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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 *
et Hubert GREPPIN '

RESUME

L’activité et le taux d’indicateurs biochimiques de la pollution atmosphérique (peroxydase, superoxy-
dismutase, acide ascorbique) ont été mesurés dans les aiguilles d’épicéas de la forét de Versoix (Genéve,
Suisse) pendant une période de quinze mois (1985-1986). L’évolution des activités enzymatiques et de la
concentration en ozone atmosphérique montre une corrélation positive, tandis que celle de la concentration
en acide ascorbique montre une corrélation négative avec ce méme polluant. La fiabilité de I’emploi de
ces parameétres biochimiques comme indicateurs précoces des dommages provoqués par la pollution atmo-
sphérique dans un écosystéme naturel est discutée.

Mots clefs: peroxydase, superoxydismutase, acide ascorbique, épicéa, 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 bio-
chemical 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 années, un dépérissement des foréts (Waldsterben) trés important
a ¢été constaté en Suisse, en Allemagne et dans d’autres pays européens (Schiitt et
Cowling, 1985); ceci constitue un des plus gros problémes d’environnement que
I’Europe connait en cette fin du XXe siécle. Malgré I’intérét scientifique porté a ce
sujet et les travaux actuels en cours, les causes de ce dépérissement sont encore mal
connues (Hinrichsen, 1986). Différentes espéces d’arbres sont touchées, le sapin blanc
(Abies alba), I’épicéa (Picea abies), le pin sylvestre (Pinus sylvestris), le hétre (Fagus
sylvatica), entre autres. Les dommages causés a 1’épicéa (Rapport Sanasilva, 1986
et 1987), une espéce dominante en Suisse, est d’une importance toute particuliére
étant donné son intérét économique.

Il est admis sans controverse que plusieurs parametres peuvent étre incriminés
dans le dépérissement forestier: carences en éléments nutritifs et minéraux, événe-
ments climatiques défavorables, erreurs d’aménagement forestier, parasites ou infec-
tion des arbres. Cependant, ces facteurs a eux seuls ne peuvent pas étre considérés
comme la cause d’un dommage général, trés étendu, observé dans les écosystémes
forestiers de toute I’Europe. A ce jour, un certain nombre d’hypothéses ont été émises
pour expliquer ce phénomene: 1’acidité du sol (pluies acides), les polluants photooxy-
dants (par exemple, I’0ozone), la déficience en Mg, un excés d’azote ou d’autres nutri-
ments, la présence de substances organiques dans 1’air qui altérent la croissance, des
infections par des organismes comme les mycoplasmes ou les rickettsias, I’hypothése
d’une situation générale de stress, etc. (Blank, 1985; Schiitt et Cowling, 1985).

L’hypothése qui implique les polluants atmosphériques (ozone et brouillard
acide) est la plus largement acceptée pour expliquer ce nouveau type de dépérissement.
Cependant, elle n’est fondée que sur des évidences circonstantielles, et nous avons
donc besoin de données expérimentales pour la vérifier. Actuellement, nous dispo-
sons, par exemple, de preuves irréfutables de I’existence de concentrations élevées
d’ozone dans les foréts (ainsi des valeurs de 120-150 pg O;/m?* ont été mesurées en
été au sud de I’Allemagne, avec des maxima horaires pouvant atteindre 358 pug
O;/m’, Rieter, 1983). Mais surtout I’impact négatif de I’ozone sur des espéces diffé-
rentes de coniferes et sur leurs écosystémes associés a été démontré (McLaughlin et
al., 1982; Miller ef al., 1982).

Les polluants atmosphériques provoquent trés fréquemment 1’apparition de
taches et de nécroses sur les feuilles des arbres. Ces dommages visibles constituent
I’annonce imminente de la mort cellulaire. Mais bien avant le développement de ces
symptdmes macroscopiques, certains changements précoces dans les fonctions bio-
chimiques et physiologiques ont lieu dans les cellules (altération de la balance ionique,
des échanges gazeux, de la structure de la paroi cellulaire et des membranes, des pro-
cessus de transport, etc., Heath, 1980). Ces modifications métaboliques constituent
les dommages invisibles.
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Les polluants induisent donc une situation générale de stress qui affecte le méta-
bolisme tout entier de la plante. Des travaux ont montré, en particulier, qu’ils peuvent
inhiber ou activer certains systémes enzymatiques (Castillo et Greppin, 1986; Heath,
1980; Tanaka et Sugahara, 1980); le suivi de ces systémes permettrait de détecter
précocement les effets toxiques des polluants atmosphériques. Mais ces mesures enzy-
matiques sont d’une utilisation difficile car les polluants agissent sur les enzymes de
manieres différentes avec des effets pouvant étre synergiques ou antagonistes et sus-
ceptibles de connaitre des variations qualitatives et quantitatives au cours du temps.

