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VARIATIONS SAISONNIERES
D'INDICATEURS BIOCHIMIQUES CHEZ L'EPICEA

(PICEA ABIES L. [KARST]) DE LA FORET GENEVOISE:
CORRELATION

AVEC LE TAUX EN POLLUANTS ATMOSPHERIQUES
(DIOXYDE DE SOUFRE ET OZONE)

PAR

Federico J. CASTILLO Guillaume OGIER Paul R. MILLER 2

et Hubert GREPPIN 1

RESUME

L'activite et le taux d'indicateurs biochimiques de la pollution atmospherique (Peroxydase, superoxy-
dismutase, acide ascorbique) ont ete mesures dans les aiguilles d'epiceas de la foret de Versoix (Geneve,
Suisse) pendant une periode de quinze mois (1985-1986). L'evolution des activites enzymatiques et de la

concentration en ozone atmospherique montre une correlation positive, tandis que celle de la concentration
en acide ascorbique montre une correlation negative avec ce meme polluant. La fiabilite de l'emploi de

ces parametres biochimiques comme indicateurs precoces des dommages provoques par la pollution
atmospherique dans un ecosysteme naturel est discutee.

Mols clefs: Peroxydase, superoxydismutase, acide ascorbique, epicea, ozone, dioxyde de soufre.

SUMMARY

Seasonal variation of biochemical indicators of Norway spruce and its correlation with atmospheric
levels of pollutants (sulfur dioxide and ozone). — Biochemical indicators of atmospheric pollutants
(peroxidase, superoxide dismutase, ascorbic acid) have been measured in needles of Norway spruce from
the Versoix forest (Geneva, Switzerland) during a period of 15 months (1985-1986). The evolution of
enzymatic activities is positively correlated with the seasonal variation of ozone whereas the evolution
of ascorbic acid concentration is negatively correlated with this pollutant. The applicability of these

biochemical parameters as indicators of pollution injury in a natural ecosystem is discussed.

Key words: peroxidase, superoxide dismutase, ascorbic acid, Norway spruce, ozone, sulfur dioxide.
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INTRODUCTION

Ces dernieres annees, un deperissement des forets (Waldsterben) tres important
a ete constate en Suisse, en Allemagne et dans d'autres pays europeens (Schütt et

Cowling, 1985); ceci constitue un des plus gros problemes d'environnement que
l'Europe connalt en cette fin du XXe siecle. Malgre l'interet scientifique porte ä ce

sujet et les travaux actuels en cours, les causes de ce deperissement sont encore mal

connues (Hinrichsen, 1986). Differentes especes d'arbres sont touchees, le sapin blanc
(Abies alba), l'epicea (Picea abies), le pin sylvestre (Pinus sylvestris), le hetre (Fagus
sylvatica), entre autres. Les dommages causes ä l'epicea (Rapport Sanasilva, 1986

et 1987), une espece dominante en Suisse, est d'une importance toute particuliere
etant donne son interet economique.

II est admis sans controverse que plusieurs parametres peuvent etre incrimines
dans le deperissement forestier: carences en elements nutritifs et mineraux, evene-

ments climatiques defavorables, erreurs d'amenagement forestier, parasites ou infection

des arbres. Cependant, ces facteurs ä eux seuls ne peuvent pas etre consideres

comme la cause d'un dommage general, tres etendu, observe dans les ecosystemes
forestiers de toute l'Europe. A ce jour, un certain nombre d'hypotheses ont ete emises

pour expliquer ce phenomene: l'acidite du sol (pluies acides), les polluants photooxy-
dants (par exemple, l'ozone), la deficience en Mg, un exces d'azote ou d'autres
nutriments, la presence de substances organiques dans l'air qui alterent la croissance, des

infections par des organismes comme les mycoplasmes ou les rickettsias, Thypothese
d'une situation generale de stress, etc. (Blank, 1985; Schütt et Cowling, 1985).

L'hypothese qui implique les polluants atmospheriques (ozone et brouillard
acide) est la plus largement acceptee pour expliquer ce nouveau type de deperissement.
Cependant, eile n'est fondee que sur des evidences circonstantielles, et nous avons
done besoin de donnees experimentales pour la verifier. Actuellement, nous dispo-
sons, par exemple, de preuves irrefutables de l'existence de concentrations elevees

d'ozone dans les forets (ainsi des valeurs de 120-150 pg 03/m3 ont ete mesurees en

ete au sud de l'Allemagne, avec des maxima horaires pouvant atteindre 358 pg
03/m3, Rieter, 1983). Mais surtout l'impact negatif de l'ozone sur des especes
differentes de coniferes et sur leurs ecosystemes associes a ete demontre (McLaughlin et

al, 1982; Miller et al, 1982).
Les polluants atmospheriques provoquent tres frequemment l'apparition de

taches et de necroses sur les feuilles des arbres. Ces dommages visibles constituent
l'annonce imminente de la mort cellulaire. Mais bien avant le developpement de ces

symptömes macroscopiques, certains changements precoces dans les fonctions bio-
chimiques et physiologiques ont lieu dans les cellules (alteration de la balance ionique,
des echanges gazeux, de la structure de la paroi cellulaire et des membranes, des

processus de transport, etc., Heath, 1980). Ces modifications metaboliques constituent
les dommages invisibles.



