)=(1-CC/TC)* 100, where CC=clear (free) conductivity
and TC=total conductivity.

Photosynthetic pigments

The method of Lichtenthaler and Wellburn (1983), slightly
modified by (Porra 2002), was used for determination of pho-
tosynthetic pigments. Leaf tissues (100 mg) were ground in a
mortar and diluted in 8 mL of 80 % acetone. The mash was
filtered in a test tube, using a Whatman paper 22. The volume
of the tube was filled to 10 mL, by adding acetone. The ab-
sorbance was recorded with a flame spectrophotometer at
wavelengths of 470, 645, and 663 nm. The results on the
contents of chlorophyll @ (chl @), chlorophyll b (chl b), total
chlorophylls (chl T), and carotenoids are expressed as mg g '
fresh weight (FW). Quantification of chlorophylls and calcu-
lation of the extinction coefficient were performed according
to the Lambert-Beer law.

Soluble sugars

Soluble sugars were determined by the method of Dubois
et al. (1956). Two milliliters of 80 % ethanol was added to
leaf tissues (100 mg) in a test tube at room temperature in the
dark. After 48-h extraction, ethanol was evaporated in a water
bath at 70 °C. After cooling, each tube was filled with 20 mL
distilled water. Then, 1 mL of this solution was transferred
into another tube, adding 1 mL of 5 % phenol and 5 mL of
concentrated sulfuric acid and vortexing to homogenize the
solution. After 10 min, tubes were placed again in the water
bath for 15 min at 30 °C. The absorbance of the solution was
recorded at 490 nm and the results expressed as pg g ' FW.

Determination of K' and Na'

The collected leaf samples were washed in distilled water to
remove salt and any external debris and dried at 80 °C for
48 h. The dry samples were ground to a fine powder using a
mortar and pestle. The samples (1 g) were ashed at 600 °C in
an electric furnace for 4 h. Five milliliters of 2 N HCI was
added to cooled ash samples, which were then dissolved in
boiling deionized water, filtered, and adjusted to a final vol-
ume of 50 mL. Na" and K” ions were measured using the
standard procedure flame photometer (Vogel 1955), and the
results were expressed as ppm.

Statistical analysis

The statistical treatment of the results was performed using the
STATISTICA software. A description of the data is performed
using the box plots to compare the percentage of necrotic leaves
or physiological parameters of tomato (S. lvcopersicum L.) cv.
Rechaiga IT depending on the dose of O;. ANOVA used to
study the effect of O; exposure on physiological parame-
ters. Finally, a correlation was conducted with physiological
parameters, necrotic lesions, and the ozone concentration;
only important data has been shown.

Results

Leaf symptoms

The O; exposure (50 ppb for 4 h) caused the appearance of
visible symptoms on Rechaiga II cultivar, but not in De Colgar
one (Fig. la). Shortly after the end of fumigation, Rechaiga II

Fig. 1 Visible symptoms induced by a pulse of O3 (50 ppb for 4 h) on
tomato (Solanum lycopersicum L.) cv. Rechaiga II leaves: a small
chlorotic spots, b chlorotic lesions, ¢, d necrosis, e tomato cv. De
Colgar leaves at the beginning of experiment, f no symptom was
observed in cv. De Colgar
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plants showed interveinal small chlorotic spots on the adaxial
leaf surface, less than 1 mm in diameter (Fig. 1a), which wid-
ened and flowed together to form chlorotic and ivory lesions
in the next 24 h (Fig. 1b). Necrosis appeared after further 24 h
(Fig. 1c, d). After 7 days of fumigation, no symptom was
observed in cv. De Colgar (Fig. le, ). The concentration of
80 ppb caused more intense symptoms, with reddish brown
necrosis reaching a diameter of 2 mm (data not shown).
Noteworthy, foliar injuries increased with increasing O con-
centration (Fig. 2).

Physiological parameters of tomato Rechaiga 11
as a function of the O; dose

Both the concentrations of 50 and 80 ppb ozone modified
some physiological parameters in fumigated plants (Fig. 3).
In particular, the pollutant reduced stomatal conductance com-
pared to control plants, as well as the levels of K, Na*, chl g,
chl b, chl T, and carotenoids (Fig. 3a—g). In contrast, mem-
brane integrity and soluble sugars were higher in fumigated
plants than in the control ones (Fig. 3h, i). At 100 ppb, similar
trends were observed for all the assessed physiological param-
cters, apart from K, which increased after O5 fumigation.