La présence de certains polluants a I’intérieur des feuilles conduit a la formation
de substances trés toxiques (radicaux libres, peroxyde d’hydrogéne et autres peroxides
lipidiques, Elstner ef al., 1985). Ces substances peuvent non seulement modifier de
fagcon importante 1’équilibre rédox, mais provoquer aussi la peroxydation des lipides
membranaires et la destruction de la chlorophylle (Heath, 1980). L’évitement de ces
dommages serait en partie possible par la mise en ceuvre de mécanismes de détoxica-
tion et de défense contre les polluants. Certaines enzymes et métabolites (peroxydases,
superoxydismutase, acide ascorbique, etc.) sont associés a ces mécanismes de détoxi-
cation des composés oxydants. Ces paramétres biochimiques peuvent €tre utilisés.
comme indicateurs rapides de I’action des polluants atmosphériques, avant 1’appari-
tion des dommages visibles. En corrélant entre eux plusieurs indicateurs biochimiques
on pourrait établir un diagnostic précoce sur I’état sanitaire d’une espéce végétale
particuliére et ainsi avoir plus de temps pour mener une politique adéquate d’assainis-
sement.

Des études expérimentales en conditions contrdlées (chambres de fumigation
semi-ouvertes) ont déja été réalisées et ont montré que ces parameétres répondent de
facon satisfaisante a I’ozone, notamment lorsqu’ils sont mesurés dans 1’espace extra-
cellulaire des aiguilles d’épicéa (Castillo ef al., 1987). Dans ce travail nous présentons
des résultats concernant ces indicateurs biochimiques obtenus lors des mesures effec-
tuées en 1985 et 1986, avec des épicéas de la forét de Versoix (Genéve, Suisse).

Notre objectif était d’étudier I’évolution de ces paramétres biochimiques pen-
dant un cycle annuel et de déceler une éventuelle corrélation entre les fluctuations
des valeurs mesurées et celles des niveaux de polluants atmosphériques. Ceci nous
permettrait, alors, d’analyser la fiabilité de ’emploi de ces paramétres au titre d’indi-
cateurs de la pollution atmosphérique des arbres adultes, situés dans leur environne-
ment naturel.

MATERIEL ET METHODES

Matériel végétal

Cette étude a été réalisée sur deux épicéas (Picea abies [L.] Karst) situés dans
la forét de Versoix (Genéve, Suisse): 46°8’30’’ N, 6°8’10”’ E, altitude 450 m. Le
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matériel végétal est constitué d’aiguilles prélevées sur les deux arbres d’ages diffé-
rents: un grand épicéa (66,3 cm & a 1,5 m du sol) et un petit (9,8 cm &) distant
d’environ 15 m. Ces arbres sont partie intégrante de la forét, mais sont isolés. Ils
se trouvent au centre d’une clairiére; ils ne regoivent pas d’ombre, si ce n’est au tout
début et a la fin de la journée. Leur état sanitaire apparent est satisfaisant (absence
de dommages visibles).

Echantillonnage

L’échantillonnage a eu lieu de juin 1985 a aofiit 1986, pendant les mois suivants:
juin, juillet, septembre, décembre 1985 et février, mars, juin, aofit 1986. Deux régions
différentes de la couronne de chaque arbre ont été choisies pour le prélévement des
échantillons: la région ensoleillée (sud) et la région ombragée (nord). Dans chaque
région des rameaux ont été prélevés a la méme heure le matin (9: 30), a une hauteur
de 1,5-2 m du sol. Les rameaux ont été coupés au-dessous de la génération 1983.
Le c6té coupé a été placé dans I’eau distillée, et le tout transporté rapidement au
laboratoire. Seules les aiguilles en bon état, sans dommages apparents ont été préle-
vées pour analyse. Des aiguilles des années 1984 et 1985 ont été sectionnées des tiges
pour chaque région de la couronne. Chaque échantillon est un mélange d’aiguilles
provenant de 4 rameaux (la standardisation est fondamentale pour minimiser les
effets dus a la variabilité intrinseque de I’échantillon).