CHEZ L'EPICfiA DE LA FORfiT GENEVOISE 347

Les polluants induisent done une situation generale de stress qui affecte le meta-
bolisme tout entier de la plante. Des travaux ont montre, en particulier, qu'ils peuvent
inhiber ou activer certains systemes enzymatiques (Castillo et Greppin, 1986; Heath,
1980; Tanaka et Sugahara, 1980); le suivi de ces systemes permettrait de detecter

precocement les effets toxiques des polluants atmospheriques. Mais ces mesures
enzymatiques sont d'une utilisation difficile car les polluants agissent sur les enzymes de

manieres differentes avec des effets pouvant etre synergiques ou antagonistes et sus-

ceptibles de connaitre des variations qualitatives et quantitatives au cours du temps.
La presence de certains polluants ä l'interieur des feuilles conduit ä la formation

de substances tres toxiques (radicaux libres, peroxyde d'hydrogene et autres peroxides
lipidiques, Elstner et al., 1985). Ces substances peuvent non seulement modifier de

fagon importante l'equilibre redox, mais provoquer aussi la peroxydation des lipides
membranaires et la destruction de la chlorophylle (Heath, 1980). L'evitement de ces

dommages serait en partie possible par la mise en oeuvre de mecanismes de detoxica-
tion et de defense contre les polluants. Certaines enzymes et metabolites (peroxydases,
superoxydismutase, acide ascorbique, etc.) sont associes ä ces mecanismes de detoxi-
cation des composes oxydants. Ces parametres biochimiques peuvent etre utilises

comme indicateurs rapides de Taction des polluants atmospheriques, avant Tappari-
tion des dommages visibles. En correlant entre eux plusieurs indicateurs biochimiques
on pourrait etablir un diagnostic precoce sur l'etat sanitaire d'une espece vegetale

particuliere et ainsi avoir plus de temps pour mener une politique adequate d'assainis-
sement.

Des etudes experimental en conditions contrölees (chambres de fumigation
semi-ouvertes) ont dejä ete realisees et ont montre que ces parametres repondent de

fagon satisfaisante ä Tozone, notamment lorsqu'ils sont mesures dans Tespace extra-
cellulaire des aiguilles d'epicea (Castillo et al., 1987). Dans ce travail nous presentons
des resultats concernant ces indicateurs biochimiques obtenus lors des mesures effec-
tuees en 1985 et 1986, avec des epiceas de la foret de Versoix (Geneve, Suisse).

Notre objectif etait d'etudier revolution de ces parametres biochimiques
pendant un cycle annuel et de deceler une eventuelle correlation entre les fluctuations
des valeurs mesurees et Celles des niveaux de polluants atmospheriques. Ceci nous
permettrait, alors, d'analyser la fiabilite de Temploi de ces parametres au titre d'indi-
cateurs de la pollution atmospherique des arbres adultes, situes dans leur environne-
ment naturel.

MATERIEL ET METHODES

Materiel vegetal

Cette etude a ete realisee sur deux epiceas (Picea abies [L.] Karst) situes dans
la foret de Versoix (Geneve, Suisse): 46°8'30" N, 6°8'10" E, altitude 450 m. Le
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materiel vegetal est constitue d'aiguilles prelevees sur les deux arbres d'äges diffe-
rents: un grand epicea (66,3 cm 0 a 1,5 m du sol) et un petit (9,8 cm 0) distant
d'environ 15 m. Ces arbres sont partie integrante de la foret, mais sont isoles. lis
se trouvent au centre d'une clairiere; ils ne refoivent pas d'ombre, si ce n'est au tout
debut et ä la fin de la journee. Leur etat sanitaire apparent est satisfaisant (absence
de dommages visibles).

Echantillonnage

L'echantillonnage a eu lieu de juin 1985 ä aoüt 1986, pendant les mois suivants:

juin, juillet, septembre, decembre 1985 et fevrier, mars, juin, aoüt 1986. Deux regions
differentes de la couronne de chaque arbre ont ete choisies pour le prelevement des

echantillons: la region ensoleillee (sud) et la region ombragee (nord). Dans chaque
region des rameaux ont ete preleves ä la meme heure le matin (9: 30), ä une hauteur
de 1,5-2 m du sol. Les rameaux ont ete coupes au-dessous de la generation 1983.