Effect of ozone dose on physiological parameters

The “dose effect” was assessed by ANOVA analysis (Table 1).
A highly significant effect of ozone concentration was observed
on the content of K (p=0.01), soluble sugars (p=0.01), and
carotenoids (p=0.001).

Correlation analysis
Results showed a significant positive correlation between the

ozone dose and K' (p=<0.05), as well as between the ozone
concentration and the levels of soluble sugars (<0.01) and

carotenoids (p=0.001) (Fig. 4). A significant negative corre-
lation was reported between the percentage of necrosis and
both chl @ and chl T (p<0.01) (Fig. 4).

Discussion

Early visible symptoms on Rechaiga II tomato leaves ap-
peared 24 h after fumigation with 50 ppb of ozone, the lowest
dose used in our experiments. In these conditions, stomatal
conductance decreased, compared with control plants, possi-
bly reducing the stomatal uptake of the pollutant. Nonetheless,
stomatal closure represents a main defense mechanism in tol-
erant plants (Gerosa et al. 2003). With 80 ppb ozone, stomatal
conductance further decreased, even if this mechanism was
saturated with the highest ozone concentration (100 ppb), pos-
sibly due to the damage of guard cells. These results are in
accordance with our previous data on currant tomato
(Solanum pimpinellifolium) (Iriti et al. 2006), a bioindicator
species of the pollutant, showing that, in controlled fumigation
experiments, leaf symptoms increased with ozone concentra-
tions (50, 80, and 100 ppb).

After the appearance of chlorotic spots, an obvious increase
in ion leakage due to damaged cell membrane was observed in
fumigated plants. As reported in other species, a short expo-
sure to ozone can induce a deleterious effect on this parameter
(Ptazek et al. 2000; Guidi et al. 2001; Calatayud et al. 2003;
Francini et al. 2007). Accordingly, the mineral balance was
affected by the pollutant, with lower levels of both Na” and K
in fumigated plants than in the control ones. These changes
may be explained by the alteration of the cell membrane in-
tegrity which can, in turn, generate an ion leakage (Marre et al.
1998; Rossard et al. 2006). It was shown that ozone altered
plasmalemma permeability by the oxidation of membrane
lipids and protein sulfhydryl groups (Guidi et al. 1999).

Fig.2 Box plot of the percentage 120
of necrotic lesions on tomato & Mean T Mean<SD
(Solanum lycopersicum L.) cv. 100
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Fig. 3 Box plots of the effects of O3 exposure on physiological
parameters of tomato (Selanum lycopersicum L.) cv. Rechaiga II: a
stomatal conductance (S cm '), b membrane integrity (%), ¢ Na' ions

Table1 ANOVA analysis on the effect of ozone dose on physiological
parameters of tomato (Selanum lycopersicum L.y cv. Rechaiga IT (N=12)

Physiological parameters F p value
Stomatal conductance (S em ) 248 0.099
Membrane integrity (%) 0.61 0.546
K" (ppm) 5.50%* 0.008
Na' (ppm) 0.10 0.904
Chlorophyll a (mg g ' FW) 0.01 0.980
Chlorophyll b (mg g ' FW) 2.03 0.146
Total chlorophylls (mg g ' FW) 0.59 0.556
Carotenoids (mg g ' FW) 30,80 0.000
Soluble sugars (mg g~' FW) 6.84%* 0.003

FW fresh weight
*#p<0.01; ***p<0.001

(ppm), d K” ions (ppm), e chlorophyll @ (mg g fresh weight, FW), f
chlorophyll » (mg g_l FW). g total chlorophylls (mg g_' FW), h total
carotenoids (mg g ' FW), i soluble sugars (mg g ' FW)