Meéthodes d’extraction et dosages

Le fluide extracellulaire est obtenu par la technique d’infiltration (Castillo et
al., 1987). Les aiguilles (10 g/échantillon) sont infiltrées sous vide (— 65 kPa) avec
un tampon adéquat, puis séchées en surface avec du papier absorbant et ensuite centri-
fugées a 4° C (1000 x g pendant 10 min) dans des tubes perforés (le tube inférieur,
qui contient les aiguilles a le fond perforé). Le fluide extracellulaire, recueilli dans
le tube inférieur, est maintenu a 4° C pour ’analyse des paramétres suivants: activités
enzymatiques, teneur en acide ascorbique et teneur en protéines. Le matériel végétal
restant aprés centrifugation des aiguilles est congelé dans de I’azote liquide ( — 196° C)
pour sa conservation en vue de son utilisation ultérieure.

Pour la détermination des activités enzymatiques extracellulaires, le milieu
d’infiltration est un tampon phosphate de K (66 mM, pH 7) et 0,1 M KCI. Les extraits
servant a mesurer les activités enzymatiques et la teneur en protéines du matériel cellu-
laire sont préparés a partir de 0,5 g d’aiguilles broyées en présence de 0,5 g de poly-
vinylpyrrolidone (PVP) et 3 ml de tampon d’extraction (phosphate de K, 66 mM,
pH 7,8), dans un microdismembrateur Braun. Les activités enzymatiques sont
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mesurées a partir du surnageant obtenu aprés centrifugation de I’extrait brut a
10000 x g pendant 15 min.

L’activité peroxydasique est mesurée a 25° C, dans du tampon phosphate de
K (60 mM, pH 6,1), 16 mM gaiacol, 3,3 mM H,0, et 10-50 pul d’extrait. L’augmen-
tation de I’absorbance a 470 nm est enregistrée a I’aide d’un spectrophotomeétre
Unicam SP 1700.

L’activité superoxydismutase est mesurée par I’inhibition de la réduction photo-
chimique du NBT (nitrobluetetrazolium), selon la méthode de Beauchamp et Frido-
vich (1974). Le milieu réactionnel (1 ml) contient du tampon phosphate de K (50 mM,
pH 7,8),0,1 mM EDTA, 13 mM methionine, 75 uM NBT, 2 uM riboflavine et 0-50 pl
d’extrait enzymatique. La riboflavine est ajoutée en dernier, et les tubes sont placés
sous une lumiére fluorescente. La réaction se déroule pendant 10 min ou jusqu’a
ce que I’absorbance & 500 nm dans les tubes de contrdle atteigne 0,2. Une unité d’acti-
vité enzymatique est définie comme le volume d’extrait nécessaire pour inhiber de
50% le niveau de I’absorbance mesurée dans les tubes de contréle. Aucune interfé-
rence due a la présence d’acide ascorbique n’a été observée pendant I’essai de I’activité
superoxydismutase.

La teneur en protéines est mesurée par la méthode de Bradford (1976), avec
comme standard 1’albumine de sérum de boeuf (BSA).

Le milieu d’infiltration pour la détermination de I’acide ascorbique extracellu-
laire est un tampon acétate de Na (40 mM, pH 4,5), 2,5 mM EDTA et 0,1 M KCI.
L’acide ascorbique du matériel cellulaire est extrait avec une solution froide (4° C)
d’acide métaphosphorique 0,4 M et 0,25 mM EDTA. L’acide ascorbique est mesuré
dans le surnageant obtenu apres centrifugation de I’extrait brut a 20 000 X g pendant
15 min. L’acide ascorbique est déterminé par chromatographie liquide (HPLC
modele Varian 5000). La séparation se fait & I’aide d’une colonne analytique de
15 cm X 4 mm MicroPak MCH-5-N-CAP protégée par une précolonne. L’éluant est
une solution aqueuse a 2% de NH,H,PO, ajusté & pH 2,8 avec de I’acide phos-
phorique concentré, et son débit a travers la colonne est de 1 ml/min. La pression
est de 120 atm. Le détecteur est fixé a 254 nm.

Statistique

Chaque point dans les graphiques est la moyenne de 4 mesures différentes. Le
coefficient de variation a été calculé pour toutes les valeurs, et il est compris entre
8 et 22% de la moyenne. L’analyse de variance a été utilisée pour détecter I’existence
de variations significatives des parameétres biochimiques entre les deux régions (enso-
leillée et ombragée) de la couronne. Les coefficients de corrélation r entre les para-
meétres biochimiques et les polluants atmosphériques (dioxyde de soufre et ozone)
ont aussi été calculés (Philippe, 1967).
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Analyse de 'air

Les valeurs des concentrations de 1’ozone et du dioxyde de soufre dans I’air
mesurées dans deux stations du canton de Genéve (Jussy et Aniéres), ont été fournies
par le Service d’écotoxicologie du canton de Genéve.