Le cote coupe a ete place dans l'eau distillee, et le tout transports rapidement au

laboratoire. Seules les aiguilles en bon etat, sans dommages apparents ont ete prelevees

pour analyse. Des aiguilles des annees 1984 et 1985 ont ete sectionnees des tiges

pour chaque region de la couronne. Chaque echantillon est un melange d'aiguilles
provenant de 4 rameaux (la standardisation est fondamentale pour minimiser les

effets dus ä la variability intrinseque de 1'echantillon).

Methodes d'extraction et dosages

Le fluide extracellulaire est obtenu par la technique d'infiltration (Castillo et

at., 1987). Les aiguilles (10 g/echantillon) sont infiltrees sous vide (-65 kPa) avec

un tampon adequat, puis sechees en surface avec du papier absorbant et ensuite centri-
fugees ä 4° C (1 000 xg pendant 10 min) dans des tubes perfores (le tube inferieur,
qui contient les aiguilles a le fond perfore). Le fluide extracellulaire, recueilli dans

le tube inferieur, est maintenu ä 4° C pour l'analyse des parametres suivants: activites

enzymatiques, teneur en acide ascorbique et teneur en proteines. Le materiel vegetal

restant apres centrifugation des aiguilles est congele dans de l'azote liquide (- 196° C)

pour sa conservation en vue de son utilisation ulterieure.
Pour la determination des activites enzymatiques extracellulaires, le milieu

d'infiltration est un tampon phosphate de K (66 mM, pH 7) et 0,1 M KCl. Les extraits
servant ä mesurer les activites enzymatiques et la teneur en proteines du materiel cellu-
laire sont prepares ä partir de 0,5 g d'aiguilles broyees en presence de 0,5 g de

polyvinylpyrrolidone (PVP) et 3 ml de tampon d'extraction (phosphate de K, 66 mM,
pH 7,8), dans un microdismembrateur Braun. Les activites enzymatiques sont
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mesurees ä partir du surnageant obtenu apres centrifugation de l'extrait brut ä

lOOOOxg pendant 15 min.
L'activite peroxydasique est mesuree ä 25° C, dans du tampon phosphate de

K (60 mM, pH 6,1), 16 mM gai'acol, 3,3 mM H202 et 10-50 pi d'extrait. L'augmen-
tation de l'absorbance ä 470 nm est enregistree ä l'aide d'un spectrophotometre
Unicam SP 1700.

L'activite superoxydismutase est mesuree par l'inhibition de la reduction photo-
chimique du NBT (nitrobluetetrazolium), selon la methode de Beauchamp et Frido-
vich (1974). Le milieu reactionnel (1 ml) contient du tampon phosphate de K (50 mM,
pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 13 mM methionine, 75 pM NBT, 2 pM riboflavine et 0-50 pi
d'extrait enzymatique. La riboflavine est ajoutee en dernier, et les tubes sont places

sous une lumiere fluorescente. La reaction se deroule pendant 10 min ou jusqu'ä
ce que l'absorbance ä 500 nm dans les tubes de contröle atteigne 0,2. Une unite d'acti-
vite enzymatique est definie comme le volume d'extrait necessaire pour inhiber de

50% le niveau de l'absorbance mesuree dans les tubes de contröle. Aucune interference

due ä la presence d'acide ascorbique n'a ete observee pendant l'essai de l'activite
superoxydismutase.

La teneur en proteines est mesuree par la methode de Bradford (1976), avec

comme standard l'albumine de serum de boeuf (BSA).
Le milieu d'infiltration pour la determination de l'acide ascorbique extracellu-

laire est un tampon acetate de Na (40 mM, pH 4,5), 2,5 mM EDTA et 0,1 M KCl.
L'acide ascorbique du materiel cellulaire est extrait avec une solution froide (4° C)
d'acide metaphosphorique 0,4 M et 0,25 mM EDTA. L'acide ascorbique est mesure
dans le surnageant obtenu apres centrifugation de l'extrait brut ä 20000 x g pendant
15 min. L'acide ascorbique est determine par Chromatographie liquide (HPLC
modele Varian 5000). La separation se fait ä l'aide d'une colonne analytique de

15 cm x 4 mm MicroPak MCH-5-N-CAP protegee par une precolonne. L'eluant est

une solution aqueuse ä 2% de NH4H2P04 ajuste ä pH 2,8 avec de l'acide phos-
phorique concentre, et son debit ä travers la colonne est de 1 ml/min. La pression
est de 120 atm. Le detecteur est fixe ä 254 nm.