The decrease of chlorophylls documented in our study was
in accordance with previous data (Della Torre et al. 1998;
Saitanis et al. 2001). The chlorophyll degradation is one of
the main and more rapid detrimental effect of ozone on the
photosynthetic apparatus, as indicated by the decrease in chlo-
rophyll content in other plant species (Broadmeadow and
Jackson 2000; Bussotti et al. 2007). Many types of abiotic
stress, closely associated with lipid peroxidation, can cause
damage to chlorophyll-protein complexes located in thyla-
koids, particularly in the PSII reaction center. At the end of
the fumigation and during the recovery, our plants showed
a significant reduction in the chlorophyll and carotenoid
contents, and, possibly, in the photosynthesis rate. There is
some debate regarding the primary mechanism(s) involved
in the decrease of photosynthesis, with evidence of direct
effects of ozone exposure on light and/or dark reactions of
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Fig. 4 Correlation analysis among ozone concentration, physiological
parameters, and necrotic lesions of tomato (Solamm lycopersicum L.)
cv. Rechaiga II; ozone concentration versus a total carotenoids; b

photosynthesis (Power and Ashmore 2002) or indirect ef-
fects on stomatal closure, as previously introduced
(Noormets et al. 2001). The loss of cholorphylls and ca-
rotenoids may impair the light absorbing capacity of the
light harvesting complexes, thus affecting the capacity of
thermal dissipation under O3 exposure. Furthermore, carot-
enoids are pivotal antioxidant molecules able to scavenge
the harmful singlet oxygen and other reactive oxygen spe-
cies (ROS) (Mikkelsen et al. 1995; Telfer et al. 1994).
Therefore, the reduction in the levels and biosynthesis rate
of carbohydrates are the result of the decrease of photo-
synthesis under elevated O; conditions (Sun et al. 2014),

Wellburn and Wellburn (1994) fumigated the Aleppo pine
(Pinus halepensis) with ozone and found that, during the sum-
mer, the plants showed significant accumulation of starch (es-
pecially in the endoderm), with a simultaneous crushing of
phloem cells. Starch accumulation along the ribs of the sheet
was also observed in other species, such as in birch (Berula
pendula) (Landolt ¢t al. 1997). The authors of both studies
concluded that such starch accumulation was probably due
to an altered phloem loading, an interpretation that may also
be appropriate to explain our results. The response of tomato
plants to acute ozone stress varied depending on the pheno-
logical stage. Leaf injuries were higher in the younger plants
than in the older ones, whereas recovery processes were more
efficient in the younger plants compared with the older ones
(Thwe et al. 2013). Even if, in similar exposure conditions,
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tomato fruit yield was not significantly affected, fruit quality
was influenced. In agreement with our results, total soluble
sugars increased in fruits harvested from ozone-fumigated to-
mato plants, as well as organic acids and ascorbic acid, with a
lower sugar/acid ratio mostly due to increased content of malic
acid (Thwe et al. 2014b). Finally, in accordance with our data,
the same authors reported a decrease of stomatal conductance
and photosystem 1I efficiency in tomato plants after acute
ozone fumigation (Thwe et al. 2014a).

Conclusions

This study aimed to investigate the physiological response of
two tomato cultivars, De Colgar and Rechaiga II, exposed to
different ozone concentrations (50, 80, and 100 ppb) 4 h per
day over a period of 7 days. Our results showed a higher
sensitivity of c¢v. Rechaiga II to even the lowest dose of the
pollutant, compared with the other variety which remained
asymptomatic. Ozone-sensitive species have been tested to
be used as bioindicators for tropical conditions, as recently
emphasized (Alves et al. 2011; Ferreira et al. 2012; Moura
et al. 2014). Therefore, we suggest that, in the future, high-
sensitivity species, as the tomato cv. Rechaiga II, may be also
used as a potential and an effective bioindicator species of
ozone pollution. Furthermore, some physiological parameters
may be useful in detecting earlier sensitivity to ozone.
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However, our experiments were carried out in fumigation
chamber, where climatic parameters are controlled, and for a
short period of time. Hence, new surveys in open field condi-
tions are necessary to correctly evaluate the potential of toma-
to cv. Rechaiga Il as bioindicator to be used in Algeria, as well
as the predictive potential of some physiological parameters as
biomarkers of tolerance/sensitivity to the pollutant.
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