RESULTATS

Sur la figure 1 sont présentées les valeurs moyennes mensuelles des concentra-
tions en dioxyde de soufre et ozone atmosphériques mesurées a Jussy et Aniéres depuis
janvier 1985 jusqu’a aofit 1986. Ces polluants atmosphériques n’ont pas été mesurés
a Versoix, mais la teneur de ceux-ci, pour cette forét, serait comprise entre celles
mesurées a Jussy et Aniéres (Service d’écotoxicologie, Genéve). Les immissions de
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FIGURE 1.

Valeurs moyennes mensuelles de la concentration de dioxyde de soufre et d’ozone atmosphérique, & Jussy

et Aniéres, depuis janvier 1985 jusqu’a aoiit 1986. La moyenne mensuelle correspond 4 la valeur moyenne

de toutes les moyennes semi-horaires du mois considéré. Source: Service cantonal d’écotoxicologie,
Genéve,
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dioxyde de soufre sont assez faibles (les plus basses des stations mesurées a Genéve)
avec un minimum de 4 pg/m? en été et un maximum de 32 pug/m? en hiver. La charge
en ozone est plus élevée au printemps et en été, lorsqu’il y a une augmentation du
rayonnement solaire. Ceci donne une évolution typique de la teneur en ozone avec
des valeurs minimales en hiver (10-30 pg/m?) et maximales au printemps et en été
(70-100 pg/m?).

TABLEAU 1.
Valeurs cumulées depuis les mois de janvier 1985 et 1986,

des moyennes mensuelles de SO, et de O3 a Aniéres, pour
les mois ou les échantillons ont été faits.

SO, 0,
ng/m’
1985* Juin 80 342
Juillet 95 432
Septembre 116 573
Novembre 125 611
1986 Février 48 28
Avril 68 90
Juin 83 194
Aolit 102 332

* La valeur du SO, de janvier 1985 étant inconnue; nous avons pris celle
de janvier 1986.

Le tableau 1 indique les valeurs cumulées de ces deux polluants depuis le mois
de janvier des années 1985 et 1986. On peut constater que la charge accumulée d’ozone
a été beaucoup plus importante pendant I’année 1985 (deux pics importants au prin-
temps et en été) que pendant ’année 1986.

Pour information complémentaire, nous présentons les valeurs moyennes men-
suelles des températures journaliéres relevées a Genéve-Cointrin pendant la période
de notre étude (figure 2).

Dommages visibles

Quelques dommages ont parfois été observés sur les aiguilles de la génération
1984 du grand épicéa. Ces dommages peuvent étre décrits comme des bandes et des
points jaunes sur les aiguilles des branches de la région ombragée de la couronne.
Ce type de dommage n’a jamais été observé dans la région ensoleillée de la couronne.
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FIGURE 2.

Valeurs moyennes mensuelles des températures journaliéres moyennes relevées a Genéve-Cointrin depuis
janvier 1985 jusqu’a aoiit 1986. Source: Service de climatologie de la Suisse romande, Institut suisse de
météorologie.

Activités enzymatiques

L’activité enzymatique extracellulaire suit une évolution semblable au cours de
I’année chez le grand et le petit épicéa. Le maximum d’activité est constaté en juin-
juillet et le minimum en décembre. Il n’y a pas de différences significatives entre
les activités mesurées dans la région ensoleillée et la région ombragée de la couronne.
L’activité peroxydasique des aiguilles 1985 est trés faible au début de 1’expérience
(ces aiguilles n’ont que trois mois d’age lorsque les premiers échantillons ont été pré-
levés), et reste en dessous des activités mesurées dans les aiguilles 1984. Le maximum
d’activité coincide avec les pics d’ozone observés en juillet 1985 et en juillet 1986.
Puis, I’activité peroxydasique diminue nettement (septembre 1985), ou reste stabilisée
(aout 1986). L’activité dans les aiguilles 1985 continue d’augmenter en aoiit 1986.
Une corrélation positive et significative (p <0,05) existe entre 1I’évolution de ’ozone
et I’évolution de I’activité peroxydasique extracellulaire dans les aiguilles 1984, mais
pas avec celle des aiguilles 1985. La corrélation est par contre négative et non significa-
tive avec les concentrations de dioxyde de soufre.

L’activité peroxydasique totale (c’est-a-dire mesurée dans le matériel cellulaire)
suit a peu prés la méme évolution que celle de ’espace extracellulaire. Cependant,
une différence importante est constatée: le maximum d’activité, en 1985, ne coincide
pas avec le pic maximum d’ozone en juillet 1985, mais il est déplacé vers le mois
de septembre 1985 et aolit 1986. Cette activité peroxydasique totale continue donc
d’augmenter lorsque la concentration en ozone reste élevée et ne diminue qu’a la
fin de I’automne. Il faut aussi souligner I’ampleur de la réponse pendant I’année 1985



par rapport a celle de I’année 1986. Comme cela a été constaté précédemment, une
corrélation positive et significative existe entre I’évolution de la concentration en
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ozone et celle de I’activité peroxydasique des aiguilles 1984 du grand épicéa.