Statistique

Chaque point dans les graphiques est la moyenne de 4 mesures differentes. Le

coefficient de variation a ete calcule pour toutes les valeurs, et il est compris entre
8 et 22% de la moyenne. L'analyse de variance a ete utilisee pour detecter l'existence
de variations significatives des parametres biochimiques entre les deux regions (enso-

leillee et ombragee) de la couronne. Les coefficients de correlation r entre les

parametres biochimiques et les polluants atmospheriques (dioxyde de soufre et ozone)

ont aussi ete calcules (Philippe, 1967).
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Analyse de l'air

Les valeurs des concentrations de l'ozone et du dioxyde de soufre dans l'air
mesurees dans deux stations du canton de Geneve (Jussy et Anieres), ont ete fournies

par le Service d'ecotoxicologie du canton de Geneve.

Resultats

Sur la figure 1 sont presentees les valeurs moyennes mensuelles des concentrations

en dioxyde de soufre et ozone atmospheriques mesurees ä Jussy et Anieres depuis
janvier 1985 jusqu'ä aoüt 1986. Ces polluants atmospheriques n'ont pas ete mesures
ä Versoix, mais la teneur de ceux-ci, pour cette foret, serait comprise entre celles

mesurees ä Jussy et Anieres (Service d'ecotoxicologie, Geneve). Les immissions de

1985
'

1986

Figure I.

Valeurs moyennes mensuelles de la concentration de dioxyde de soufre et d'ozone atmospherique, ä Jussy
et Anieres, depuis janvier 1985 jusqu'ä aoüt 1986. La moyenne mensuelle correspond ä la valeur moyenne
de toutes les moyennes semi-horaires du mois considere. Source: Service cantonal d'ecotoxicologie,

Geneve.



CHEZ L'EPICßA DE LA FORßT GENEVOISE 351

dioxyde de soufre sont assez faibles (les plus basses des stations mesurees ä Geneve)
avec un minimum de 4 pg/m3 en ete et un maximum de 32 pg/m3 en hiver. La charge
en ozone est plus elevee au printemps et en ete, lorsqu'il y a une augmentation du

rayonnement solaire. Ceci donne une evolution typique de la teneur en ozone avec
des valeurs minimales en hiver (10-30 pg/m3) et maximales au printemps et en ete

(70-100 pg/m3).

Tableau 1.

Valeurs cumulees depuis les mois de janvier 1985 et 1986,
des moyennes mensuelles de SO2 et de O3 ä Anieres, pour

les mois oil les echantillons ont ete faits.

so2 o3

Hg/m'

1985* Juin 80 342

Juillet 95 432

Septembre 116 573

Novembre 125 611

1986 Fevrier 48 28

Avril 68 90

Juin 83 194

Aoüt 102 332

• La valeur du SO2 de janvier 1985 etant inconnue; nous avons pris celle
de janvier 1986.

Le tableau 1 indique les valeurs cumulees de ces deux polluants depuis le mois
de janvier des annees 1985 et 1986. On peut constater que la charge accumuleed'ozone
a ete beaueoup plus importante pendant l'annee 1985 (deux pics importants au
printemps et en ete) que pendant l'annee 1986.

Pour information complementaire, nous presentons les valeurs moyennes
mensuelles des temperatures journalieres relevees ä Geneve-Cointrin pendant la periode
de notre etude (figure 2).

Dommages visibles

Quelques dommages ont parfois ete observes sur les aiguilles de la generation
1984 du grand epicea. Ces dommages peuvent etre decrits comme des bandes et des

points jaunes sur les aiguilles des branches de la region ombragee de la couronne.
Ce type de dommage n'a jamais ete observe dans la region ensoleillee de la couronne.



352 VARIATIONS SAISONNIERES D'INDICATEURS BIOCHIMIQUES

25

20
o
ui

15
Q£
Z>

< 10

a.
zu 5

0

-5

J F H A H J J A S 0 N D J F « A H J J A hois
1985 1986

Figure 2.

Valeurs moyennes mensuelles des temperatures journalieres moyennes relevees ä Geneve-Cointrin depuis
janvier 1985 jusqu'ä aoüt 1986. Source: Service de climatologie de la Suisse romande, Institut suisse de

meteorologie.

Activites enzymatiques

L'activite enzymatique extracellulaire suit une evolution semblable au cours de

l'annee chez le grand et le petit epicea. Le maximum d'activite est constate en juin-
juillet et le minimum en decembre. II n'y a pas de differences significatives entre
les activites mesurees dans la region ensoleillee et la region ombragee de la couronne.
L'activite peroxydasique des aiguilles 1985 est tres faible au debut de l'experience
(ces aiguilles n'ont que trois mois d'äge lorsque les premiers echantillons ont ete pre-
leves), et reste en dessous des activites mesurees dans les aiguilles 1984. Le maximum
d'activite coincide avec les pics d'ozone observes en juillet 1985 et en juillet 1986.

Puis, l'activite peroxydasique diminue nettement (septembre 1985), ou reste stabilisee

(aoüt 1986). L'activite dans les aiguilles 1985 continue d'augmenter en aoüt 1986.

Une correlation positive et significative (p<0,05) existe entre revolution de l'ozone
et revolution de l'activite peroxydasique extracellulaire dans les aiguilles 1984, mais

pas avec celle des aiguilles 1985. La correlation est par contre negative et non significative

avec les concentrations de dioxyde de soufre.
L'activite peroxydasique totale (c'est-ä-dire mesuree dans le materiel cellulaire)

suit ä peu pres la meme evolution que celle de l'espace extracellulaire. Cependant,
une difference importante est constatee: le maximum d'activite, en 1985, ne coincide

pas avec le pic maximum d'ozone en juillet 1985, mais il est deplace vers le mois
de septembre 1985 et aoüt 1986. Cette activite peroxydasique totale continue done

d'augmenter lorsque la concentration en ozone reste elevee et ne diminue qu'ä la
fin de l'automne. II faut aussi souligner l'ampleur de la reponse pendant l'annee 1985
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par rapport ä celle de l'annee 1986. Comme cela a ete constate precedemment, une
correlation positive et significative existe entre revolution de la concentration en

ozone et celle de l'activite peroxydasique des aiguilles 1984 du grand epicea.

L'enzyme superoxydismutase a son maximum d'activite au debut de l'ete, en

juin 1985 et en juin 1986, avec un minimum d'activite en hiver. Aucune difference
significative n'a ete observee entre la region ombragee et la region ensoleillee de la

couronne. Une chute importante de l'activite a lieu en septembre 1985, ä la suite
de l'episode de concentration elevee d'ozone de juillet-septembre 1985. De meme que
l'activite peroxydasique, l'activite superoxydismutase extracellulaire est tres faible
dans les aiguilles jeunes (1985); leur activite est 3 fois plus faible que celle des aiguilles
ägees.
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Figure 3.

Evolution de l'activite gaiacol Peroxydase dans le fluide extracellulaire (a,c) et dans le materiel cellulaire
(b,d) des aiguilles d'epicea. Grand epicea (a,b); petit epicea (c,d). Aiguilles 1984 (•, o); 1985 (A, A).
Region de la couronne: ensoleillee (• A); ombragee (o A). Seuil de probability (P%) pour le coefficient

de correlation r: A (0,1-1); B (1-2); C (2-5); D (5-10).
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Une difference de reponse est constatee entre les aiguilles des annees 1984 et
1985. En effet, les aiguilles ägees ont leur activite superoxydismutase extracellulaire
qui diminue de juin 1985 jusqu'ä septembre 1985, tandis que dans les aiguilles jeunes,
elle augmente au debut (juillet 1985) puis reste stabilisee (septembre 1985). Le meme

type devolution est constate pour l'activite de cette enzyme aussi bien chez le grand
que le petit epicea. Une correlation positive et significative (p<0,l) de cette activite
dans les aiguilles 1984 existe en rapport avec devolution de la concentration d'ozone.
Le materiel cellulaire a une activite elevee de la superoxydismutase ä la fin de 1'ete

(aoüt et septembre) et faible en hiver. L'evolution est semblable dans les aiguilles
des annees 1984 et 1985 du grand et du petit epicea. En general, une bonne correlation
existe entre cette activite enzymatique et 1'evolution de la concentration d'ozone dans

°3 r S°2 c °3 r so2
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Figure 4.

Evolution de l'activite superoxydismutase dans le fluide extracellulaire (a,c) et dans le materiel cellulaire
(b,d) des aiguilles d'epicea. Grand epicea (a,b); petit epicea (c,d). Aiguilles 1984 (•, o); 1985 A).
Region de la couronne: ensoleillee (•, A); ombragee( o A). Seuil de probability (P%) pour le coefficient

de correlation r: A (0,1-1); B (1-2); C (2-5); D (5-10).
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les aiguilles 1984 et 1985 du grand epicea. Chez le petit epicea, revolution de la supe-
roxydismutase est semblable ä celle du grand arbre, mais avec des differences plus

marquees entre les aiguilles des annees 1984 et 1985.