L’enzyme superoxydismutase a son maximum d’activité au début de I’été, en
juin 1985 et en juin 1986, avec un minimum d’activité en hiver. Aucune différence
significative n’a été observée entre la région ombragée et la région ensoleillée de la
couronne. Une chute importante de I’activité a lieu en septembre 1985, a la suite
de I’épisode de concentration élevée d’ozone de juillet-septembre 1985. De méme que
I’activité peroxydasique, 1’activité superoxydismutase extracellulaire est trés faible
dans les aiguilles jeunes (1985); leur activité est 3 fois plus faible que celle des aiguilles

agées.
a 03 r 502 c 03 r SO2
e 0.73c -0,53 e 0.77¢ -0,54
o 0.75¢c -0.53 o 0,620 -0,31
301 a 0.35 -0.15 i a 0.19 -0.09
A a 0,21 -0,15
250
~ 20 i
o
L i /
©
'5 100 L ,
=
| | M
-
L4
2
g b A 1 L 1 Lk s 1 1 L 1 ()13| A rJ 1 LS()lz dl 1 A i A i A 1 L A 10; A ArL e ;"0; A A
2 e 0.75¢ -0,34 o 0.58 -0.08
S o 0.71c -0,34 o 0.63p -0,08
S . 0.76¢c -0,18 . 0,18 -0, 11
¢ s 0.26 -0,25 . 0,07 0,16
5
5 4001 / i
= \
300] ) i /
200} / L o /‘/A
100} i /\/v
. 2
JFMAMJJASONDJFMAMJIJA JFMAMJJASONDJFMAMUJJAmMIS
1985 1986 1985 1986
FIGURE 3.

Evolution de I’activité gaiacol peroxydase dans le fluide extracellulaire (a,c) et dans le matériel cellulaire
(b,d) des aiguilles d’épicéa. Grand épicéa (a,b); petit épicéa (c,d). Aiguilles 1984 (@, ©); 1985 (A, A).
Région de la couronne: ensoleillée (@, A); ombragée (o, A). Seuil de probabilité (P%) pour le coefficient

de corrélation r: A (0,1-1); B (1-2); C (2-5); D (5-10).
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Une différence de réponse est constatée entre les aiguilles des années 1984 et
1985. En effet, les aiguilles agées ont leur activité superoxydismutase extracellulaire
qui diminue de juin 1985 jusqu’a septembre 1985, tandis que dans les aiguilles jeunes,
elle augmente au début (juillet 1985) puis reste stabilisée (septembre 1985). Le méme
type d’évolution est constaté pour I’activité de cette enzyme aussi bien chez le grand
que le petit épicéa. Une corrélation positive et significative (p<0,1) de cette activité
dans les aiguilles 1984 existe en rapport avec I’évolution de la concentration d’ozone.
Le matériel cellulaire a une activité élevée de la superoxydismutase a la fin de 1’été
(aoiit et septembre) et faible en hiver. L’évolution est semblable dans les aiguilles
des années 1984 et 1985 du grand et du petit épicéa. En général, une bonne corrélation
existe entre cette activité enzymatique et I’évolution de la concentration d’ozone dans
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Evolution de I’activité superoxydismutase dans le fluide extracellulaire (a,c) et dans le matériel cellulaire

(b,d) des aiguilles d’épicéa. Grand épicéa (a,b); petit épicéa (c,d). Aiguilles 1984 (@, 0); 1985 (A, A).

Région de la couronne: ensoleillée (@, A); ombragée (o, A). Seuil de probabilité (P %) pour le coefficient
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les aiguilles 1984 et 1985 du grand épicéa. Chez le petit épicéa, I’évolution de la supe-
roxydismutase est semblable a celle du grand arbre, mais avec des différences plus
marquées entre les aiguilles des années 1984 et 1985.

Acide ascorbique (vitamine C)

L’acide ascorbique, mesuré dans le fluide extracellulaire, a des valeurs maximales
en septembre 1985 et en avril 1986, avec des taux minimaux en hiver. Les aiguilles
de I’année 1985 ont une trés faible concentration d’acide ascorbique, lorsqu’elles sont
encore trés jeunes (3-4 mois). Des différences significatives (P <0,05) sont observées
entre la teneur en acide ascorbique en avril 1986, des aiguilles des années 1984 et
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1985 selon que les aiguilles proviennent de la région ensoleillée ou ombragée de la
couronne. La teneur maximale d’acide ascorbique extracellulaire au mois d’avril 1986
est suivie d’une chute trés importante en juillet-aolt 1986, qui est simultanée des
niveaux élevés d’ozone pendant cette période. L’évolution de I’acide ascorbique
extracellulaire est semblable chez le grand et le petit épicéa.

Les valeurs maximales d’acide ascorbique total (matériel cellulaire) sont atteintes
en hiver (février 1986), contrairement a ce qui est observé pour les activités enzy-
matiques. L’évolution est semblable dans les aiguilles 1984 et 1985, et ceci pour le
grand et le petit épicéa. Ces valeurs maximales d’acide ascorbique total correspondent
aux valeurs minimales extracellulaires observées chez le grand épicéa. Elles sont bien
corrélées (p<0,1) avec les températures basses de I’hiver et les niveaux plus élevés
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des aiguilles d’épicéa. Grand épicéa (a,b); petit épicéa (c,d). Aiguilles 1984 (@, 0); 1985 (A, A). Région
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de dioxyde de soufre a cette saison. Les aiguilles de I’année 1984 de 1a région ensoleillée
et de la région ombragée de la couronne montrent des différences significatives dans
leur teneur en acide ascorbique, en février et en avril 1986. Cette grande augmentation
de la teneur en acide ascorbique pendant I’hiver et le printemps 1986 est suivie d’une
diminution trés importante, qui coincide, une fois de plus, avec la présence de concen-
trations élevées d’ozone dans I’air en juin-aoiit 1986. Une corrélation négative et signi-
ficative est constatée entre I’acide ascorbique et 1’ozone, pour toutes les aiguilles
analysées.

Protéines

La concentration en protéines mesurée dans le fluide extracellulaire montre un
minimum en hiver et un maximum en été. Des différences significatives n’ont pas
€té détectées entre les aiguilles des régions ensoleillées et ombragées. L’évolution est
semblable chez le grand et le petit épicéa. Une chute importante est constatée en juillet
1985, chute qui coincide avec le deuxiéme pic d’ozone en juillet 1985. Néanmoins,
la corrélation entre I’évolution de la concentration d’ozone et la teneur en protéines
extracellulaires reste faible. Les protéines totales ont aussi une valeur minimale en
hiver et maximale en été. Pendant cette saison, les niveaux restent relativement élevés
pour diminuer en automne. Ces fluctuations sont plus importantes chez le petit
épicéa. Une bonne corrélation est observée entre I’évolution des protéines totales et
celle de la concentration d’ozone.

DISCUSSION

Les conditions météorologiques influencent la déposition des polluants de 1’air
au niveau de la couronne des arbres; I’entrée et 1’action de ces polluants a I’intérieur
de la feuille dépendent de facteurs écophysiologiques. Dans un environnement si com-
plexe, I'interaction entre tous ces phénoménes est encore mal comprise, et nous améne
a poser la question : «Comment les effets de la pollution atmosphérique peuvent-ils
étre séparés des autres facteurs écologiques agissant dans un écosystéme naturel?».
Lors de cette étude, nous avons tenté de mettre en évidence une association entre
des parametres biochimiques mesurés dans la feuille et la concentration de polluants
atmosphériques comme 1’ozone et le dioxyde de soufre.

Peroxydases

Les taux assez faibles de dioxyde de soufre (<32 pg/m?), en hiver, ne semblent
pas influencer I’activité peroxydasique, ce qui confirmerait des résultats précédents
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(Katainen ef al., 1984; Khan et Malhotra, 1982), montrant que les peroxydases des
coniferes sont seulement affectées lorsque la concentration en dioxyde de soufre est
plus élevée (> 50 png/m?). Le fait que les coefficients de corrélation calculés pour
I’activité peroxydasique et le taux en dioxyde de soufre soient toujours négatifs, et
en général assez faibles, conforte cette idée.

Des concentrations relativement élevées et continues d’ozone (juillet-septembre
1985) auraient une influence négative (inhibition) sur I’activité peroxydasique extra-
cellulaire, tandis que I’activité peroxidasique cellulaire serait stimulée. Ce comporte-
ment différent est illustré par le décalage du pic maximum d’activité dans les deux
compartiments. Néanmoins, la corrélation entre la concentration d’ozone et I’activité
peroxydasique est semblable dans les deux compartiments des aiguilles 1984 du grand
épicéa. Une corrélation positive de cette activité avec I’ozone et la température a aussi
été observée par Jokinen (1983) chez Pinus silvestris. L’intensité de la lumiére, plus
élevée en été, pourrait aussi jouer un role important dans 1’activation des enzymes
impliquées dans la destruction des radicaux libres (par exemple, I’ascorbate peroxy-
dase, Gillham et Dodge, 1987). Il est intéressant de constater que ’augmentation
de I’activité peroxydasique est accompagnée par une diminution de la teneur en acide
ascorbique, celui-ci pouvant agir comme donneur d’électrons de la peroxydase
(Castillo et Greppin, 1986).