Acide ascorbique (vitamine C)

L'acide ascorbique, mesure dans le fluide extracellulaire, a des valeurs maximales

en septembre 1985 et en avril 1986, avec des taux minimaux en hiver. Les aiguilles
de l'annee 1985 ont une tres faible concentration d'acide ascorbique, lorsqu'elles sont

encore tres jeunes (3-4 mois). Des differences significatives (P<0,05) sont observees

entre la teneur en acide ascorbique en avril 1986, des aiguilles des annees 1984 et
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1985 selon que les aiguilles proviennent de la region ensoleillee ou ombragee de la
couronne. La teneur maximale d'acide ascorbique extracellulaire au mois d'avril 1986

est suivie d'une chute tres importante en juillet-aoüt 1986, qui est simultanee des

niveaux eleves d'ozone pendant cette periode. L'evolution de l'acide ascorbique
extracellulaire est semblable chez le grand et le petit epicea.

Les valeurs maximales d'acide ascorbique total (materiel cellulaire) sont atteintes

en hiver (fevrier 1986), contrairement ä ce qui est observe pour les activites enzy-
matiques. L'evolution est semblable dans les aiguilles 1984 et 1985, et ceci pour le

grand et le petit epicea. Ces valeurs maximales d'acide ascorbique total correspondent
aux valeurs minimales extracellulaires observees chez le grand epicea. Elles sont bien
correlees (p < 0,1) avec les temperatures basses de l'hiver et les niveaux plus eleves
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Figure 6.

Evolution de la teneur en proteines dans le fluide extracellulaire (a,c) et dans le materiel cellulaire (b,d)
des aiguilles d'epicea. Grand epicea (a,b); petit epicea (c,d). Aiguilles 1984 (•, o); 1985 (A, A). Region
de la couronne: ensoleillee (•, A); ombragee (o A). Seuil de probability (P%) pour le coefficient de

correlation r: A (0,1-1); B (1-2); C (2-5); D (5-10).
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de dioxyde de soufre ä cette saison. Les aiguilles de l'annee 1984 de la region ensoleillee
et de la region ombragee de la couronne montrent des differences significatives dans
leur teneur en acide ascorbique, en fevrier et en avril 1986. Cette grande augmentation
de la teneur en acide ascorbique pendant l'hiver et le printemps 1986 est suivie d'une
diminution tres importante, qui coincide, une fois de plus, avec la presence de
concentrations elevees d'ozone dans l'air en juin-aoüt 1986. Une correlation negative et
significative est constatee entre l'acide ascorbique et l'ozone, pour toutes les aiguilles
analysees.

Proteines

La concentration en proteines mesuree dans le fluide extracellulaire montre un
minimum en hiver et un maximum en ete. Des differences significatives n'ont pas
ete detectees entre les aiguilles des regions ensoleillees et ombragees. L'evolution est

semblable chez le grand et le petit epicea. Une chute importante est constatee en juillet
1985, chute qui coincide avec le deuxieme pic d'ozone en juillet 1985. Neanmoins,
la correlation entre l'evolution de la concentration d'ozone et la teneur en proteines
extracellulaires reste faible. Les proteines totales ont aussi une valeur minimale en
hiver et maximale en ete. Pendant cette saison, les niveaux restent relativement eleves

pour diminuer en automne. Ces fluctuations sont plus importantes chez le petit
epicea. Une bonne correlation est observee entre l'evolution des proteines totales et
celle de la concentration d'ozone.

DISCUSSION

Les conditions meteorologiques influencent la deposition des polluants de l'air
au niveau de la couronne des arbres; l'entree et Paction de ces polluants ä l'interieur
de la feuille dependent de facteurs ecophysiologiques. Dans un environnement si com-
plexe, l'interaction entre tous ces phenomenes est encore mal comprise, et nous amene
ä poser la question : «Comment les effets de la pollution atmospherique peuvent-ils
etre separes des autres facteurs ecologiques agissant dans un ecosysteme naturel?».
Lors de cette etude, nous avons tente de mettre en evidence une association entre
des parametres biochimiques mesures dans la feuille et la concentration de polluants
atmospheriques comme l'ozone et le dioxyde de soufre.

Peroxydases

Les taux assez faibles de dioxyde de soufre (<32 pg/m3), en hiver, ne semblent

pas influencer l'activite peroxydasique, ce qui confirmerait des resultats precedents
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(Katainen et al., 1984; Khan et Malhotra, 1982), montrant que les peroxydases des

coniferes sont seulement affectees lorsque la concentration en dioxyde de soufre est

plus elevee (>50 pg/m3). Le fait que les coefficients de correlation calcules pour
l'activite peroxydasique et le taux en dioxyde de soufre soient toujours negatifs, et

en general assez faibles, conforte cette idee.
Des concentrations relativement elevees et continues d'ozone (juillet-septembre