Superoxydismutase

L’inhibition de la superoxydismutase extracellulaire en juillet-septembre 1985,
simultanée a1’épisode important d’augmentation de I’ozone, est révélatrice d’un effet
marquant de ce gaz sur les aiguilles 1984. Cet effet qui a lieu chez le grand et le petit
épicéa est contraire a celui observé sur des aiguilles de I’année 1985. La corrélation
étroite entre les évolutions de I’activité superoxydismutase et de I’ozone pourrait étre
expliquée par le fait que cette enzyme pourrait étre induite par 1’ozone (Tanaka et
Sugahara, 1980). La réponse de I’enzyme serait réversible: la disparition de I’ozone
provoquerait a son tour la diminution de I’activité enzymatique. Cette interprétation
serait aussi valable pour 1’activité extracellulaire; elle serait soit induite par I’ozone,
soit inhibée lorsqu’un seuil de concentration est dépassé (par exemple, juillet-
septembre 1985 au-dessus de 70 pg O;/m?).

Acide ascorbique

L’évolution des teneurs en acide ascorbique dans le fluide extracellulaire et dans
le matériel cellulaire est complémentaire; les valeurs maximales extracellulaires cor-
respondent aux valeurs minimales cellulaires, et vice versa. Les valeurs cellulaires
changent selon un rythme saisonnier, avec un maximum en février (1,5-2,7 mg/g
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PF) et un minimum en juillet-octobre (0,25-1 mg/g PF). Cette évolution est semblable
a celle observée par Esterbauer, Grill et Welt (1980), et par Dash et Jenness (1985),
qui montrent des valeurs maximales a la fin de ’hiver et au début du printemps,
et des valeurs minimales en automne. Ces variations du contenu en acide ascorbique
pourraient étre interprétées comme étant issues de ’activation ou de I’inhibition des
processus d’anabolisme et de catabolisme. La température pourrait aussi jouer un
réle important, puisque le catabolisme de I’acide ascorbique diminue avec les tempé-
ratures basses et augmente avec les températures plus hautes. En hiver, le gel favorise-
rait I’accumulation de sucre dans les aiguilles, ce qui stimulerait alors la biosynthése
d’acide ascorbique (Franke, 1968).

Les polluants pourraient aussi jouer un réle sur la teneur en acide ascorbique.
De faibles concentrations de dioxyde de soufre en hiver auraient un effet stimulateur
sur la photosynthése, avec donc pour résultante une augmentation des sucres
(Melhorn ef al., 1986). L’ozone aurait trés probablement 1’effet contraire, puisque
en juin 1986, une chute importante d’acide ascorbique est simultanée a I’augmenta-
tion de la concentration d’ozone. La corrélation négative et significative entre la
teneur en acide ascorbique cellulaire et I’évolution de 1’ozone suggere que ce polluant
a une influence dans la diminution de ce métabolite. Bien que les coniféres aient une
activité photosynthétique importante en automne (Keller et Hasler, 1984), donc favo-
rable a la formation d’acide ascorbique, des taux élevés d’ozone expliqueraient la
valeur minimale d’acide ascorbique en septembre.

Indicateurs

L’apparition de symptdmes visibles (jaunissement) dans certaines aiguilles (1984)
delarégion ombragée de la couronne, pourrait étre due a I’effet de I’ozone (Ashmore
et al., 1985; Skeffington et Roberts, 1985). Les dommages visibles pourraient étre
corrélés avec la teneur plus faible en acide ascorbique dans ces aiguilles, qui précede
I’augmentation de la concentration d’ozone dans I’air. Les conditions défavorables
pour la synthése d’acide ascorbique, telles I’ombre ou la pollution photooxydante,
empécheraient la pleine efficacité des mécanismes de détoxication dans lesquels
I’acide ascorbique serait impliqué.

L’activation des enzymes extracellulaires pourrait constituer une réponse a
I’0zone ou a ses produits de dégradation dans ’espace extracellulaire. Ces enzymes,
qui feraient partie des mécanismes de défense de la plante, joueraient un réle dans
le maintien d’un bon état sanitaire & des taux de pollution peu élevés. De ce point
de vue, ces paramétres répondent encore de fagon satisfaisante a la pollution atmo-
sphérique (bonne capacité d’adaptation). Néanmoins, un seuil dangereux a pu étre
dépassé puisqu’un renversement de tendance est observé: les mécanismes de défense
seraient alors débordés ou inhibés. Les moyennes mensuelles pour 1’ozone en avril
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et juillet 1986 atteignent des valeurs proches de 100 pg/m?. Cela veut dire que des
épisodes de concentrations nettement plus élevées ont lieu assez souvent. Ces épisodes
de courte durée sont plus dangereux pour les végétaux que ceux ou I’on a des concen-
trations plus faibles pendant de longues périodes (Lefohn et Runeckles, 1987).

Des concentrations d’ozone similaires a celles mesurées a Genéve en 1985 sont
suffisamment élevées pour affecter négativement les écosystémes forestiers (Miller
etal., 1982; Skeffington et Roberts, 1985). Sila charge along terme tend a augmenter,
le seuil critique pourrait étre largement dépassé, ce qui provoquerait des conséquences
tres dangereuses pour I’état de santé des arbres selon leur sensibilité génétique. Ce
concept de seuil a déja été suggéré précédemment par Amiro et al. (1984) et Hogsett
et al. (1985). D’aprés ces auteurs, un pic journalier de concentration élevée joue un
rOle fondamental dans I’altération de la croissance. Ils ont aussi montré que la réduc-
tion de la croissance est bien corrélée a I’augmentation de I’accumulation d’ozone
(concentration X temps).

Le froid est aussi un facteur dont il faut tenir compte. En effet, des périodes
de fortes concentrations d’ozone en été, suivies de températures trés froides en hiver
pourraient affecter les mécanismes de défense de la cellule végétale. Une perte de
vitalité des arbres, comme conséquence de la pollution par I’ozone en été, pourrait
augmenter la sensibilité au gel (Bosch ef al., 1983; Brown ef al., 1987). Bien que les
niveaux d’ozone mesurés a Genéve soient proches de ceux observés en montagne (par
exemple, 100 pg/m?* pendant la journée au mois de mai, a Garmisch, 740 m, aux
Alpes Bavaroises), les températures minimales en hiver restent au-dessus de celles
mesurées en montagne. Ceci pourrait expliquer I’absence de dommages importants
dans la forét genevoise malgré les taux relativement élevés d’ozone.

Conclusion

Nous pensons qu’il est fondamental d’étudier le comportement de parametres
biochimiques adéquats et de préciser s’ils sont utilisables pour la détection précoce
des dommages invisibles causés aux arbres par les polluants atmosphériques dans
un écosystéeme naturel. Cependant, la variabilité des systémes naturels (la grande
diversité génétique et I’intrication complexe des nombreux facteurs environnemen-
taux) rend pour le moment ’interprétation des résultats assez difficile.

Des expériences complémentaires, en conditions contrdlées, sont donc nécessaires
pour étudier 'impact des polluants atmosphériques sur les végétaux. Elles permet-
traient de distinguer les effets des différentes sortes de polluants afin d’établir un
diagnostic différentiel précoce. Les chambres de fumigation semi-ouvertes facilitent
la comparaison des symptomes des dommages et la croissance de plantes cultivées,
soit en atmosphére ambiante, soit en atmospheére propre (air filtré) ou polluée (air
filtré + polluants), et ceci dans un environnement qui s’approche pour de nombreux
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parameétres de I’environnement naturel (Castillo ef al., 1987). Le calcul d’un indice
d’exposition pour chaque polluant (valeurs cumulées), permettrait une comparaison
empirique des résultats obtenus dans ces chambres avec d’autres obtenus dans un
¢cosystéme naturel.

Si la forét genevoise est en bon état apparent, il n’empéche qu’elle subit les effets
de la pollution comme nous les montrent les mesures biochimiques.

Les mécanismes de protection et d’adaptation aux polluants ont leurs limites.
Les fluctuations répétées et importantes de certains polluants comme l’0zone,
peuvent conduire a une modification de mécanismes biochimiques et physiologiques,
selon les seuils de sensibilité. Ces événements peuvent amener, au fil de répétitions
sur plusieurs années (histoire de I’arbre), un déréglement adaptatif provoquant un
syndrome du mal des foréts analogue aux autres régions de la Suisse, avec probable-
ment une intensité moindre dans le ralentissement de la croissance et I’augmentation
. de la mortalité.

En concomitance aux mesures antipollution, dont les effets se font sentir progres-
sivement, il pourrait étre utile de planter des essences et des variétés plus résistantes
aux polluants.
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