1985) auraient une influence negative (inhibition) sur l'activite peroxydasique extra-
cellulaire, tandis que l'activite peroxidasique cellulaire serait stimulee. Ce comporte-
ment different est illustre par le decalage du pic maximum d'activite dans les deux
compartiments. Neanmoins, la correlation entre la concentration d'ozone et l'activite
peroxydasique est semblable dans les deux compartiments des aiguilles 1984 du grand
epicea. Une correlation positive de cette activite avec l'ozone et la temperature a aussi

ete observee par Jokinen (1983) chez Pinus silvestris. L'intensite de la lumiere, plus
elevee en ete, pourrait aussi jouer un role important dans l'activation des enzymes
impliquees dans la destruction des radicaux libres (par exemple, l'ascorbate Peroxydase,

Gillham et Dodge, 1987). II est interessant de constater que l'augmentation
de l'activite peroxydasique est accompagnee par une diminution de la teneur en acide

ascorbique, celui-ci pouvant agir comme donneur d'electrons de la Peroxydase
(Castillo et Greppin, 1986).

Superoxydismutase

L'inhibition de la superoxydismutase extracellulaire en juillet-septembre 1985,
simultanee ä l'episode important d'augmentation de l'ozone, est revelatrice d'un effet
marquant de ce gaz sur les aiguilles 1984. Cet effet qui a lieu chez le grand et le petit
epicea est contraire ä celui observe sur des aiguilles de l'annee 1985. La correlation
etroite entre les evolutions de l'activite superoxydismutase et de l'ozone pourrait etre
expliquee par le fait que cette enzyme pourrait etre induite par l'ozone (Tanaka et
Sugahara, 1980). La reponse de l'enzyme serait reversible: la disparition de l'ozone
provoquerait ä son tour la diminution de l'activite enzymatique. Cette interpretation
serait aussi valable pour l'activite extracellulaire; eile serait soit induite par l'ozone,
soit inhibee lorsqu'un seuil de concentration est depasse (par exemple, juillet-
septembre 1985 au-dessus de 70 pg 03/m3).

Acide ascorbique

L'evolution des teneurs en acide ascorbique dans le fluide extracellulaire et dans
le materiel cellulaire est complementaire; les valeurs maximales extracellulaires
correspondent aux valeurs minimales cellulaires, et vice versa. Les valeurs cellulaires
changent selon un rythme saisonnier, avec un maximum en fevrier (1,5-2,7 mg/g
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PF) et un minimum en juillet-octobre (0,25-1 mg/g PF). Cette evolution est semblable
ä celle observee par Esterbauer, Grill et Welt (1980), et par Dash et Jenness (1985),

qui montrent des valeurs maximales ä la fin de l'hiver et au debut du printemps,
et des valeurs minimales en automne. Ces variations du contenu en acide ascorbique
pourraient etre interpretees comme etant issues de l'activation ou de l'inhibition des

processus d'anabolisme et de catabolisme. La temperature pourrait aussi jouer un
role important, puisque le catabolisme de l'acide ascorbique diminue avec les

temperatures basses et augmente avec les temperatures plus hautes. En hiver, le gel favorise-
rait l'accumulation de sucre dans les aiguilles, ce qui stimulerait alors la biosynthese
d'acide ascorbique (Franke, 1968).

Les polluants pourraient aussi jouer un röle sur la teneur en acide ascorbique.
De faibles concentrations de dioxyde de soufre en hiver auraient un effet stimulateur
sur la photosynthese, avec done pour resultante une augmentation des sucres

(Melhorn et al., 1986). L'ozone aurait tres probablement l'effet contraire, puisque
en juin 1986, une chute importante d'acide ascorbique est simultanee ä l'augmenta-
tion de la concentration d'ozone. La correlation negative et significative entre la

teneur en acide ascorbique cellulaire et devolution de l'ozone suggere que ce polluant
a une influence dans la diminution de ce metabolite. Bien que les coniferes aient une
activite photosynthetique importante en automne (Keller et Hasler, 1984), done favorable

ä la formation d'acide ascorbique, des taux eleves d'ozone expliqueraient la

valeur minimale d'acide ascorbique en septembre.

Indicateurs

L'apparition de symptömes visibles (j aunissement) dans certaines aiguilles (1984)
de la region ombragee de la couronne, pourrait etre due ä l'effet de l'ozone (Ashmore
et al., 1985; Skeffington et Roberts, 1985). Les dommages visibles pourraient etre
correles avec la teneur plus faible en acide ascorbique dans ces aiguilles, qui precede

l'augmentation de la concentration d'ozone dans l'air. Les conditions defavorables

pour la synthese d'acide ascorbique, telles l'ombre ou la pollution photooxydante,
empecheraient la pleine efficacite des mecanismes de detoxication dans lesquels
l'acide ascorbique serait implique.

L'activation des enzymes extracellulaires pourrait constituer une reponse ä

l'ozone ou ä ses produits de degradation dans l'espace extracellulaire. Ces enzymes,
qui feraient partie des mecanismes de defense de la plante, joueraient un role dans

le maintien d'un bon etat sanitaire ä des taux de pollution peu eleves. De ce point
de vue, ces parametres repondent encore de fa?on satisfaisante ä la pollution atmo-
spherique (bonne capacite d'adaptation). Neanmoins, un seuil dangereux a pu etre
depasse puisqu'un renversement de tendance est observe: les mecanismes de defense

seraient alors debordes ou inhibes. Les moyennes mensuelles pour l'ozone en avril
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et juillet 1986 atteignent des valeurs proches de 100 pg/mJ. Cela veut dire que des

episodes de concentrations nettement plus elevees ont lieu assez souvent. Ces episodes
de courte duree sont plus dangereux pour les vegetaux que ceux oil Ton a des concentrations

plus faibles pendant de longues periodes (Lefohn et Runeckles, 1987).
Des concentrations d'ozone similaires ä Celles mesurees ä Geneve en 1985 sont

suffisamment elevees pour affecter negativement les ecosystemes forestiers (Miller
etal., 1982; Skeffingtonet Roberts, 1985). Si la charged long terme tend ä augmenter,
le seuil critique pourrait etre largement depasse, ce qui provoquerait des consequences
tres dangereuses pour l'etat de sante des arbres selon leur sensibilite genetique. Ce

concept de seuil a dejä ete suggere precedemment par Amiro et al. (1984) et Hogsett
et al. (1985). D'apres ces auteurs, un pic journalier de concentration elevee joue un
röle fondamental dans l'alteration de la croissance. lis ont aussi montre que la reduction

de la croissance est bien correlee ä l'augmentation de 1'accumulation d'ozone
(concentration x temps).

Le froid est aussi un facteur dont il faut tenir compte. En effet, des periodes
de fortes concentrations d'ozone en ete, suivies de temperatures tres froides en hiver
pourraient affecter les mecanismes de defense de la cellule vegetale. Une perte de

vitalite des arbres, comme consequence de la pollution par l'ozone en ete, pourrait
augmenter la sensibilite au gel (Bosch et al., 1983; Brown et al., 1987). Bien que les

niveaux d'ozone mesures ä Geneve soient proches de ceux observes en montagne (par
exemple, 100 pg/m3 pendant la journee au mois de mai, ä Garmisch, 740 m, aux
Alpes Bavaroises), les temperatures minimales en hiver restent au-dessus de celles

mesurees en montagne. Ceci pourrait expliquer l'absence de dommages importants
dans la foret genevoise malgre les taux relativement eleves d'ozone.

Conclusion

Nous pensons qu'il est fondamental d'etudier le comportement de parametres
biochimiques adequats et de preciser s'ils sont utilisables pour la detection precoce
des dommages invisibles causes aux arbres par les polluants atmospheriques dans

un ecosysteme naturel. Cependant, la variability des systemes naturels (la grande
diversite genetique et l'intrication complexe des nombreux facteurs environnemen-
taux) rend pour le moment Interpretation des resultats assez difficile.

Des experiences complementaires, en conditions controlees, sont done necessaires

pour etudier l'impact des polluants atmospheriques sur les vegetaux. Elles permet-
traient de distinguer les effets des differentes sortes de polluants afin d'etablir un
diagnostic differentiel precoce. Les chambres de fumigation semi-ouvertes facilitent
la comparaison des symptömes des dommages et la croissance de plantes cultivees,
soit en atmosphere ambiante, soit en atmosphere propre (air filtre) ou polluee (air
filtre + polluants), et ceci dans un environnement qui s'approche pour de nombreux
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parametres de l'environnement naturel (Castillo et al., 1987). Le calcul d'un indice

d'exposition pour chaque polluant (valeurs cumulees), permettrait une comparaison
empirique des resultats obtenus dans ces chambres avec d'autres obtenus dans un
ecosysteme naturel.

Si la foret genevoise est en bon etat apparent, il n'empeche qu'elle subit les effets
de la pollution comme nous les montrent les mesures biochimiques.

Les mecanismes de protection et d'adaptation aux polluants ont leurs limites.
Les fluctuations repetees et importantes de certains polluants comme l'ozone,
peuvent conduire ä une modification de mecanismes biochimiques et physiologiques,
selon les seuils de sensibilite. Ces evenements peuvent amener, au fil de repetitions
sur plusieurs annees (histoire de 1'arbre), un dereglement adaptatif provoquant un

syndrome du mal des forets analogue aux autres regions de la Suisse, avec probable-
ment une intensite moindre dans le ralentissement de la croissance et l'augmentation
de la mortalite.

En concomitance aux mesures antipollution, dont les effets se font sentir progres-
sivement, il pourrait etre utile de planter des essences et des varietes plus resistantes

aux polluants.
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